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LA GLÁNDULA TIROIDES 

 

1. Características generales 
 

1.1. Anatomía e histología 
 

El tiroides es una glándula endocrina localizada en la parte anterior de la tráquea, 

justo por debajo de la prominencia laríngea. Formada por dos lóbulos, cada uno 

situado a un lado de la tráquea, y unidos por un istmo en la parte central (Figura 

1). Las principales funciones de esta glándula son el control del metabolismo 

basal mediante la secreción de tiroxina (T4) y triyodotironina (T3), y la regulación 

del metabolismo del calcio mediante la secreción de calcitonina.  

Histológicamente es una glándula 

sólida, compuesta por multitud de 

folículos tiroideos de tamaño variable 

muy próximos entre sí. Estos 

folículos, son estructuras cerradas 

delimitadas por un epitelio simple 

cúbico formado por células foliculares 

tiroideas (CFTs). La luz de los 

folículos se encuentra ocupada por un 

coloide cuyo componente principal es 

una glucoproteína llamada 

tiroglobulina, y que actúa como 

reservorio de hormonas tiroideas. El 

escaso espacio interfolicular está 

ocupado por una combinación de 

abundantes capilares y vasos 

sanguíneos de pequeño tamaño, 

matriz extracelular, y un pequeño 

número de células C o células 

parafoliculares, encargadas de la síntesis de calcitonina.  

 

1.1. Fisiología 
 

La hormonas T4 y la T3 son moléculas derivadas del aminoácido tirosina con un 

alto contenido en yodo, y cuya síntesis es llevada a cabo por las CFTs en un 

proceso que comienza con la captación de yodo por parte de las CFTs. El ion 

Figura 1. Representación de la posición de 
la glándula tiroides respecto a la tráquea e 
imagen representativa de una sección 
histológica de la misma. 
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yoduro (I-) circulante en la sangre es transportado de forma activa al interior de 

estas células mediante la bomba de yoduro o simportador Na+/I-, este transporte 

libera al espacio extracelular dos iones sodio por cada ion yoduro captado. Una 

vez en el interior, este es transportado a la luz del folículo a través de la cara apical 

de las CFTs mediante un cotransportador Cl- /I- denominado pendrina. La 

tiroglobulina es a su vez sintetizada por las CFTs, y liberada a la luz folicular 

mediante vesículas secretoras. En el interior de los folículos el ion yoduro (I-) es 

oxidado a yodo (I0) por la acción de la tiroperoxidasa, en un proceso denominado 

organificación del yodo, el I0 se une al anillo de benceno de los residuos de 

tirosina de la tiroglobulina, dando lugar a monoyodotirosina (MIT) y 

diyodotirosina (DIT). El acoplamiento de los residuos de tirosina yodados da 

lugar a la formación de T3, mediante un residuo de MIT y uno de DIT, o la 

formación de T4, que requiere de la unión de dos residuos de DIT. Tras la síntesis 

las hormonas tiroideas permanecen unidas a la tiroglobulina en el interior de los 

folículos tiroideos, actuando de reservorio. Para su secreción la tiroglobulina es 

endocitada, tras lo que es sometida a un proceso de proteólisis que libera las 

hormonas T3 y T4, que pasan al torrente sanguíneo a través de la cara basal de las 

CFTs.  

El principal regulador de la síntesis de T3 y T4 es la hormona estimulante del 

tiroides o tirotropina (TSH). Bajos niveles de hormonas tiroideas en el torrente 

sanguíneo estimulan el hipotálamo, el cual libera la hormona liberadora de TSH 

(TRH) que se transporta a través de los vasos porta hipotálamo-hipofisarios hasta 

la adenohipófisis, aumentando la liberación de tirotropina. La TSH cuyo receptor, 

TSH-R, se expresa en la cara basal de las CFTs, ejerce distintos efectos que son 

cruciales para el funcionamiento del tiroides: 

 

• Eleva la proteólisis de la tiroglobulina almacenada en los folículos, 

aumentando así la liberación de hormonas tiroideas a la sangre. 

• Incrementa la actividad de la bomba de yoduro. 

• Incrementa la organificación del yodo, aumentando la síntesis de 

hormonas tiroideas unidas a moléculas de tiroglobulina. 

• Induce la proliferación de los CFTs. 

 

A su vez, el aumento de los niveles de T3 y T4 circulantes produce un efecto de 

retroalimentación negativa sobre la liberación de TRH en el hipotálamo y de TSH 

en la adenohipófisis (Figura 2). 
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Hasta el 90% de las hormonas tiroideas liberadas al torrente sanguíneo se 

encuentran en forma de tiroxina, y solo una mínima parte como triyodotironina, 

a pesar de que es esta forma la más activa de las dos. Para su distribución a los 

tejidos periféricos estas hormonas se unen a proteínas plasmáticas 

inmediatamente después de su incorporación a la circulación, las principal 

proteína encargada de su transporte es la globulina fijadora de tiroxina (TBG), 

aunque también pueden unirse en menor medida a la prealbúmina o a la 

albúmina. La naturaleza lipofílica de la T3 y la T4 hace que estas puedan difundir 

a través de la membrana plasmática de las células cuando se encuentran en su 

forma libre, a pesar de ello existen distintos receptores de membrana que facilitan 

la acumulación de estas hormonas mediante un proceso de transporte activo 

hacía el interior celular. 

Una vez las hormonas tiroideas han sido captadas, la mayor parte de la tiroxina 

pierde un átomo de yodo para pasar a triyodotironina en un proceso que está 

regulado por un grupo de enzimas llamadas desyodasas, y de las que existen hasta 

tres isoformas diferentes. Esta vía de catabolismo periférico es responsable del 

80-85% de la producción de T3, mientras que tan solo el 10-15% se produce por 

Figura 2. Representación del eje hipotálamo-
hipofisario-tiroideo. 
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síntesis directa en el tiroides. Para ejercer su función las hormonas tiroideas se 

unen a los receptores de hormonas tiroideas (TRs), que pertenecen a una familia 

de factores de transcripción dependientes de ligando. Existen distintas isoformas 

de estos receptores, sin embargo, la T3 es capaz de unirse a cada uno de ellos, y 

en todos los casos con una afinidad 50 veces superior a la observada para la T4, 

por ello se la considera la forma hormonalmente activa. Una vez formados los 

complejos hormona-receptor, estos se unen a secuencias específicas del ADN 

promoviendo su transcripción, y actuando sobre distintos procesos fisiológicos. 

Las principales consecuencias de la acción de las hormonas tiroideas son las 

siguientes: 

 

• Aumento del metabolismo basal mediante el incremento del número y 

actividad de las mitocondrias. 

• Aumenta el metabolismo de los hidratos de carbono al favorecer la 

captación de glucosa en el tubo digestivo, la glucólisis y al gluconeogénesis. 

• Aumenta el metabolismo de los lípidos al inducir la movilización de las 

reservas del tejido adiposo. 

• Aumento de la termogénesis al favorecer la acción de la termogenina en el 

tejido adiposo marrón. 

• Aumento el flujo sanguíneo y el gasto cardíaco. 

• Aumento de la frecuencia respiratoria. 

• Participa en el desarrollo del SNC durante la vida intrauterina y comienzo 

de la lactancia. 

• Presenta diversos efectos sobre el sistema nervioso adulto al aumentar la 

vigilia y la alerta, la respuesta a diversos estímulos, y puede como 

modificar la sensación de hambre, la memoria o la capacidad de 

aprendizaje.  

 

2. Enfermedades autoinmunes del tiroides 
 

Dentro del conjunto de patologías que pueden afectar a la glándula tiroidea, uno 

de los principales grupos es el de las enfermedades autoinmunes del tiroides 

(AITD). Aunque las AITD incluyen diversas patologías claramente diferencias, 

como la tiroiditis posparto o la tiroiditis inducida por fármacos, las formas 
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principales y con mayor incidencia son la enfermedad de Graves (EG) y la 

tiroiditis de Hashimoto (TH). 

Las AITD son el grupo de enfermedades autoinmunes más comunes en el ser 

humano, con una prevalencia de entre el 2% y el 5% de la población total que 

varía considerablemente en función de la zona geográfica. Del conjunto de las 

AITD, la TH es la entidad más común, con una incidencia hasta 5 veces superior 

a la EG. Adicionalmente, como en la mayor parte de las enfermedades 

autoinmunes, las mujeres tienen un riesgo 5-10 superior al de los hombres de 

sufrir cualquier tipo de AITD (1–3).  

 

2.1. Tiroiditis de Hashimoto (TH) 
 

También conocida como tiroiditis linfocítica crónica, es la forma más común de 

hipotiroidismo en países desarrollados, siendo además la primera enfermedad 

autoinmune órgano-específica identificada. Fue nombrada en reconocimiento al 

Dr. Hakaru Hashimoto, quien en 1912 fue primero describió sus síntomas 

característicos y los asoció a la presencia de grandes infiltrados linfocíticos en el 

tiroides.  

Durante el curso de la enfermedad se produce un infiltrado linfocítico progresivo 

compuesto principalmente por linfocitos T, aunque con el tiempo se puede llegar 

a inducir la formación de tejido linfoide terciario con presencia de centros 

germinales y abundantes linfocitos B. Este infiltrado compuesto 

mayoritariamente por células autorreactivas es el responsable de la destrucción 

del tejido tiroideo y la inflamación crónica de la glándula, que a su vez puede 

inducir el desarrollo de fibrosis. Aunque inicialmente este proceso no produce 

síntomas, con el tiempo el tiroides puede aumentar de tamaño dando lugar a la 

aparición de bocio, y la destrucción del parénquima normal puede tener como 

consecuencia un déficit en la producción de hormonas tiroideas, lo que 

condiciona la aparición del hipotiroidismo. En algunos casos la enfermedad 

puede manifestarse en su etapa inicial con síntomas típicos de hipertiroidismo, 

este fenómeno estaría producido por el rápido aumento de la liberación de 

hormonas tiroideas a la circulación como consecuencia de la destrucción del 

tejido tiroideo, aunque esta fase es transitoria y evoluciona hacía el 

hipotiroidismo cuando la suficiente cantidad de parénquima endocrino ha sido 

destruido. 

Esta patología se caracteriza por la presencia de autoanticuerpos frente a 

distintos proteínas del tiroides, siendo los principales aquellos dirigidos contra la 
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tiroperoxidasa (anti-TPO), que se detectan en la mayor parte de los pacientes, 

aunque también pueden encontrarse autoanticuerpos contra la tiroglobulina 

(anti-TG) o autoanticuerpos con un efecto bloqueante del TSH-R, entre otros. A 

pesar de ello, el papel de estos autoanticuerpos en la destrucción de las CFTs no 

se conoce por completo, sin embargo, estos constituyen un marcador diagnóstico 

de la enfermedad, y sus niveles pueden correlacionarse con su actividad.  

Las consecuencias del hipotiroidismo pueden afectar a la mayoría de los órganos 

y sistemas, por lo que sus síntomas son altamente inespecíficos, siendo bastante 

común la sensación de fatiga o de letargia, el estreñimiento, la intolerancia al frío, 

o la aparición de cuadros depresivos. Los casos más extremos pueden dar lugar a 

la aparición de mixedema, condición que se caracterizada por la acumulación de 

ácido hialurónico y sulfato de condroitina en los espacios intersticiales, lo cual 

aumenta la retención de líquido en estos compartimentos y da lugar a la aparición 

de un edema sin fóvea. 

El tratamiento en la mayor parte de los casos es la sustitución hormonal mediante 

levotiroxina. Un pequeño porcentaje de pacientes puede requerir un tratamiento 

quirúrgico mediante una tiroidectomía parcial o total cuando el desarrollo de 

bocio condiciona la respiración o la deglución. 

 

2.2. Enfermedad de Graves (EG) 
 

En países en los que no existe un déficit de yodo en la dieta, la enfermedad de 

Graves es la causa de hipertiroidismo más común entre la población adulta, con 

una incidencia de 20 a 50 casos por cada 100.000 personas al año y una 

prevalencia que varía entre el 0,5% y el 2% de la población. Debe su nombre al 

Dr. Robert James Graves, quien en 1835 publicó un artículo describiendo una 

serie de cuatro pacientes que presentaban taquicardia asociada a la presencia de 

bocio. En ocasiones esta entidad puede denominarse enfermedad de Graves-

Basedow como reconocimiento al Dr. Carl Adolph Basedow, que estableció la 

relación entre esta patología y la aparición de exoftalmos en algunos de los 

pacientes afectados por ella.  

Las manifestaciones de la EG dependen en gran medida de la edad del paciente 

en el momento de inicio de la enfermedad, y del tiempo transcurrido desde el 

comienzo de esta. Los síntomas y signos clínicos se deben principalmente al 

hipertiroidismo, y un pequeño número de ellos al propio proceso autoinmune 

(Tabla 1). Suelen presentarse de manera progresiva, siendo los más frecuentes 

la pérdida de peso, cansancio, intolerancia al calor, temblores, o palpitaciones. 
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Tabla 1. Síntomas y signos clínicos asociados a la enfermedad de Graves. 

Mientras que las manifestaciones cardiacas secundarias al hipertiroidismo, como 

la fibrilación atrial o la insuficiencia cardíaca congestiva, son más comunes en 

pacientes mayores de 60 años, estas son raras en pacientes jóvenes. Por otro lado, 

el desarrollo de un bocio palpable se observa en la mayor parte de los pacientes 

menores de 60 años, pero solo un 50% de las personas por encima de esta edad 

llegará a presentarlo durante el transcurso de la enfermedad (4). 

 

 

 

 

La EG es una enfermedad de origen autoinmune que presumiblemente comienza 

como consecuencia del reconocimiento de antígenos propios del tiroides por 

parte de linfocitos T autorreactivos. Estas células T interactuarán con linfocitos B 

autorreactivos induciendo una respuesta humoral, que se caracteriza por la 

producción de autoanticuerpos frente a distintos antígenos tiroideos. Este 

proceso es especialmente importante en la EG, ya que el hipertiroidismo asociado 

Síntomas 

 Pérdida de peso 
 Palpitaciones 
 Disnea 
 Temblores 
 Fatiga y debilidad muscular 
 Intolerancia al calor e incremento de la sudoración 
 Ansiedad, insomnio y alteraciones del comportamiento 
 Prurito 
 Polidipsia y poliuria 
 Oligomenorrea o amenorrea 
 Síntomas oculares: dolor, hinchazón, diplopia 
  
Signos clínicos asociados al hipertiroidismo 

 Taquicardia 
 Hipertensión arterial 
 Fallo cardíaco 
 Pérdida de peso 
 Temblores 
 Hipertermia 
 Eritema palmar 
 Debilidad Muscular 
 Caída del pelo 
 Bocio difuso palpable 
 Alteraciones del comportamiento 
  
Signos clínicos extratiroidales 

 Oftalmopatía: exoftalmos, diplopía, edema periorbital, neuropatía ótpica 
 Demopatía localizada: mixedema pretibial 
 Acropatía 
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a esta patología es producido por el efecto de autoanticuerpos estimulantes 

contra el receptor de la TSH (TSAb), patognomónicos de la enfermedad. Estos 

autoanticuerpos se unen al receptor de la TSH emulando el efecto de esta 

hormona, y estimulan a las CFTs induciendo la síntesis de hormonas tiroideas. 

Actúan mediante un mecanismo de señalización que es independiente del eje de 

regulación hipotálamo-hipofisario, lo que tiene como consecuencia el desarrollo 

del hipertiroidismo que caracteriza a esta enfermedad. Los pacientes con EG 

también presentan autoanticuerpos frente a otras proteínas expresadas en el 

tiroides, siendo los más comunes los dirigidos contra la tiroglobulina y la 

tiroperoxidasa, aunque como en el caso de la TH no se ha demostrado que 

intervengan de forma directa en la patogenia de la enfermedad.  

Es probable que las propias CFTs participen en el desarrollo o el mantenimiento 

de la enfermedad ya que se ha demostrado que estas células son capacidad de 

liberar distintas quimiocinas y citocinas que podrían favorecer el reclutamiento y 

la actividad de células del sistema inmune (5–7). Así mismo en pacientes con EG 

estas células expresan en su superficie moléculas HLA de clase II, cuya expresión 

podía inducirse in vitro mediante la estimulación con IFN-γ en CFTs de pacientes 

con EG o tejido control obtenido de bocios multinodulares (8,9), y aunque se ha 

demostrado que bajo estas condiciones son capaces de coexpresar CD40, no se 

ha conseguido demostrar su papel en la presentación antigénica a células T (10). 

Un estudio transcriptómico posterior de glándulas tiroideas de pacientes con EG 

demostró la presencia de una firma de genes relacionados con la señalización con 

IFN-γ, lo que explicaría la expresión in vivo de estas moléculas en los CFTs de 

estos pacientes (11). 

Histológicamente, y al igual que en la TH, el tiroides de pacientes con EG se 

caracteriza por la infiltración de la glándula por células del sistema inmune. 

Aunque en el caso de la EG la tiroiditis es generalmente de carácter difuso, según 

avanza el curso de la enfermedad también es habitual la presencia de tejido 

linfoide terciario y de centros germinales con abundancia de linfocitos B. Entre 

sus efectos los TSAb estimulan la proliferación de las CFTs, esto tiene como 

consecuencia un incremento de la celularidad del parénquima del tiroides y un 

aumento del tamaño de la glándula. Unido a la inducción de procesos de 

hiperplasia e hipertrofia de estas células, a nivel histológico los folículos pierden 

su estructura habitual, su epitelio pasa de tener una morfología plana o cúbica a 

una cilíndrica que está acompañada de un aumento del tamaño de las CFTs. Este 

proceso produce la aparición de invaginaciones del epitelio hacía el interior de los 

folículos y la disminución del espacio ocupado por la luz de los mismo. 
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El diagnóstico de la EG se basa en los síntomas clínicos y en alteraciones de las 

pruebas bioquímicas. A nivel analítico el hipertiroidismo se caracteriza por un 

aumento de los niveles séricos de T3 y T4 y la disminución de los niveles de TSH. 

La anticuerpos estimulantes del receptor de la TSH, patognomónicos de la 

enfermedad, se detectan en hasta el 98% de los pacientes afectados por esta 

patología. La presencia de oftalmopatía o de mixedema pretibial contribuirán a 

confirmar el diagnóstico de EG, por el contrario, en aquellos casos que no 

presenten estos signos clínicos una gammagrafía de la glándula permitirá 

diferenciar la EG de otras patologías del tiroides. 

El tratamiento de primera línea es generalmente farmacológico mediante el uso 

de medicamentos antitiroideos, estos fármacos inhiben la síntesis, la liberación o 

la conversión periférica de las hormonas tiroideas. La terapia farmacológica tiene 

una baja tasa de remisión a largo plazo, por ello muchos pacientes con EG 

recurrente son sometidos a terapias más agresivas. Una de las opciones es la 

ablación de la glándula mediante la exposición a radioyodo, esta terapia reduce 

la actividad del tiroides y disminuye el hipertiroidismo y la recurrencia de este, 

sin embargo, se relaciona con la aparición o el empeoramiento de la oftalmopatía 

(12). La tiroidectomía totalizadora es otra alternativa para aquellos pacientes que 

no desean realizar un tratamiento mediante radioyodo, el riesgo de recurrencia 

tras este procedimiento es muy bajo y es proporcional a la cantidad de tejido 

residual tras la intervención. En la mayor parte de los pacientes sometidos a la 

ablación mediante radioyodo o al tratamiento quirúrgico se produce un 

hipotiroidismo secundario que requiere tratamiento sustitutivo, de forma 

análoga al recibido por pacientes con TH. 

 

Se ha de considerar que, aunque la detección en suero de autoanticuerpos contra 

antígenos del tiroides, y la presencia de infiltrados linfoides en esta glándula son 

características altamente específicas de las AITD, estas pueden darse en un 

porcentaje variable de individuos eutiroideos. La presencia de infiltrados en el 

tiroides en ausencia de clínica asociada, denominada tiroiditis focal, es un 

fenómeno común en la población. Gracias al estudio histológico de tiroides en 

cadáveres se sabe que la incidencia de la tiroiditis focal aumenta con la edad, 

siendo rara en personas menores de veinte años pero llegando a presentarse en 

más del 15-20% de la población mayor de 60 años (13,14).  
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TOLERANCIA Y AUTOINMUNIDAD 

 

El sistema inmune está compuesto por distintos tipos celulares, órganos y tejidos 

distribuidos por el cuerpo humano, y cuya función principal es la de protegernos 

frente a agentes infecciosos, aunque algunos de sus componentes participan 

además en otros procesos fisiológicos.  

Como consecuencia del elevado número de microorganismos que pueden actuar 

como patógenos, y la alta capacidad de mutación y adaptación que estos poseen, 

el sistema inmune de los vertebrados ha evolucionado a lo largo del tiempo hasta 

obtener la capacidad de generar en cada individuo un repertorio extremadamente 

amplio de receptores específicos frente a antígenos. Estos receptores son el BCR 

en los linfocitos B, que a su vez da lugar a las inmunoglobulinas en su forma 

soluble cuando es secretado por las células plasmáticas, y el TCR en los linfocitos 

T. La enorme variabilidad en la especificidad de estos receptores se consigue 

mediante procesos de recombinación de segmentos génicos, generando en cada 

clon de linfocitos T y B una secuencia codificante única para su receptor de 

membrana. Además, los genes que codifican para el BCR, y que previamente 

fueron generados por recombinación en la médula ósea, pueden sufrir un proceso 

de hipermutación somática que tiene lugar en los centros germinales durante la 

respuesta inmune, y que contribuye a aumentar su afinidad frete a los antígenos. 

La aleatoriedad inherente a estos procesos hace que sea inevitable la aparición de 

receptores TCR y BCR autorreactivos que, bajo las condiciones adecuadas, son 

capaces de reconocer estructuras moleculares propias como ajenas, produciendo 

respuestas autoinmunes y el consecuente daño tisular asociado. Para eliminar, o 

reducir, la aparición y la funcionalidad de aquellas clonas que por su especificidad 

puedan ejercer un efecto pernicioso sobre el huésped, el sistema inmune posee 

distintos mecanismos de regulación que se engloban dentro del concepto de 

tolerancia inmunológica.  

La tolerancia se define como la falta de respuesta del sistema inmune frente a un 

antígeno inducida por la exposición previa a este. Los mecanismos que dan lugar 

a ella pueden clasificarse en la tolerancia central y la tolerancia periférica en base 

a la localización anatómica donde se producen, y las fases madurativas de los 

linfocitos sobre las cuales actúan. La tolerancia central tiene lugar en la médula 

ósea y el timo, y su objetivo es la eliminación las clonas autorreactivas de 

linfocitos B y T, respectivamente. Esta eliminación se lleva a cabo durante las 

etapas iniciales de su desarrollo, en las cuales se producen los principales 

fenómenos de reordenamiento genético que dan lugar a la generación de sus 

receptores específicos de antígeno. Sin embargo, los mecanismos implicados en 
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la tolerancia central no son totalmente efectivos, y en condiciones normales una 

pequeña proporción de células autorreactivas frente a distintos antígenos propios 

logran completar su maduración y salir de los órganos linfoides primarios (15). 

La tolerancia periférica tiene lugar en los órganos linfoides secundarios y en los 

tejidos periféricos, y su objetivo principal es evitar la activación de las células 

maduras autorreactivas que hayan sido capaces de abandonar los órganos 

linfoides primarios. Los principales procesos que componen la tolerancia 

periférica son la ignorancia inmunológica, la limitación en las interacciones T-B, 

y los mecanismos antígeno específicos.  

 

1. Tolerancia central 
 

La tolerancia central actúa eliminando la mayor parte de las células 

autorreactivas B y T durante las etapas iniciales de su maduración. El mecanismo 

principal implicado es la eliminación clonal, concepto que enunció Frank M. 

Burnet en 1957 en su hipótesis de la selección clonal. A pesar de que el objetivo 

de la eliminación clonal en linfocitos B y T es el mismo, los procesos que se 

desarrollan para conseguirlo en médula ósea y timo, respectivamente, difieren 

entre sí. 

 

1.1. Tolerancia central B 
 
Los precursores de los linfocitos B se generan en médula ósea a partir de células 

madre hematopoyéticas (HSCs), y continúan su maduración en este órgano. 

Durante su desarrollo comienzan los procesos de reordenamiento genético que 

darán lugar a la expresión de un receptor B (BCR) único en cada una de estas 

células. Es en la fase madurativa de célula pre-B, en la cual los linfocitos expresan 

en superficie un primer BCR del isotipo IgM completamente funcional. En este 

momento las interacciones de alta afinidad del BCR con antígenos propios 

producen un cascada de señalización que lleva a dos posibles desenlaces, la 

muerte por apoptosis de la célula autorreactiva, o el inicio de un mecanismo de 

rescate denominado edición del receptor, que consiste en la generación de un 

nuevo receptor B mediante la recombinación de una cadena ligera alternativa. En 

el caso de producirse la edición del receptor, una vez finalizado el nuevo 

reordenamiento, esta célula pre-B interacciona de nuevo con antígenos propios, 

continuando su desarrollo en caso de haber perdido su autorreactividad (16). 

Durante esta fase de desarrollo hasta un 70% de las células pre-B pueden llegar a 

reconocer antígenos propios. Aunque este porcentaje desciende tras los procesos 
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de selección negativa y edición del receptor de las clonas autorreactivas, estudios 

en humanos demostraron que hasta un 40% de los linfocitos B que emigran de 

médula ósea poseen la capacidad de reconocer auto-antígenos, aunque el 

porcentaje de células autorreactivas se reduce nuevamente tras su paso a células 

B naïve maduras (17). 

 

1.2. Tolerancia central T 
 

Los timocitos, precursores de los linfocitos T, se generan en adultos en médula 

ósea, pero abandonan esta y se dirigen al timo para continuar allí su maduración 

(18). Estos migran a la zona cortical del timo, donde comienzan a dividirse dando 

lugar a un gran número de células inmaduras con un fenotipo CD3-CD4-CD8-

TCR-, denominadas timocitos doble negativos (DN). Los timocitos DN sufren el 

reordenamiento de las cadenas codificantes del TCR en un proceso dependiente 

de las recombinasas RAG1 y RAG2, y expresan por primera un TCR funcional al 

mismo tiempo que coexpresan los correceptores del TCR CD4 y CD8, 

denominándose a partir de este momento timocitos doble positivos (DP). En este 

punto, los timocitos DP son sometidos a un proceso de selección positiva 

dependiente, principalmente, de su interacción con células epiteliales tímicas 

corticales (cTEC) a través de la presentación de antígenos propios mediante 

moléculas de HLA. Los timocitos que no sean capaces de reconocer el complejo 

péptido-HLA, o que lo reconozcan con muy baja afinidad, morirán por un 

mecanismo de ignorancia (death by neglect), proceso mediante el cual son 

eliminados el 80-90% de los timocitos producidos en el timo. Por otro lado, 

aquellos capaces de reconocer los complejos péptido-HLA con afinidad media 

continuarán el proceso madurativo, continuando su migración a la médula tímica 

al mismo tiempo que se diferencian en timocitos positivos simples (SP), CD4+ en 

el caso de aquellos capaces de reconocer adecuadamente péptidos unidos a 

moléculas HLA de clase II, o CD8+ si estos interaccionan a través de moléculas 

HLA de clase I.  

En la médula tímica los timocitos SP son sometidos a un proceso de selección 

negativa o eliminación clonal, mediado principalmente por la interacción con las 

células epiteliales tímicas medulares (mTEC). El objetivo es la eliminación de los 

clones autorreactivos capaces de reconocer péptidos propios presentados a través 

de moléculas de HLA. Para ello las mTEC son capaces de expresar un gran 

número de antígenos inicialmente restringidos a otros tejidos periféricos en un 

proceso denominado expresión génica promiscua, y cuyos principales 

reguladores son los factores de transcripción AIRE (autoimmune regulator) y 
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FezF2. La mayoría de los timocitos SP capaces de reconocer péptidos propios 

presentados por las mTECs sufren un proceso de apoptosis, que tiene como 

consecuencia la eliminación de la mayor parte de las clonal autorreactivas. A 

pesar de ello, un pequeño número de timocitos con afinidad media-alta por los 

complejos péptido-HLA propios recibirán las señales necesarias para su 

diferenciación en células T reguladoras naturales (nTreg), que participan en el 

mantenimiento de la tolerancia periférica (19). 

Es precisamente la capacidad de las mTECs de presentar múltiples péptidos 

restringidos a otros tejidos periféricos, lo que hace de la selección negativa tímica 

un proceso mucho más efectivo y exhaustivo que la deleción clonal de linfocitos 

B en la médulas ósea.  

 

2. Tolerancia periférica 
 

Los mecanismos de tolerancia central ya comentados limitan enormemente la 

salida a periferia de linfocitos B y T autorreactivos de alta afinidad desde los 

órganos linfoides primarios. Sin embargo, estos mecanismos no tienen una 

efectividad total, lo que permite en condiciones normales la presencia de células 

circulantes autorreactivas de baja afinidad. Estas células, bajo las condiciones 

adecuadas, pueden llegar a activarse de forma antígeno-específica, dando lugar a 

la aparición en última instancia de un amplio abanico de enfermedades 

autoinmunes. La tolerancia periférica está compuesta por diversos mecanismos 

que actúan en distintas etapas de la vida de las células del sistema inmune 

(Figura 3), y que están orientados al control de las clonas de linfocitos 

circulantes con capacidad para reconocer antígenos propios (20,21).  

Figura 3. Esquema temporal que ilustra la 
acción de los distintos mecanismos de 
tolerancia periférica y las etapas del 
desarrollo de las células T sobre las cuales 
actúan preferentemente.  
Figura adaptada de ElTanbouly, M. A., & Noelle, 
R. J. (2020). Rethinking peripheral T cell 
tolerance: checkpoints across a T cell’s journey. 
Nature Reviews. Immunology.  



 
 

INTRODUCCIÓN 

15 
 

2.1. Ignorancia inmunológica 
 

Este mecanismo está basado en la separación física entre los potenciales 

autoantígenos restringidos a tejidos periféricos y las células T naïve emergentes 

del timo. En condiciones normales, las células naïve circulan desde la sangre a los 

ganglios linfáticos, de los cuales salen a través de vasos linfáticos aferentes, 

pasando de nuevo a la sangre, en un proceso que las excluye de los tejidos 

periféricos no linfoides. Este fenómeno es consecuencia de la expresión, entre 

otras moléculas, de CCR7 y CD62L en la superficie de las células naïve que 

emigran del timo. Estas moléculas median la entrada de las células T en los 

ganglios linfáticos a través de las vénulas del endotelio alto, que contienen un 

epitelio especializado que favorece la extravasación de los linfocitos mediante la 

producción de la quimiocina CCL21, ligando del receptor CCR7, y la expresión en 

superficie de carbohidratos reconocidos por la molécula de adhesión CD62L 

(22,23). Una vez en el ganglio linfático, las células T naïve interactuarán con 

células presentadoras de antígeno (APC). Los linfocitos T que no reconozcan 

ningún antígeno y que no reciban señales de activación serán guiadas hacía las 

zonas de salida del ganglio siguiendo un gradiente creciente de esfingosina-1-P 

en un proceso mediado por la expresión en su superficie del receptor 1 de la 

esfingosina-1-P (S1PR1) (24), incorporándose de nuevo a la circulación y 

repitiendo el proceso. El perfil de expresión de moléculas de adhesión y de 

receptores de quimiocinas define el patrón de circulación de los linfocitos T naïve, 

y reduce las posibilidades de que linfocitos autorreactivos que hayan superado los 

mecanismos de tolerancia central entren en contacto con antígenos restringidos 

a tejidos periféricos. 

El fenómeno de ignorancia inmunológica tiene una especial relevancia en los 

llamados tejidos inmunoprivilegiados. El privilegio inmune es una adaptación 

cuyo objetivo es restringir los procesos inflamatorios para reducir el daño tisular 

asociado, lo que adquiere una especial importancia en tejidos con una capacidad 

regenerativa reducida. Aunque muchas partes del cuerpo presentan grados 

variables de privilegio inmune, los tejidos que clásicamente asociados a esta 

cualidad, y que más se benefician de ella son el ojo, el sistema nervioso central, y 

el útero durante el embarazo. Mediante una circulación linfática reducida, y una 

expresión aumentada de distintas proteínas de superficie y solubles con 

capacidad proapoptótica y antinflamatoria, como FasL, TRAIL o TGF-β, estos 

tejidos logran reducir la capacidad del sistema inmune para generar una 

respuesta inflamatoria local (25).  
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Otro aspecto que contribuye a la ignorancia inmunológica es la quiescencia, 

característica inherente a las células T naïve maduras cuyo objetivo es mantener 

en estas una baja tasa metabólica,  atenuar las respuestas a señales tónicas y 

disminuir su umbral de activación.  

Diversos estudios en ratones han logrado identificar y caracterizar muchas de las 

moléculas y mecanismos de señalización implicados en el establecimiento y 

mantenimiento del estado de quiescencia de las células T naïve. Así, tras su salida 

a periferia las células T recientes emigrantes tímicas (RTE) muestran una menor 

cantidad de mitocondrias y una disminución del área citoplasmática ocupado por 

estas comparadas con los timocitos SP maduros, como consecuencia, las RTE 

presentan además una reducción en el metabolismo oxidativo de las 

mitocondrias medido por la producción de especies reactivas del oxígeno en estas 

(mROS). Esta reducción del número y de la actividad mitocondrial en RTE es 

producido por un aumento de los niveles de autofagia, un proceso cuyo aumento 

es dependiente de la salida a periferia desde el timo de las RTE, y que es regulado 

en parte por una reducción de la señalización por mTOR1 y la activación de MAPK 

como JNK, ERK o ASK1 (26).  

Las proteínas TGFβ1 y Tob1 se han identificado también como mediadores del 

estado de quiescencia en células T naïve, en las que actúan alterando la capacidad 

de activación. Ambas moléculas actúan a través de vías señalización dependientes 

de SMAD, que tiene como consecuencia un aumento en el umbral de activación, 

la inhibición de la proliferación dependiente de estimulación, y una reducción en 

la producción de citocinas como la IL-2, el IFN-γ, o la IL-4 (27,28). La activación 

de las células T naïve mediante estímulos TCR potentes acompañados de 

adecuadas señales de coestimulación tiene como consecuencia la reducción de la 

expresión en el receptor de TGFβ1, Tβ1R, y de la expresión de Tob1, favoreciendo 

la salida del estado de quiescencia mantenido por su efecto. 

El factor transcripción KLF2 ha sido identificado en ratones como otro marcador 

de quiescencia en células T. Esta proteína actúa a varios niveles, por un lado 

suprime la proliferación celular al inhibir la síntesis de DNA, bloqueando la fase 

S del ciclo celular (29), pero también regula la salida de timocitos a periferia 

mediante la regulación transcripcional de CD62L y S1PR1 (30). 

Alteraciones en la expresión de moléculas implicadas en el mantenimiento de la 

quiescencia como Tβ1R, Tob1 o KLF2 dan lugar en ratones al aumento de las 

células T efectoras y de memoria y a su activación, favoreciendo además el 

desarrollo de diversas enfermedades autoinmunes.  

El estudio de la quiescencia de los linfocitos T en humanos esta menos 

desarrollado, a pesar de ello, varios factores que actúan como reguladores de este 
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proceso en ratones, como KLF2 o Tob1, se ha demostrado que se expresan en 

células T periféricas en humanos, y que su expresión disminuye tras su activación 

(31). Este hecho sugiere que algunos de los mecanismos encargados del 

mantenimiento de la quiescencia en células T naïve murinas se hayan conservado 

en humanos. 

 

2.2. Mecanismos antígeno específicos 
 

El estado de quiescencia característico de las células T naïve y la limitación de la 

circulación de estas células por los tejidos periféricos que contribuye al fenómeno 

de la ignorancia inmunológica, son mecanismos inespecíficos que no dependen 

de la interacción del TCR de los linfocitos implicados. Existen sin embargo otros 

mecanismos de tolerancia periférica que son capaces de inhibir de forma antígeno 

específica a las clonas autorreactivas, y que dependen de la señalización a través 

del TCR. 

La activación de las células T requiere no solo la presentación de un antígeno a 

través de una molécula adecuada de HLA, sino que esta señal debe de ir 

acompañada de una serie de estímulos adicionales para que dé lugar a una 

respuesta productiva. Tanto la intensidad de la estimulación vía TCR como el tipo 

de señales accesorias necesarias dependerán a su vez del estado madurativo y 

funcional de la célula T diana, siendo estos requerimientos distintos, por ejemplo, 

en el caso de células naïve o efectoras.  

La ausencia o variación de cualquiera de estas señales puede dar como resultado 

la inducción de distintos mecanismos de tolerancia periférica. 

 

2.2.1. Interacción con células presentadoras de antígeno tolerogénicas 
 

Las principales APC encargadas de la presentación de antígenos a las células T 

naïve son las células dendríticas (DC). Estas células circulan por los tejidos 

periféricos captando antígenos solubles o cuerpos apoptóticos y necróticos 

mediante procesos de macropinocitosis o fagocitosis, respectivamente. Las 

células dendríticas procesan estos antígenos y, en su paso por los órganos 

linfoides secundarios, presentan estos en superficie mediante moléculas HLA de 

clase I o de clase II, pudiendo activar así de forma antígeno específica a células T 

CD4 o CD8.  

Si bien este mecanismo de procesamiento y presentación antigénica es 

constitutivo en las DC y se produce de forma continua sin necesidad de ser 



 
 

INTRODUCCIÓN 

18 
 

inducido, en su estado basal estas carecen de la expresión de moléculas 

coestimuladoras necesarias para producir una respuesta efectiva por parte de los 

linfocitos T. Es necesario que el proceso de presentación antigénica se acompañe 

de la presencia de indicadores de infección (pathogen-associated molecular 

patterns, PAMPs)  o daño tisular (damage-associated molecular patterns, 

DAMPs) que puedan unirse a sus respectivos receptores de reconocimiento de 

patrones (pattern recognition receptors, PRRs), lo cual desencadenará la 

maduración de las DC promoviendo la expresión de moléculas coestimuladoras, 

la secreción de citocinas proinflamatorias, y aumentará la migración a órganos 

linfoides secundarios, todo ello necesario para la correcta estimulación de células 

T de forma antígeno específica. 

En ausencia de situaciones potencialmente patogénicas el procesamiento 

continuo por parte de las DC quedará limitado casi por completo a antígenos 

propios, por lo que las células T que sean capaces de reconocerlos cuando estos 

sean presentados a través de moléculas HLA serán, en la mayor parte de los casos, 

células autorreactivas. En estas situaciones se ha demostrado mediante diversos 

modelos animales que la presentación de antígenos por parte de DC inmaduras 

puede tener un efecto tolerogénico. Estas DC inmaduras son capaces de activar 

las células T de manera transitoria e incompleta,  lo que se caracteriza por una 

inducción inicial de la proliferación que es rápidamente autolimitada, y una 

secreción deficiente de citocinas proinflamatorias. Además, a diferencia de la 

presentación antígeno específica llevada a cabo por DC maduras, las presentación 

mediada por DC tolerogénicas induce en las células T la incapacidad de responder 

de nuevo tras una reestimulación con el mismo antígeno (32,33).  

La activación de linfocitos T mediada por DC tolerogénicas puede producir sobre 

los primeros tres posibles desenlaces: inducción de un estado anérgico, deleción 

clonal de las células estimuladas, o la diferenciación de estas a células T 

reguladoras inducibles (iTreg). A pesar de que las posibles consecuencias directas 

sobre las células implicadas son muy distintas, el fin último de todos ellos es el 

mantenimiento de la tolerancia periférica. 

 

2.2.1.1. Anergia 
 

El estado de anergia de las células T se define como el resultado directo de una 

activación antígeno específica en ausencia de señales adecuadas de 

coestimulación, lo que tiene como consecuencia en última instancia la pérdida de 

la capacidad de respuesta frente a una reestimulación. Durante los momentos 

iniciales de la estimulación tolerogénica la célula T sufre cambios propios de una 
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activación antígeno específica, como el aumento de expresión del receptor de la 

IL-2 o el aumento intracelular celular de calcio. Como ya comentamos 

anteriormente, a pesar de ello estas células se caracterizan por una producción 

deficiente de distintas citocinas, especialmente de IL-2, necesaria para el 

mantenimiento de la proliferación de los linfocitos y su diferenciación tras la 

estimulación. Este fenómeno parece ser dependiente de una transactivación 

inadecuada del factor de transcripción AP-1, que podría producirse como 

consecuencia de una señalización defectuosa de las vías JNK y ERK (34). La falta 

de respuesta causada por el estado de anergia puede ser mantenido en el tiempo, 

aunque la ausencia del antígeno desencadenante durante un período de tiempo 

suficiente, o la reestimulación bajo ciertas condiciones, como en presencia de 

cantidades adecuadas de IL-2, pueden favorecer la recuperación de la 

funcionalidad de estas células (35,36).  

 

2.2.1.2. Deleción clonal 
 

La muerte celular es otra de las posibles consecuencias que pueden sufrir las 

células T naïve como resultado de una estimulación deficiente en señales 

coestimuladoras adecuadas. La deleción clonal y la inducción de la anergia no son 

mecanismos mutuamente excluyentes, y normalmente ambos ocurren de forma 

simultánea sobre una población de células T sometidas al mismo estímulo 

tolerogénico. Una vez las células son activadas de forma antígeno específica, estas 

comienzan un proceso de proliferación autolimitado, tras un breve período de 

tiempo una pequeña proporción de las células inicialmente estimuladas entrarán 

en un estado anérgico, mientras que la mayoría de ellas sufrirán un proceso de 

deleción clonal que contribuirá a la contracción de la respuesta celular T inicial. 

Aún se desconocen las condiciones exactas que determinarán que células 

iniciarán un proceso de muerte celular o cuales entrarán en un estado de anergia, 

sin embargo, uno de los factores implicados en la inducción de la muerte celular 

podría ser la señalización en las células T a través del receptor de membrana 

VISTA (V-type immunoglobulin domain-containing suppressoy of T-cell 

activation). Esta molécula pertenece al grupo de los negative checkopoint 

regualators (NCRs), receptores que participan en la inhibición de las respuestas 

T. Mientras que el resto de las moléculas pertenecientes a este grupo se expresan 

principalmente en linfocitos T activados, VISTA se caracterizada por su expresión 

en las células T naïve. Modelos murinos deficientes para la expresión de VISTA 

mostraron un aumento basal del porcentaje de células T CD4 con fenotipo de 

efector y de memoria, además de un aumento de la proliferación en respuesta a 
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la estimulación antígeno específica o mediada por anticuerpo anti-CD3, lo que 

sugiere que esta molécula tiene un papel importante en el mantenimiento de la 

quiescencia que caracteriza a las células T naïve. Sin embargo, un trabajo reciente 

estudió la posible implicación de esta molécula en la susceptibilidad en linfocitos 

T a la muerte celular inducida por estímulos tolerogénicos. Células CD4 

generadas en ratones wild type y en ratones VISTA-/- fueron transferidas en 

proporción 1:1 a ratones Rag-/-, a los que más tarde se les administró anticuerpo 

estimulante anti-CD3, que en ausencia de coestimulación emula la señalización 

tolerogénica antígeno específica, o un anticuerpo monoclonal de control. En 

ausencia de estimulación el ratio de células VISTA-/- y wild type se mantuvo 

constante, sin embargo, tras la estimulación mediante anti-CD3 la mayor parte 

de las células CD4 recuperadas de estos animales eran VISTA-/-. Estos resultados 

sugieren que VISTA tiene un papel importante en la susceptibilidad a la muerte 

celular inducida por la estimulación vía TCR (37). 

 

2.2.1.3. Generación de células T reguladoras inducibles (iTreg) 
 

El concepto de las células T con capacidad inmunosupresora se conoce desde la 

década de 1970. Estas células, más tarde denominadas células T reguladoras 

(Treg), se describieron inicialmente como una subpoblación de células CD4 de 

origen tímico que se caracterizaban por su capacidad para suprimir respuestas 

autoinmunes (19,38,39), sobre las que se entrará en detalle más adelante. Sin 

embargo, estudios posteriores demostraron que se puede inducir en periferia la 

diferenciación de linfocitos T CD4 convencionales a células con capacidad 

inmunorreguladora (40), denominándose estas células T reguladoras inducibles 

(iTreg), para diferenciarlas aquellas originadas en el timo, y conocidas como 

células T reguladoras naturales (nTreg).  

Mediante estudios en modelos animales se demostró que la diferenciación a 

células iTreg es otra de las posibles respuestas de las células CD4 naïve a la 

estimulación en condiciones tolerogénicas. La administración por vía intravenosa 

de OVA, pero no de OVA junto a LPS como adyuvante, en ratones transgénicos 

DO.11.10/RAG2-/- produjo la aparición en periferia de una población de células 

CD4+CD25+ detectable durante las semanas posteriores a la estimulación. En 

cultivo, estas células CD4+CD25+ generadas mediante la administración 

tolerogénica de OVA tenían una capacidad reducida de producción de IL-2 en 

respuesta a la reexposición al antígeno, además de ser capaces de reducir la 

producción de IL-2 por parte de las células T convencionales en un proceso 

independiente de la especificidad de su TCR (41). Trabajos posteriores 
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demostraron que la presentación antigénica por DC inmaduras en un contexto 

tolerogénico puede inducir la generación de iTreg in vivo, las cuales se 

caracterizaban por expresar CD25, CTLA-4 y FoxP3, y ser capaces de inhibir en 

cultivo la proliferación de linfocitos T convencionales (42,43). 

 

2.2.2. Células T reguladoras (Treg) 
 

Las Treg fueron inicialmente identificadas como células T CD4+CD25+ (39,44), 

aunque más adelante se demostró que esta subpoblación celular se caracterizaba 

además por la expresión de FoxP3 (45,46), un factor de transcripción 

imprescindible para su desarrollo, ya que mutaciones que afectan a esta proteína 

producen en humanos el síndrome de Inmunodeficiencia, Poliendocrinopatía, 

Enteropatía ligado al X (IPEX), en el cual un desarrollo defectuoso de las células 

T reguladoras da lugar a una clínica compleja que incluye múltiples 

manifestaciones autoinmunes (47,48).  

Al contrario de las células iTreg cuyo desarrollo se explica más arriba, las células 

nTreg se originan en el timo. Estas células se originan a partir de los timocitos 

DP, aunque la mayor parte de las señales que favorecen su desarrollo como 

células Treg parecen darse principalmente durante su etapa como timocitos CD4 

SP, siendo seleccionadas  preferiblemente de entre aquellas células que presentan 

TCRs autorreactivos de alta afinidad (19,49). A pesar de las diferencias en su 

origen y mecanismos de desarrollo, tanto nTreg como iTreg poseen la capacidad 

de suprimir la activación de otros linfocitos a través de mecanismos comunes a 

ambas, y que se pueden agrupar en cuatro categorías: producción de citocinas 

antiinflamatorias, depleción de IL-2, supresión mediante citólisis, y supresión 

por modulación de la respuesta de DC. A pesar de que estos mecanismos actúan 

de forma parcialmente solapada, la deleción o alteración de uno solo de ellos suele 

afectar de manera significativa a la actividad de las Treg (50).  

El primero de los mecanismos de acción no dependiente de contacto es la 

producción de citocinas antiinflamatorias, las más comúnmente asociadas a la 

acción inmunosupresora de las Treg son la IL-10, el TGFβ y la IL-35. Aunque la 

relevancia de cada una de ellas se ha discutido ampliamente, y su importancia en 

el control de la respuesta inmune parece variar en función del contexto en el que 

estas se produzcan. Su capacidad inhibidora independiente de contacto directo 

parece no depender exclusivamente de la producción de citocinas, su alta 

expresión de CD25, el cual forma parte de los receptores de baja y alta afinidad 

de la IL-2, confiere a estas células una elevada capacidad para captar IL-2 que 

tiene como consecuencia una reducción de esta citocina en el medio. La 
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disminución de la disponibilidad de IL-2 en el medio que tiene como 

consecuencia parece favorecer la apoptosis de las células T convencionales. 

Mediante distintos cultivos se demostró que este proceso podría estar mediado 

por Bim, ya que células T convencionales deficientes para esta proteína eran 

resistentes a la muerte producida por la deprivación in vitro de IL-2 por células 

Treg (51). 

Adicionalmente, mediante experimentos in vitro se ha demostrado que las Treg 

humanas son capaces de producir mediante citotoxicidad la muerte de otras 

células del sistema inmune de forma contacto dependiente. Mediante el uso de 

inhibidores específicos se pudo confirmar que esta capacidad citolítica es en 

ambos casos dependiente del efecto de perforina expresada por las Treg, pero 

independiente de la señalización FasL-Fas. Sin embargo, el mecanismo exacto 

por el cual este proceso se hace lleva a cabo y las células diana del mismo parecen 

diferir entre las dos poblaciones principales de Treg. Tras su activación in vitro, 

las células iTreg expresan GranzB pero no GranzA, y son capaces de ejercer un 

efecto citotóxico sobre células T previamente activadas, monocitos, y 

especialmente sobre DC inmaduras diferenciadas ex vivo. En el caso de células 

nTreg, tras su activación estas expresaban GranzA pero no GranzB, y aunque al 

igual que las iTreg son capaces de producir in vitro la citólisis de células T 

convencionales activadas y de monocitos, el número de células necesarias para 

alcanzar el mismo porcentaje de muerte celular en las células diana es mucho 

menor (52). La interacción dependiente de contacto de las Treg puede producir 

además la modulación de la respuesta de las DC mediante mecanismos que no 

requieren su eliminación mediante un efecto citotóxico. Mediante el uso de 

células de ratón se ha demostrado in vitro que la estimulación mediada por 

CTLA-4 en la superficie de las Treg al unirse a CD80 y CD86 expresado en DC 

aumenta la expresión en estas últimas de IDO, enzima limitante en el catabolismo 

del triptófano, y cuya acción tiene un efecto supresor sobre otras células del 

sistema inmune. La interacción Treg-DC mediada por CTLA-4 produce además 

cambios en la capacidad coestimuladora de las células dendríticas sobre células 

T convencionales, lo cual se relacionó con una disminución en la expresión de 

CD80/CD86 previa en las DC (53,54). En experimentos posteriores se demostró 

que la maduración de DC podía ser inhibida de forma contacto-dependiente por 

Tregs mediante la unión de LAG-3, altamente expresado en su superficie, a 

moléculas HLA de clase II en la superficie de células dendríticas. Este fenómeno 

dependía de la señalización producida por HLA de clase II en DC, pero era 

independiente de la señalización interna en Tregs por la unión de LAG-3, como 

se demostró utilizando células T LAG-3-/- transfectadas con un retrovirus 
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portador de un gen codificante para LAG-3 truncado que carecía del dominio 

citoplasmático encargado de la señalización (55). 

 

2.2.3. Exhaustion 
 

El término de exhaustion hace referencia a un estado disfuncional, 

principalmente que afecta a las células T, y que se produce como consecuencia de 

una estimulación antígeno-específica prolongada en el tiempo (56,57). Este 

estado fue inicialmente descrito en un modelo de infección por el virus de la 

coriomeningitis linfocítica (LCMV) en ratones, en el cual la inoculación de dos 

variantes distintas del virus denominadas Armstrong y Clone 13, producen una 

infección de curso agudo y crónico, respectivamente (58). Los ratones que sufrían 

una infección aguda fueron capaces de eliminar el virus, tras lo cual sus 

esplenocitos conservaron la capacidad citolítica y de producción de IFN-γ en 

respuesta a la reexposición a células infectadas por el LCMV. Por el contrario, 

ratones con un curso crónico de la infección fueron incapaces de eliminar el virus, 

y sus esplenocitos carecían de la capacidad de respuesta frente a células 

infectadas por LCMV. La ausencia de este tipo de respuesta, característica de 

células CD8, era además acentuada por la ausencia de células CD4 (59,60).  

Estudios posteriores describieron la expresión de PD-1, y de otros receptores 

inhibidores entre los que se encuentran LAG-3, 2B4 o CD160, como marcadores 

de superficie característicos de células CD8 disfuncionales diferenciadas en un 

contexto de estimulación crónica (61,62). En pacientes infectados por VIH se 

demostró que las células T específicas frente a antígenos del virus presentaban 

una alta expresión de PD-1, y que estas presentaban una menor capacidad de 

proliferación. Se observó además que existía una correlación positiva entre la 

expresión de PD-1 en las células T y la carga viral. De forma adicional se demostró 

que la incubación in vitro de CMSPs procedentes de estos pacientes en presencia 

de péptidos virales y en combinación con anticuerpos bloqueantes de la 

señalización de PD-1 era capaz de aumentar la proporción de células CD8 

antígeno específicas, así como la producción de IFN-γ por parte de ellas (63,64). 

A pesar de esto, los linfocitos T pueden expresar de forma transitoria receptores 

inhibidores en distintos momentos tras la activación antígeno-específica, incluso 

si esta se da en condiciones favorables para la generación de una correcta 

respuesta inmunitaria. La presencia de estos receptores no es exclusiva de un 

estado de exhaustion, pero la señalización a través de ellos puede promover su 

establecimiento y mantenimiento posterior (65,66).  
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La señalización por parte de ciertas citocinas solubles contribuye también al 

desarrollo de un estado de exhaustion en las células T. En ratones con infección 

crónica por la variante Clone 13 de LCMV se observó un aumento de la expresión 

esplénica de IL-10 en comparación con los ratones infectados con la cepa 

Armstrong. La deleción genética de la IL-10 en el modelo de infección crónica 

incrementaba el número de células CD4 y CD8 específicas frente a antígenos del 

virus, y estas mantenían además niveles de producción de TNFα e IL-2 y actividad 

citotóxica similares a los observados durante la infección aguda. En un estudio 

posterior se demostró que el efecto de la IL-10 sobre la generación de células con 

un fenotipo disfuncional era independiente de la señalización mediada por el 

receptor inhibir PD-1, sin embargo sus efectos eran sinérgicos, y el bloqueo 

conjunto de ambas señales aumentaba significativamente el número de células 

antígeno específicas y su capacidad efectora (67,68). El TGFβ también 

contribuiría a este proceso, empleando el mismo modelo animal se observó que 

ratones deficientes para la señalización mediada por esta citocina presentaban un 

mayor número de células T específicas frente al virus LMCV, lo permitió eliminar 

la infección de manera más precoz y efectiva (69). 

A pesar de que inicialmente la investigación sobre este estado de disfuncionalidad 

se centró en las células CD8 por su papel en la eliminación y control de 

infecciones de origen vírico, estudios posteriores confirmaron que este mismo 

estado de “extenuación” puede inducirse de forma análoga en linfocitos CD4 

sometidos a una estimulación crónica antígeno-específica (70,71). Múltiples 

estudios realizados durante los últimos años han contribuido a redefinir el 

conjunto de las células T exhausted (Tex) como una población fenotípica y 

funcionalmente diferenciada de las células T efectoras o T de memoria. Se ha 

demostrado que las células Tex se pueden diferenciarse por presentar una 

combinación única de características: (a) una pérdida progresiva de funciones 

efectoras y capacidad proliferativa, (b) alta expresión mantenida de múltiples 

receptores inhibidores, (c) respuesta deficiente a la señalización mediada por IL-

7 e IL-15, y que es necesaria para el mantenimiento homeostático de las células T 

de memoria, (d) alteraciones del metabolismo, (e) patrón de expresión de 

factores de transcripción propio y diferenciado del presente en células T efectoras 

o de memoria, y (f) una regulación epigenética distinta de las células T efectoras 

y de memoria (72).  

El estudio del estado de exhaustion tras su descripción inicial fue llevado a cabo 

principalmente en el contexto de infecciones víricas de carácter crónico tanto en 

modelos animales como en humanos, sin embargo, la disfuncionalidad 

característica de las células Tex se puede encontrar en otras situaciones. Se 

observó que uno de los mecanismos por los cuales distintos tipos de cáncer son 
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capaces de evadir el sistema inmune es la inducción de un estado de exhaustion 

en las células que infiltran el tumor (tumor-infiltrating lymphocytes, TILs) 

(73,74). Las células Tex en infecciones víricas crónicas y en el microambiente 

tumoral comparten la mayor parte de las características fenotípicas y funcionales, 

estas últimas también expresan de forma estable una gran variedad de 

correceptores inhibidores y presentan una disminución en su capacidad para 

producir citocinas proinflamatorias como IL-2, TNFα o IFN-γ. A pesar de ello las 

células Tex en ambas situaciones muestran ciertas diferencias, por ejemplo, en el 

patrón de expresión de sus correceptores inhibidores o en su perfil de factores de 

transcripción, lo que sugiere que el estado de exhaustion podría presentar cierta 

plasticidad influencia por el microambiente (75). 

Este mecanismo de tolerancia podría tener un papel importante en la prevención 

del daño tisular secundario a procesos inflamatorios, como se demuestra en un 

estudio en el cual ratones WT tratados con un anticuerpo bloqueante anti-PD-L1 

o ratones KO Pdcd1-/-, pero no los correspondientes controles, morían como 

consecuencia de daño tisular sistémico días después de una infección por LCMV 

administrado por vía intravenosa (76).  

 

2.3. Limitación de las interacciones T-B 
 

Como ya comentamos anteriormente, debido a la eficacia parcial de los 

mecanismos de tolerancia central, hasta un 40% de los linfocitos B maduros que 

abandonan la médula ósea y se incorporan a la circulación periférica pueden 

llegar a reconocer antígenos propios. La activación de estos linfocitos 

autorreactivos en los centros germinales puede dar lugar a su diferenciación en 

células plasmáticas y a la producción de autoanticuerpos, que podrán participar 

en la aparición de enfermedades autoinmunes. Sin embargo, esta activación 

requiere no solo el reconocimiento del antígeno a través de su BCR, sino la 

colaboración mediante señales coestimuladoras de células T activadas 

previamente también de forma antígeno específica.  

Si bien los mecanismos de tolerancia periférica expuestos hasta el momento 

afectan principalmente a los linfocitos T, esto unido al hecho de que la tolerancia 

central a los que estos están sometidos tiene una mayor eficiencia en la 

eliminación clonal de células autorreactivas, supone un paso limitante en la 

activación de los linfocitos B en los órganos linfoides secundarios. De esta 

manera, debido a la existencia de múltiples mantienen la tolerancia T a diversos 

niveles, la mayor parte de los clones B autorreactivos que consigan evadir los 
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mecanismos de tolerancia central y que recirculen por los órganos linfoides 

secundarios, carecerán de los estímulos necesarios para su activación.  

 

 

FALLO DE LOS MECANISMOS DE TOLERANCIA Y AUTOINMUNIDAD 

 

Las enfermedades autoinmunes comprenden más de 80 patologías diferentes 

que afectan a aproximadamente el 5-9% de la población, y que tienen, por lo 

general, una mayor prevalencia en mujeres que en hombres (77). Estas 

enfermedades pueden afectar a la casi totalidad de los tejidos, y se clasifican 

según el tipo de afectación que producen en enfermedades sistémicas, como el 

lupus eritematoso (SLE), o la artritis reumatoide (RA),  u órgano-específicas, 

como la diabetes tipo I (T1D), o la enfermedad de Graves.  

La principal causa del desarrollo y perpetuación de estas enfermedades es la 

presencia de defectos en la eliminación y control de los linfocitos autorreactivos. 

Existe un pequeño número de entidades descritas en las que estos defectos están 

causados por mutaciones monogénicas, sin embargo, la mayor parte de las 

enfermedades autoinmunes son trastornos complejos que requieren de la 

combinación de múltiples factores genéticos y ambientales (78). 

 

1. Enfermedades autoinmunes monogénicas 
 

Este grupo comprende un pequeño número de patologías raras, pero que han 

resultados cruciales para entender algunos de los mecanismos implicados en la 

tolerancia inmunológica, y como fallos puntuales en estos pueden contribuir a la 

patogénesis de la autoinmunidad (79). 

En este contexto, defectos en la regulación del sistema inmune innato tienden a 

producir síndromes autoinmunes de afectación predominantemente sistémica. 

Un claro ejemplo es el déficit de C1q, esta enfermedad de herencia autosómica 

recesiva se caracteriza por infecciones recurrentes por bacterias encapsuladas y 

la aparición de manifestaciones autoinmunes similares al SLE en la mayor parte 

de los pacientes (80). Se ha propuesto que defectos en C1q, que forma parte de la 

vía clásica del complemento, tendrían como consecuencia una eliminación 

inadecuada de material apoptótico y una acumulación de inmunocomplejos, lo 

que favorecería la disponibilidad de potenciales autoantígenos capaces de 

generar respuestas autorreactivas (81). 
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La alteración del sistema inmune adaptativo suele dar lugar a la aparición de 

manifestaciones órgano específicas. Dos de las enfermedades más 

representativas de este grupo son el síndrome poliglandular autoinmune tipo 1 

(APECED) y el síndrome de inmunodeficiencia, poliendocrinopatía y enteropatía 

ligado a X (IPEX), en los cuales se ven afectadas principalmente la tolerancia 

central y periférica, respectivamente. El APECED se caracterizada por múltiples 

manifestaciones autoinmunes órgano-específicas, siendo las más comunes el 

hipoparatiroidismo, la insuficiencia adrenal, la diabetes tipo 1 o la tiroiditis, 

aunque el espectro clínico de la enfermedad puede ser muy variable incluso en 

hermanos portadores de la misma mutación (82). Este síndrome de herencia 

autosómica recesiva esta causado por mutaciones en el gen AIRE (83), que regula 

la expresión promiscua de antígenos restringidos a tejidos en las mTECs 

presentes en el timo. Defectos en el factor de transcripción codificado por este 

gen que tienen como consecuencia un proceso de selección negativa de los 

timocitos defectuoso, lo que da lugar a un aumento de la cantidad de linfocitos T 

autorreactivos en circulación. En el caso del síndrome IPEX los síntomas más 

característicos son la diarrea, la diabetes tipo 1 y las manifestaciones cutáneas, 

aunque también es común la tiroiditis autoinmune (84). La causa de esta 

enfermedad son defectos en el gen que codifica para el factor de transcripción 

FoxP3, marcador de las células Treg y necesario para que estas ejerzan su papel 

inmunosupresor como parte de los mecanismos de tolerancia periférica (47,48).  

 

2. Enfermedades autoinmunes de herencia no mendeliana 
 

La existencia de enfermedades autoinmunes monogénicas demuestra que fallos 

en uno solo de los mecanismos implicados en el mantenimiento de la tolerancia 

es suficiente para desencadenar una respuesta autorreactiva frente a diferentes 

antígenos propios. Sin embargo, las enfermedades autoinmunes más frecuentes 

no pueden explicarse por mutaciones en un único gen, y se considera que su 

patogenia se debe a una combinación de factores genéticos y ambientales que 

afectarían a distintos mecanismos implicados en el mantenimiento de la 

tolerancia, dando lugar a un proceso acumulativo que tendría como última 

consecuencia la aparición de la autoinmunidad (85,86).  

Los estudios de concordancia en gemelos idénticos (87), de segregación familiar, 

y los más recientes estudios de GWAS han demostrado que el factor que más 

contribuye a la etiología de las enfermedades autoinmunes es el genético (88). 

Sin embargo, el hecho de que múltiples polimorfismos puedan asociarse a 

distintas enfermedades autoinmunes, y que estas tienden a coexistir dentro de 
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núcleos familiares más frecuentemente de lo esperado por la prevalencia 

individual de cada una de ellas en la población general, indicaría que existen 

mecanismos patogénicos comunes entre distintas enfermedades autoinmunes 

(89,90). 

Se han identificado cientos de loci de riesgo implicados en la patogenia de estas 

enfermedades, y en su mayoría los polimorfismos descritos afectan a la expresión 

de genes relacionados con el sistema inmune. La asociación más clara es la de los 

genes HLA, pudiendo atribuirse a algunos de sus haplotipos hasta un 50% de la 

heredabilidad de las enfermedades autoinmunes, como es el caso del haplotipo 

8.1 (HLA-B8, DR3, DQ2), que se asocia a diabetes tipo 1, celiaquía, SLE y 

enfermedad de Graves. Otros genes comúnmente asociados a diversas patologías 

son PTPN22, CTLA4, IL23R y TYK2. Se considera que los polimorfismos 

asociados a las enfermedades autoinmunes podrían actuar a distintos niveles, por 

ejemplo, disminuyendo la eficacia de los procesos de selección negativa a 

determinados antígenos o alterando los umbrales de respuesta de los linfocitos a 

distintas vías de señalización. Sin embargo, debido a que el riesgo asociado a la 

mayoría de las variantes conocidas es muy reducido, es difícil saber con exactitud 

como contribuye cada una de ellas a la pérdida de tolerancia frente a antígenos 

propios. 

Entre los factores ambientales que se sospecha pueden intervenir en la patogenia 

de las enfermedades autoinmunes, el más estudiado es la infección por distintos 

microorganismos. En muy pocos casos se ha podido demostrar la relación de 

causalidad entre una determinada infección y la aparición de una patología 

autoinmune, como es el caso de las infecciones por Streptococcus pyogenes y la 

fiebre reumática. Distintas infecciones se han asociado con la aparición de 

determinadas enfermedades autoinmunes, como las infecciones víricas crónicas 

por CMV y la diabetes de tipo 1, o las infecciones por EBV y el lupus eritematoso 

sistémico (SLE), la artritis reumatoide (AR) o la esclerosis múltiple (MS). Aunque 

en la mayoría de estos casos no se podido establecer una relación directa en 

humanos, y las pruebas empíricas obtenidas hasta la fecha provienen de modelos 

animales. La infecciones causadas por estos patógenos podrían contribuir a la 

aparición de respuestas autorreactivas mediante distintos mecanismos. Entre 

estos se encuentran el mimetismo molecular, mediante el cual linfocitos 

activados de forma específica frente al patógeno presentan reactividad cruzada 

con antígenos propios; el epitope spreading, proceso en el que el daño tisular 

producido directa o indirectamente por la infección liberaría antígenos propios 

que podrían ser captados y presentados por APCs; o la bystander activation, en 

el que el microambiente proinflamatorio produciría una activación inespecífica 

de células autorreactivas (91,92). Adicionalmente se ha descrito una posible 
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asociación entre determinadas alteraciones de la microbiota normal con la 

aparición de ciertas enfermedades como la colitis ulcerosa, la enfermedad de 

Crohn o la diabetes de tipo 1 (93). En relación con este hecho se enunció la 

hipótesis de la higiene, según la cual una reducción en la exposición a agentes 

infecciosos unida a la mejora en la calidad de vida favorecería los procesos de 

disbiosis asociados a determinadas enfermedades autoinmunes, lo que explicaría 

el aumento de su incidencia en los países occidentales (94). Otros factores 

ambientales se han relacionado con un aumento de la incidencia de algunas 

enfermedades autoinmunes, como el consumo de tabaco y el desarrollo de LES o 

AR, o la exposición a la luz UV con el LES o la AR (95). 

La incidencia de la mayor parte de las enfermedades autoinmunes presenta 

además un claro dimorfismo sexual (96). El efecto de las hormonas sexuales 

sobre el sistema inmune sería uno de los factores principales. Se sabe que los 

estrógenos tienen la capacidad de modificar la expresión de diversas proteínas 

del sistema inmune como citocinas inflamatorias, moléculas implicadas en la 

señalización de los TLRs, o incluso el factor de transcripción AIRE, reduciendo 

su expresión en el epitelio tímico. Esta hipótesis está apoyada por diversos 

estudios en los cuales se ha observado que las diferencias entre sexos en la 

incidencia de determinadas enfermedades autoinmunes como la MS o el SLE 

aparecen tras la pubertad, pero son muchos menores o no existen antes de esta 

etapa del desarrollo (97,98). El efecto directo de la carga genética presente en el 

cromosoma X podría ser otro factor determinante. Este efecto podría explicarse 

por defectos en la inactivación del segundo cromosoma X en las mujeres o la 

pérdida de mosaicismo posterior, lo que podría tener como consecuencia cambios 

en la expresión de genes codificados en esta región y relacionados con el sistema 

inmune como aquellos que codifican para el TLR7, BTK, CD40L, o el factor de 

transcripción FoxP3. 

 

 

ETIOPATOGENIA EN LA ENFERMEDAD DE GRAVES (EG) 

 

1. Etiología de la enfermedad de Graves (EG) 
 

La enfermedad de Graves presenta de forma general los principales componentes 

etiológicos antes expuestos para el conjunto de las enfermedades autoinmunes 

(99). La combinación de factores ambientales y genéticos contribuye a una 
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pérdida de tolerancia frente a antígenos propios que da lugar a la aparición de 

esta enfermedad. 

En el caso particular de esta patología algunos de los factores ambientales 

relacionados con ella hasta la fecha son el tabaco, el estrés, la ingesta de yodo en 

la dieta, o el uso de ciertos fármacos como la amiodarona o el IFNα (100–103). 

Sin embargo, uno de las factores ambientales más estudiados es la infección por 

distintos patógenos como desencadenante de la enfermedad (104). Un estudio 

poblacional realizado en Reino Unido observó una tendencia a la estacionalidad 

en el diagnóstico y la aparición de los primeros síntomas en pacientes con la EG, 

lo que podría apoyar la hipótesis de la contribución de determinadas infecciones 

como desencadenantes (105). Las patógenos que se han relacionado con la 

aparición de la EG son la Yernsinia enterolitica, el Helicobacter pylori, el 

Coxsackie B, o el virus de la hepatitis C (VHC). Como ya se comentó 

anteriormente para el resto de las enfermedades autoinmunes, los principales 

mecanismos por los cuales se piensa que estas infecciones pueden llegar a 

desencadenar la EG son el mimetismo molecular y la bystander activation, 

aunque no se ha podido demostrar para ninguna de ellas. 

Mediante el estudio de la incidencia de la EG en hermanos gemelos de un cohorte 

danés se ha calculado que en el caso de esta patología el componente genético es 

responsable de aproximadamente el 80% de la heredabilidad, mientras que solo 

el 20% depende de los factores ambientales antes citados (106). La principal 

región génica asociada a la susceptibilidad a esta enfermedad es la 

correspondiente a los genes MHC, siendo el alelo HLA-DR3 el que otorga un 

mayor riesgo, presentando un odds ratio de 4 (107). El mecanismo por el que un 

determinado alelo predispone a la aparición de alguna enfermedad autoinmune 

parece estar relacionado con la secuencia de aminoácidos que codifica para el 

surco encargado de alojar el péptido que va a ser presentado a las células T 

durante una respuesta inmune. Cambios específicos en determinados 

aminoácidos favorecerían una mejor presentación de autoantígenos concretos, 

aumentando la activación periférica de células autorreactivas. Existen otros 

genes que participan directamente en vías de señalización implicadas en la 

activación de los linfocitos, como los que codifican para CD40, CTLA-4 o la 

fosfatasa LYP (lymphoid tyrosine phosphatase), y que se han asociado a la 

aparición de la EG (108–110). Los polimorfismos de riesgo también favorecerían 

la activación de los linfocitos autorreactivos, bien por una disminución de su 

umbral de activación, o por una inhibición deficiente de esta tras la presentación 

antigénica. Otro grupo de genes asociados a la EG son aquellos específicos del 

tiroides, que incluye los genes codificantes para el TSH-R y la tiroglobulina. De 

ellos dos, el gen de la TSHR es el que determina una mayor susceptibilidad a la 
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enfermedad, la cual depende principalmente de la presencia del alelo de riesgo 

rs179247 localizado en el intrón 1 (111). Aunque el mecanismo mediante el cual 

este polimorfismo confiere una mayor susceptibilidad a la EG se desconoce, 

existen dos hipótesis al respecto. Se ha demostrado que la presencia del SNP de 

riesgo determina una menor expresión de TSHR en el timo, pero no en el tiroides, 

por lo que podría disminuir el proceso de tolerancia central frente al receptor de 

la TSH, favoreciendo así el desarrollo de la EG. La segunda teoría propone que la 

presencia de este alelo incrementaría la transcripción de las isoformas solubles 

ST4 y ST5 de la proteína. Estas isoformas tendrían una capacidad inmunogénica 

superior a la proteína completa, lo que incrementaría la activación de células 

autorreactivas, disminuyendo la eficacia de los mecanismos de tolerancia 

periférica (112,113).  

Además de los citados hasta el momento, existen distintos genes asociados a la 

EG cuya contribución a la susceptibilidad genética es bastante menor, como es el 

caso de los polimorfismos presentes en los genes que codifican para PD-L1 (OR 

= 1,46-2,79, según la población),  y para su receptor, PD-1 (OR = 1,14) (114–116).  

Como ya hemos comentado, las enfermedades autoinmunes son entidades 

complejas, en las que se desconoce en la mayor parte de las ocasiones el agente 

desencadenante y como los distintos polimorfismos afectan a los mecanismos de 

tolerancia implicados. En el caso concreto de las EAT, estudios recientes sugieren 

un papel destacado del eje de señalización formado por PD-1 y por sus ligandos 

en la etiopatogenia de estas enfermedades. 

 

2. PD-L1/PD-1: relación con manifestaciones autoinmunes en el tiroides 
 

2.1. Descubrimiento y características generales 
 

La expresión del mRNA de PD-1 se describió inicialmente en líneas celulares de 

origen linfoide y en timocitos de ratón asociada a la inducción de muerte celular 

programada producida como consecuencia de la estimulación in vitro (117). 

Experimentos posteriores demostraron que dicho mRNA codificaba para un 

receptor de superficie perteneciente a la familia del CD28. Su estructura estaba 

compuesta por un dominio extracelular perteneciente a la superfamilia de las 

inmunoglobulinas, una región transmembrana, y una cola citoplasmática que 

contiene un dominio inhibitorio ITIM (immunoreceptor tyrosine-based 

inhibitory motif) y un dominio ITSM (immunereceptor tyrosine-based switch 

motif), y que este se expresaba principalmente en la superficie de linfocitos B y T 

de tras su activación, siendo su expresión mínima en ausencia de estimulación. 
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Mediante el uso de cepas de ratón deficientes para PD-1 se confirmó el papel 

supresor de la respuesta inmune de esta molécula, presumiblemente dependiente 

de los motivos ITIM e ITSM presentes en su región citoplasmática. La deleción 

de PD-1 producía la infiltración de linfocitos con fenotipo de memoria en los 

tejidos, y la aparición de diversas manifestaciones autoinmunes. El déficit de PD-

1 no afectaba al proceso de selección negativa en el timo, lo que indicaba que su 

función inmunomoduladora se producía preferentemente en periferia  (118,119). 

Los ligandos naturales para PD-1 descritos hasta el momento son PD-L1 y PD-L2, 

ambos pertenecientes a la familia de ligandos B7 y denominados también B7-H1 

y B7-DC, respectivamente. Debido a su homología con los ligandos CD80 (B7-1) 

y CD86 (B7-2) el estudio de la expresión de PD-L1, primer ligando de PD-1 

descubierto, se realizó inicialmente en monocitos y células dendríticas humanas. 

PD-L1 no se expresaba en ninguna de estas subpoblaciones celulares en ausencia 

de estimulación, sin embargo, esta era inducida tras el tratamiento con IFN-γ. Se 

observó además que la unión de PD-L1 a su receptor en la superficie de células T 

era capaz de inhibir la proliferación y la producción de citocinas mediada por la 

estimulación in vitro con anticuerpos anti-CD3, confirmando así el papel 

inhibidor de PD-1 en la señalización mediada por TCR en linfocitos T (120). De 

forma similar, PD-L2 se expresaba en monocitos estimulados con IFN-γ, y la 

señalización mediada por su unión inhibía la proliferación y la producción de 

citocinas en linfocitos T previamente estimulados. La unión de cualquiera de sus 

ligandos a PD-1 produce la fosforilación de su dominio ITSM, que a su vez recluta 

y activa a las fosfatasas SHP-1 y SHP-2, cuyo acción produce la inhibición de la 

señalización iniciada por el complejo del TCR (121–123). En tejidos periféricos la 

mayor expresión de ambos ligandos se observó en órganos linfoides como el timo, 

el bazo o ganglios linfáticos, aunque también se detectaron niveles menores de 

expresión en otros órganos no linfoides como riñón, páncreas, hígado o corazón. 

 

2.2. Inmunoterapia bloqueadora de la vía PD-1/PD-L1 
 

Inicialmente PD-1 se asoció a las etapas tempranas de la activación tras la 

estimulación vía TCR en linfocitos T, pero como ya se comentó anteriormente, en 

años posteriores una alta expresión mantenida de este receptor también se asoció 

en células CD4 y CD8 a un estado “exhaustion”, que se caracteriza por una 

reducción de sus funciones efectoras y de su capacidad proliferativa. Ya el trabajo 

de Latchman et al., en el que describieron por primera vez PD-L2, sugería un 

posible papel de esta vía de señalización en la inmunidad tumoral al detectar la 

expresión de ambos ligandos de PD-1 en distintas líneas tumorales (121). Sin 
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embargo, no fue hasta unos años después cuando su estudio adquirió gran 

relevancia tras observarse que las poblaciones de linfocitos T que infiltraban 

multitud de tumores, y cuyo fenotipo coincidía con el estado de “extenuación” 

descrito previamente, solían presentar una alta expresión de PD-1 (124,125). 

Muchos de estos tumores destacan por la expresión de los ligandos de PD-1, 

principalmente PD-L1, no solo por los macrófagos o células dendríticas 

infiltrantes, sino por las propias células tumorales, lo que sugería que podía 

tratarse de un mecanismo de evasión del sistema inmune en algunas neoplasias 

(126,127). Estos hallazgos, junto a los trabajos que demostraron la reversibilidad 

del estado de “exhaustion” en células T (63), llevaron a evaluar la viabilidad del 

uso de PD-1 y sus ligandos, PD-L1 y PD-L2, como dianas terapéuticas para 

promover la respuesta inmune antitumoral (128). 

La actuación farmacológica sobre receptores moduladores del sistema inmune en 

cáncer no resultaba un concepto nuevo, ya que anteriormente se había aprobado 

el uso de anticuerpos anti-CTLA-4 para aumentar la respuesta inmune frente a 

algunos tumores como el melanoma (129). Sin embargo, el uso de anticuerpos 

anti-PD-1 y anti-PD-L1 supuso uno de los mayores avances en el campo de la 

inmunoterapia contra el cáncer en los años siguientes debido a su mayor eficacia 

y menor incidencia de efectos adversos (130). Estos fármacos inhiben en los 

linfocitos T infiltrantes del tumor la señalización mediada por PD-1, revirtiendo 

el estado de “extenuación” y reactivando la respuesta del sistema inmune frente 

a las células tumorales (131,132). Debido a su mecanismo de acción la efectividad 

de los anticuerpos bloqueantes anti-PD-1 y anti-PD-L1 dependen en gran medida 

de la presencia previa de infiltrados linfoides en el tumor (133). 

Estas terapias han aumentado notablemente las tasas de supervivencia y de 

curación en distintos tipos de neoplasias como el cáncer de pulmón o el 

melanoma (134). Sin embargo, numerosos estudios han asociado el uso de estos 

anticuerpos a episodios de inflamación y a la aparición de distintas 

manifestaciones autoinmunes denominadas IRAEs (immuno-related adverse 

events), siendo la tiroiditis autoinmune una de las más comunes tras el 

tratamiento con anticuerpos anti-PD-1 o anti-PD-L1. La incidencia de esta varía 

en función de la serie y del fármaco empleado, pudiendo presentarse en un 7-15% 

de los pacientes (135–137). Las alteraciones del tiroides suelen presentarse 

durante los primeros 60 días desde el inicio del tratamiento. La mayor parte de 

los pacientes debutan con un cuadro de hipotiroidismo, aunque en algunos casos 

los pueden sufrir un período inicial de hipertiroidismo autolimitado que no suele 

requerir tratamiento, y que evoluciona rápidamente hasta un estado de 

hipotiroidismo. Es necesario destacar que, en ausencia de tiroiditis subclínica o 

de enfermedad autoinmune del tiroides,  la presencia al inicio del tratamiento de 
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autoanticuerpos frente a antígenos tiroideos en el suero de estos pacientes 

predispone a sufrir esta clase de alteraciones tiroideas secundarias (138,139). 
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HIPÓTESIS 

 
La enfermedad de Graves se caracterizada, además de por la generación de 
anticuerpos contra el TSH-R y otros antígenos tiroideos, por una infiltración 
progresiva de células del sistema inmune. Este proceso genera un microambiente 
proinflamatorio caracterizado por una firma de IFNs de tipo I y tipo II (11), a 
pesar de cual la enfermedad presenta una progresión lenta y una mínima 
destrucción del parénquima del tiroides. Al igual que en otras enfermedades 
autoinmunes, la destrucción del tejido diana es inferior a lo que esperable como 
consecuencia de una respuesta inmune plenamente funcional, lo que apunta a 
una atenuación de la misma mediante la intervención de distintos mecanismos 
de tolerancia periférica.  
 
La alta incidencia de tiroiditis autoinmune secundaria a la inmunoterapia anti-
PD-1 y anti-PD-L1 en cáncer (135–137), la presencia de un microambiente rico en 
inductores de su expresión como los IFNs, y la asociación de determinados SNP 
en sus correspondientes genes a la susceptibilidad a la enfermedad de Graves 
(114–116), sugieren que el eje de señalización formado por ambas podría tener un 
papel particularmente relevante en el control de las AITD. En este contexto 
podría participar en el control del daño tisular de una forma análoga a lo ya 
descrito en infecciones crónicas al modular la magnitud de la respuesta inmune 
(76). 
 
Se postula por tanto que los correceptores del TCR en general y el eje PD-1/PD-
L1 en particular, juegan un papel clave en el mantenimiento de la tolerancia a los 
tirocitos y que en la autoinmunidad tiroidea se produce una inducción 
insuficiente para frenar la respuesta autoinmune contra los antígenos tiroideos. 
 

OBJETIVOS GENERALES 

 

Determinar el papel del eje PD-1/PD-L1 en la patogenia de las enfermedades 
autoinmunes tiroideas como paradigma de los correceptores posiblemente 
implicados en autoinmunidad. 
 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Determinar la expresión de PD-1 en los linfocitos T circulantes e intratiroideos 

de pacientes afectos de EG, así como en sus correspondientes controles. 

2. Determinar el nivel de expresión de PD-L1 y PD-L2 en los tirocitos de 

glándulas afectas de tiroidopatías autoinmunes y en los correspondientes 

controles. 

3. Relacionar la expresión de PD-1 y PD-L1 con la presencia y extensión de los 

infiltrados linfocíticos y los niveles de citocinas en glándulas afectas de 

tiroidopatías autoinmunes y en los correspondientes controles. 
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4. Determinar si el IFN-γ puede inducir la expresión de PD-L1 y PD-L2 en 

tirocitos, su cinética y comparación con la inducción de HLA clase II.  

5. Generar un sistema de cocultivo que permita valorar los efectos de la 

interacción de los ligandos de correceptores expresados en los tirocitos sobre 

linfocitos T en un sistema autólogo que emule la interacción en las glándulas 

afectas de enfermedad de Graves. 

6. Identificar otros ejes de correceptor/ligando posiblemente implicados en las 

enfermedades autoinmunes tiroideas explotando la base de datos de 

expresión génica de libre acceso GTEX y herramientas bioinformáticas. 
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PACIENTES 

 

En el presente estudio se utilizaron muestras de tejido tiroideo obtenidas de 

pacientes que, bien por indicación por su patología de base o por su colaboración 

en el estudio mediante el programa de donación de órganos, se hayan sometido a 

una tiroidectomía total o parcial. Las muestras de tejido fresco de pacientes con 

EAT o BMN fueron recogidas en colaboración con los servicios de Cirugía 

Endocrina y Endocrinología del Hospital Universitario Vall d’Hebron y el 

Hospital Universitario de Bellvitge; las muestras control obtenidas de donantes 

de órganos fueron obtenidas en colaboración con la unidad de Coordinación de 

Trasplantes y el servicio de Cirugía Torácica del Hospital Universitario Vall 

d’Hebron; además, bloques de tejido tiroideo criopreservado de controles y 

pacientes con EAT fueron cedidos por Biobanco del Instituto de Investigación en 

Ciencias de la salud Germans Trias i Pujol (IGTP). Este proyecto ha sido aprobado 

por los comités éticos de los hospitales implicados, y todos los pacientes o sus 

familiares, según correspondiese, fueron debidamente informados y firmaron su 

consentimiento antes de la donación de tejido tiroideo u otro tipo de muestras 

biológicas (Referencia CEIC PR(AG)77/2018). 

 

Durante la realización del proyecto se utilizaron distintos grupos de muestras 

según su disponibilidad y el diseño experimental planificado para cada objetivo 

concreto, la composición, origen, y características particulares de cada grupo de 

muestras se definen más adelante en los apartados correspondientes.  

 

1. Enfermedades autoinmunitarias del tiroides (EAT) 
 

Este grupo está en su mayor parte formado por muestras obtenidas de pacientes 

con enfermedad de Graves-Basedow (EGB), esto se debe principalmente a dos 

razones ya comentadas anteriormente, primero el especial interés que suscita la 

existencia de los anticuerpos receptor de la tirotropina (anti-TSH-R) cuyo efecto 

emula el de la propia tirotropina (TSH), y la segunda, la disponibilidad de tejido 

humano fresco debido a que el tratamiento quirúrgico mediante tiroidectomía 

total es la elección en un porcentaje de los pacientes en los que fracasa la terapía 

farmacológica. En el caso de los pacientes con tiroiditis de Hashimoto (HT), si 

bien es cierto que la tiroidectomía parcial o total no está indicada como 

tratamiento de esta patología per se, este procedimiento puede llegar a realizarse 

en algunos pacientes en los que la deglución o la respiración se ven 
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comprometidas por el desarrollo de bocios de gran tamaño, con o sin aparición 

de nódulos concomitantes. Es por ello, que un pequeño número de estos 

pacientes han sido incluidos en algunas partes del presente proyecto. Las 

glándulas recuperadas tras la cirugía eran trasladadas al servicio de Anatomía 

Patológica, donde el facultativo especialista correspondiente revisaba el tejido y 

seleccionaba el fragmento destinado para su uso en este proyecto. 

Todos los pacientes con EAT incluidos en este estudio fueron diagnosticados por 

los servicios de Endocrinología del hospital correspondiente, siendo excluidos 

todos aquellos pacientes con serologías positivas para el virus de la 

inmunodeficiencia humana adquirida (VHI) y el virus de la hepatitis C (VHC). De 

forma adicional, fueron descartadas todas aquellas muestras que, tras el estudio 

anatomopatológico, presentasen indicios de malignidad. 

 

2. Controles 
 

En el caso del estudio del tiroides, no existe ninguna intervención o 

procedimiento cuya realización permita la obtención de tejido fresco procedente 

de pacientes sin patologías que afecten a esta glándula, y prácticamente 

cualquiera de estos procesos induce cierto grado de tiroiditis, histológicamente 

similar a la tiroiditis focal, también de origen autoinmune. Es por ello que la 

disponibilidad de controles para esta clase de estudios es muy limitada. 

Durante la realización de este proyecto se han utilizado dos fuentes diferentes de 

tejido como control. Durante las primeras fases experimentales, se obtuvieron 

muestras de tejido tiroideo de pacientes con bocios multinodulares (BMN), en 

estos casos la tiroidectomía parcial o total está indicada en los casos en los que 

las vías respiratorias quedan comprometidas por un crecimiento excesivo de la 

glándula, o bien la combinación del examen radiológico e histológico de las 

lesiones determinan la existencia de malignidad. Como controles se utilizaron 

muestras en las que el estudio previo de las lesiones más características mediante 

PAAF descartó la presencia de indicios de malignidad. La glándula recuperada 

tras la intervención fue revisada por el facultativo especialista correspondiente 

del servicio de Anatomía Patológica, quien seleccionó en los casos en los que fuese 

posible, tejido macroscópicamente normal de zonas adyacentes a las lesiones. 

 

En una segunda fase del proyecto, y en colaboración con la unidad de 

Coordinación de Trasplantes y el servicio de Cirugía Torácica, se sustituyó el uso 

de muestras de pacientes con BMN por muestras de tiroides obtenidas de 
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donantes de órganos. En estos casos la historia clínica era revisada para excluir 

previamente cualquier posible donante que presentase algún tipo de patología 

tiroidea previa. 

Tanto en el caso de los pacientes con BMN, como en el caso de los tiroides 

obtenidos de donantes de órganos, se comprobó la ausencia de anticuerpos anti-

tiroperoxidasa (anti-TPO) y anti-tiroglobulina (anti-TG), principales 

autoanticuerpos presentes en pacientes con alguna forma de EAT, excluyendo así 

individuos que pudiesen padecer algún tipo de respuesta autoinmune subclínica 

frente al tejido tiroideo. 

 

 

MUESTRAS 

 

1. Tejido tiroideo 
 

Las muestras se transportaban al laboratorio en un contenedor cerrado estéril 

con solución salina de Hank (HBSS) en el interior de una caja termoaislante con 

hielo. Durante el intervalo de tiempo entre la tiroidectomía y el inicio del 

procesamiento de las muestras se conservaron en todo momento a 4ºC, con el 

objetivo de evitar la degradación del tejido este período de tiempo nunca superó 

las 2 horas. El tejido obtenido se divide en dos fragmentos, el primero se congela 

para su utilización en estudios histológicos, y el segundo se somete a digestión 

enzimática, obteniendo una suspensión celular para cultivos primarios. 

 

1.1. Criopreservación 
 

Se prepara un vaso de precipitados con 5-10mL de isopentano, este se sumerge a 

su vez en un recipiente metálico al que se añade una mezcla de acetona y hielo 

hasta igualar el nivel del isopentano. Mientras la temperatura entre la mezcla de 

hielo seco/acetona e isopentano se iguala, el tejido se corta en fragmentos cúbicos 

de aproximadamente 5mm de lado, estos son introducidos separadamente en el 

isopentano. Pasado medio minuto los fragmentos ya congelados son colocados 

sobre papel de aluminio dentro de un recipiente con hielo seco, donde se 

mantendrán durante al menos 20 minutos, esto permitirá la evaporación del 

isopentano restante que impregna cada fragmento, el cual podría dificultar la 

posterior inclusión en OCT para su corte en criostato. Los fragmentos son 

introducidos en criotubos, rotulados y conservados a -80ºC. 
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1.2. Digestión enzimática 
 

El objetivo es la obtención de una suspensión celular formada mayoritariamente 

por CFTs, que podrá ser utilizada más adelante para realizar cultivos primarios o 

análisis mediante citometría de flujo. Para ello se utiliza una solución de 

Colagenasa IV, enzima proteolítica que actuará principalmente sobre la matriz 

extracelular del tejido, y ADNsa I, cuya actividad eliminará el ADN que en 

ocasiones se libera como consecuencia del daño celular, y que aumenta la 

viscosidad del medio afectando negativamente al rendimiento de la digestión y a 

la viabilidad de las células obtenidas. Para evitar la contaminación de las 

muestras todo el proceso es llevado a cabo en una campana de flujo laminar, y 

solo se utilizan materiales y reactivos estériles. 

  

Se preparan 20mL medio de digestión con Colagenasa IV a una concentración de 

3mg/mL y ADNsa I a una concentración de 0,1mg/mL en HBSS, esta solución se 

precalienta a 37ºC en un baño termostatado de agua hasta el momento de su uso. 

Sobre una placa de Petri, y utilizando pinzas y tijeras quirúrgicas, se eliminan los 

restos de tejido conjuntivo denso que forman la cápsula del tiroides, la muestra 

es entonces cortada en fragmentos de 2-3mm de lado, el tejido debe de estar 

durante el proceso impregnado de una pequeña cantidad de HBBS para evitar 

que se seque y disminuya la viabilidad de las células. Los fragmentos se traspasan 

a un tubo estéril de 15mL al que se añaden 10mL de HBSS, el contenido se agita 

manualmente durante 1 minuto y se dejan sedimentar los fragmentos durante 

unos segundos para retirar el sobrenadante, este lavado se realiza un total de 3 

veces, y sirve principalmente para eliminar el suero sanguíneo, cuyos inhibidores 

de proteasas pueden actuar sobre la colagenasa impidiendo su actividad. Tras el 

tercer lavado los fragmentos de tejido se resuspenden en el medio de digestión, y 

se traspasan a un Erlenmeyer de 50mL con una barra magnética. El Erlenmeyer 

se introduce en el baño de agua sobre un agitador magnético sumergible, y la 

digestión se realiza a 37ºC y 200rpm hasta la dispersión completa del tejido, o un 

máximo de 2 horas para evitar un daño excesivo a las células obtenidas. Los restos 

de tejido no digeridos son eliminados al pasar la muestra a través de una malla 

con poros de 500μm de diámetro, la suspensión celular resultante se centrifuga 

a 1000rpm durante 5 minutos. Si el botón celular obtenido presenta un color rojo 

intenso que indica la presencia de abundantes hematíes se realiza un paso de lisis 

de eritrocitos, para ello se disgrega el botón y se incuba a 37ºC durante 10 

minutos en medio de lisis ACK, tras lo que se realizan al menos dos lavados con 
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RPMI + 10% SBF para eliminarlo. La suspensión resultante se centrifuga de 

nuevo a 1000rpm durante 5 minutos, el botón celular se resuspende de nuevo en 

5-10mL de RPMI + 10% SBF, y mediante una cámara Neubauer y azul de tripán 

se calcula el número de células obtenidas y su viabilidad, descartándose aquellas 

muestras en las que esta sea inferior al 90%. 

 

La composición de esta suspensión celular dependerá principalmente del tipo de 

tejido empleado, las muestras control estarán formadas principalmente por 

CFTs, mientras que los tejidos obtenidos de pacientes con EAT presentarán 

grados variables de tiroiditis, y por tanto la suspensión celular puede contener 

gran cantidad de leucocitos infiltrantes, en algunos casos representando más del 

50% de las células viables obtenidas. Cabe destacar que la Colagenasa IV es 

especialmente efectiva en la digestión de la matriz extracelular, pero no en la 

disociación de las uniones célula-célula entre CFTs, por lo que la mayor parte de 

estos no se liberan como células individuales, sino formando parte de fragmentos 

de folículos tiroideos de tamaño variable, que pueden estar formados desde unas 

pocas a varios cientos de células.  

 

2. Leucocitos 
 

Para los experimentos de cultivo celular y de estudio mediante citometría de flujo 

se aíslan leucocitos de dos fuentes distintas: sangre periférica y células del 

sistema inmune que infiltran los tiroides de algunos pacientes. La obtención y 

posteriores cultivos celulares se realizan siempre en campana de flujo laminar y 

bajo condiciones de esterilidad. 

 

2.1. Células mononucleares de sangre periférica (CMSPs) 
 

Obtenidos tanto de controles como de pacientes con EAT a partir de 5-10mL 

sangre total conservada en heparina sódica como anticoagulante, tras la 

extracción de sangre la muestra se conservaba a temperatura ambiente y se 

procesaba en un tiempo inferior a 4 horas. Los CMSPs son aislados mediante 

centrifugación en gradiente de densidad utilizando Lymphoprep® (Alere 

Technologies AS, Oslo, Noruega) según las indicaciones del fabricante, para ello 

la sangre se diluye en proporción 1:2 con suero fisiológico y se traspasa a un tubo 

cónico de 15mL al que previamente se han añadido 3mL de Lymphoprep®, la 

muestras se centrifuga a 2000rpm durante 20 minutos haciendo que el contenido 
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del tubo se distribuya en varias fases diferenciadas en función de su densidad. 

Los CMSPs se obtienen entonces del anillo formado entre la fase superior 

compuesta por el suero sanguíneo y la intermedia formada por el Lymphoprep®. 

Se realizan dos lavados a las células obtenidas utilizando RPMI + 10% SBF y 

centrifugando la muestra a 1500rpm durante 5 minutos, tras lo que el botón 

celular obtenido se resuspende de nuevo en 5mL de RPMI + 10% SBF. El número 

de células y su viabilidad se calculan mediante el uso de una cámara Neubauer y 

azul de tripán como colorante vital, descartándose aquellas muestras en las que 

esta sea inferior al 90%. 

 

Los pacientes con EAT presentan en su mayoría grados variables de tiroiditis, 

esto permite que durante el proceso de digestión enzimática del tejido se puedan 

extraer las células del sistema inmune que infiltran estas glándulas. En función 

de la cantidad de tejido procesado y de su grado de infiltración es posible obtener 

un número suficiente de leucocitos infiltrantes para realizar experimentos de 

cultivo y análisis mediante citometría de flujo sin necesidad de ser expandidos 

previamente in vitro, conservando así lo máximo posible las características 

fenotípicas que presentaban in vivo. En presencia de tiroiditis la mayor parte de 

las células del sistema inmune que infiltran el tiroides son linfocitos, es por ello 

que a estas muestras se les denomina desde este momento Linfocitos infiltrantes 

del tiroides (LITs), que pueden ser de dos tipos en función de la etapa de la 

digestión enzimática del tejido tiroideo en la que se obtengan: 

 

2.2. Linfocitos infiltrantes del tiroides obtenidos mediante disgregación 
mecánica (mLITs) 

 

Estas células se obtienen durante el protocolo de digestión de tejido explicado 

anteriormente, concretamente durante la fase de disgregación mecánica del 

mismo. Durante los 3 lavados con HBSS que se realizan al tejido una vez cortado 

en fragmentos de 2-3mm de lado, se liberan aquellos leucocitos infiltrantes más 

superficiales y que menos fuertemente están unidos a la matriz extracelular o a 

otras células del tejido. El sobrenadante obtenido de estos lavados se centrifuga, 

y el botón celular obtenido se resuspende en 10mL de suero fisiológico, de esta 

suspensión se aíslan las células mononucleares mediante centrifugación en 

gradiente de densidad siguiendo el mismo protocolo empleado para la obtención 

de CMSPs. Las células obtenidas mediante este procedimiento se denominan 

mLITs. 
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2.3. Linfocitos infiltrantes de tiroides obtenidos mediante digestión 
enzimática (eLITs) 

 

Los lavados de la muestra mediante HBSS tras la disgregación mecánica no son 

suficientes para extraer la totalidad de leucocitos infiltrantes, y una proporción 

de estos quedan retenidos en estos fragmentos de tejido, presumiblemente 

aquellas células que se encuentran en zonas más internas de los fragmentos o que 

están más fuertemente unidas a la estructura del propio tejido. Estas células 

serán liberadas junto a los CFTs durante la digestión enzimática, basándose el 

primer paso para su separación en la capacidad de los CFTs para adherirse a 

superficies plásticas una vez cultivados. La suspensión celular obtenida tras la 

digestión enzimática del tejido tiroideo se cultiva en frascos de 75cm2 de 

superficie en presencia de RPMI + 10% SBF a una concentración máxima de 107 

células/frasco durante un mínimo de 8 horas. Tras comprobar que la mayor parte 

de los CFTs se han adherido al fondo del frasco se recupera el sobrenadante, que 

se centrifuga a 1500rpm durante 5 minutos, el botón celular obtenido es entonces 

resuspendido en 10mL de suero fisiológico. Esta suspensión se somete a una 

centrifugación en gradiente de densidad siguiendo el mismo protocolo empleado 

para la obtención de CMSPs para obtener las células mononucleares. Las células 

obtenidas mediante este procedimiento se denominan eLITs. 

 

3. Líneas celulares 
 

Durante el proyecto se utilizaron tres líneas celulares diferentes, todas ellas 

derivadas de tiroides, pero con distintas características. Para la realización de los 

experimentos correspondientes las líneas se mantuvieron en cultivo durante un 

máximo de 20 pases, tras lo cual eran desechadas y el cultivo era iniciado de 

nuevo utilizando alícuotas criopreservadas a -170ºC.  

 

3.1. HT93  
 

Línea obtenida mediante la transformación de CFTs transfectadas con el antígeno 

T del papilomavirus SV-40. Esta línea fue generada por el Dr. Antonino Belfiore 

y el Dr. Ricardo Pujol en el laboratorio del Dr. Franco Bottazzo del Departamento 

de Inmunología del University College de Londres (140), y cedida por el 

laboratorio de la Dra. Jaraquemada, del Departamento de Biología Celular de la 

Universidad Autónoma de Barcelona (UAB). 
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3.2. TPC-1  
 

 

Línea tumoral derivada de carcinoma papilar de tiroides, un tipo de carcinoma 

de células diferenciadas (141). Esta línea fue cedida por la Dra. Mireia Jordà del 

grupo de tumores endocrinos del Instituto de Investigación del Hospital Germans 

Trias i Pujol (IGTP). 

 

3.3. HTH83  
 

Línea tumoral derivada de carcinoma anaplásico de tiroides, a diferencia del 

carcinoma papilar, el anaplásico es altamente indiferenciado (142). Esta línea fue 

cedida por la Dra. Mireia Jordà del grupo de tumores endocrinos del Instituto de 

Investigación del Hospital Germans Trias i Pujol (IGTP). 

 

El mantenimiento de los cultivos se realizaba en un incubador a 37ºC con 

atmósfera de 5% de CO2, para ello las tres líneas se siembran en frascos de 25cm2 

de superficie a una concentración de 2x105 células/frasco utilizando como medio 

de cultivo DMEM complementado con 2mM L-glutamina (Gibco, Waltha, 

Massachusetts, EEUU), 600 U/mL penicilina, 0,5 mg/mL estreptomicina, 10mM 

HEPES (Lonza, Basilea, Suiza) y 10% SBF (HyClone, Chicago, Illinois, EEUU). 

Los pases se realizaban en todos los casos una vez alcanzada una confluencia del 

70-80%, llegado este momento el medio de cultivo es descartado y, tras el lavado 

de la monocapa celular con buffer fosfato salino (BFS), esta se desprende del 

fondo del frasco incubando durante 5 minutos con una solución de tripsina 

(0,05%) y EDTA a temperatura ambiente. Las células recuperadas se lavan 2 

veces con medio de cultivo con 10% SBF, lo que contribuye a eliminar la tripsina 

e inhibir las trazas que puedan quedar en el medio, tras esto las células son 

cultivadas en un nuevo frasco a la concentración anteriormente indicada. 
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TINCIONES MEDIANTE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA 

 

El objetivo de estos experimentos es el estudio de la expresión de PD-L1, PD-L2, 

PD-1, CMTM4 y CMTM6 en secciones de tiroides de pacientes con EGB y HT, y 

de BMN como control. El listado de tejidos y los experimentos de 

inmunofluorescencia indirecta en los que fueron empleados se detalla en la 

Tabla suplementaria 1. Parte de estas muestras pertenecen a la colección 

C.001878 del Registro Nacional de Biobancos, cuyo responsable es el Dr. Pujol 

Borrell, y fueron cedidas por el Servicio de Inmunología del Hospital Germans 

Trias i Pujol (IGTP). 

 

Para la preparación de las muestras, fragmentos congelados de tejido se 

incluyeron en bloques de OCT de los que se obtuvieron secciones de 5-7μm de 

grosor mediante un criostato Leica CM3050 (Leica, Wetzlar, Alemania). Las 

secciones obtenidas se depositan en portaobjetos de vidrio y se mantienen a 

temperatura ambiente durante un mínimo de 6 horas para permitir el secado y 

fijado del tejido, tras lo que se conservaron a -80ºC hasta su uso. 

 

Todos los anticuerpos empleados fueron previamente titulados utilizando como 

controles secciones de distintos tejidos de origen linfoide: timo, ganglio linfático, 

o bazo, según se considerase necesario en función de la bibliografía consultada 

para cada uno. El listado completo de los anticuerpos empleados junto a las 

diluciones de uso se encuentra en la Tabla suplementaria 2. 

 

El protocolo general para la preparación de las muestras fue común a las distintas 

tinciones de inmunofluorescencia indirecta realizadas, durante este, todos los 

pasos de incubación se llevaron a cabo en una cámara húmeda para evitar la 

evaporación de las soluciones de anticuerpos durante el proceso. Las secciones 

de tejido cortadas anteriormente se descongelaban y se secaban a temperatura 

ambiente durante 1 hora, las muestras eran entonces fijadas durante 10 minutos 

a temperatura ambiente con 2% de paraformaldehído (PFA) en BFS, tras lo que 

se realizaban 3 lavados en BFS a temperatura ambiente durante 5 minutos; se 

continuaba con un paso de bloqueo de 1 hora a temperatura ambiente utilizando 

suero normal de cabra al 6%. Una vez eliminado el exceso de solución de bloqueo, 

se dispensaban 100µL del anticuerpo primario diluido en BFS + 2% SBF en cada 

pocillo correspondiente y las muestras eran incubadas durante toda la noche a 

4ºC, una vez terminada la incubación el exceso de anticuerpo era eliminado 



 
 

MATERIAL Y MÉTODOS 

48 
 

mediante 3 lavados en BFS. A continuación, se añadían 100µL del anticuerpo 

secundario diluido en BFS + 2% SBF a los pocillos correspondientes, incubándose 

las muestras durante 2 horas a temperatura ambiente, tras lo que se realizaban 3 

lavados en BFS. Como contratinción nuclear se realizó una incubación de 10 

minutos a temperatura ambiente utilizando 100µL de DAPI (Sigma-Aldrich, 

Saint Louis, Missouri, USA) diluido a 0,1µg/mL, eliminándose el exceso mediante 

un lavado con BFS. Finalmente, el portaobjetos era preparado utilizando medio 

de montaje y laca de uñas para sellar el cubreobjetos. Para evaluar la posible señal 

de fondo producida por la unión inespecífica de los anticuerpos secundarios, cada 

muestra incluía su propio control negativo, en el que una sección del tejido era 

marcada en ausencia de anticuerpo primario. 

 

1. Expresión de PD-1 
 

El objetivo fue evaluar la expresión de PD-1 en células T CD4 y CD8 infiltrantes 

en glándulas de pacientes con EAT y tejidos control. Se realizaron dos tinciones 

dobles de cada muestra utilizando secciones consecutivas del tejido, en cada una 

de ellas se utilizó el anticuerpo monoclonal IgG1 de ratón anti-PD1, junto a su 

anticuerpo secundario correspondiente cabra anti-ratón IgG1 conjugado con Cy5, 

en combinación con un anticuerpo primario monoclonal de ratón IgG2a anti CD4 

o anti-CD8, junto a su anticuerpo secundario correspondiente, AF488 Go anti-

Ms IgG2a. Las muestras fueron visualizadas mediante un microscopio de 

fluorescencia Olympus BX61. Las imágenes obtenidas fueron analizadas 

mediante el software ImageJ (143), cuyo módulo Cell Counter fue empleado para 

cuantificar la expresión de PD-1 en las células infiltrantes CD4+ y CD8+, en una 

media de 5 ± 1 campos ópticos por cada muestra evaluada.  

 

2. Expresión de PD-L1  
 

2.1. Distribución de PD-L1 
 

La tinción para PD-L1 en glándulas de pacientes con EAT y controles se valoró en 

primer lugar mediante tinción simple, para ello se emplearon dos anticuerpos 

anti-PD-L1 distintos, un anticuerpo monoclonal de conejo IgG y anticuerpo 

monoclonal de ratón IgG2b, junto a sus respectivos anticuerpos secundarios, 

anticuerpo de cabra anti-IgG (H+L) de conejo conjugado con AF594 y anticuerpo 

de cabra anti-IgG (H+L) de ratón conjugado con AF488. Las muestras se 

examinaron mediante un microscopio de fluorescencia Olympus BX61, y la 
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valoración de la expresión corrió a cargo de dos observadores independientes 

(Daniel Álvarez de la Sierra y Paloma Ruiz Blázquez), los cuales asignaban una 

puntuación dentro de una escala semicuantitativa basada en el número de 

folículos con CFTs PD-L1+ observados en cada muestra. La identificación de 

CFTs PD-L1+ se realizó en base a la morfología celular. 

 

2.2. Análisis de co-localización de PD-L1 
 

Tras el estudio de los niveles de expresión general de PD-L1 las muestras más 

representativas fueron seleccionadas. Mediante diversos protocolos de tinción 

triple estas muestras fueron empleadas para confirmar la expresión de PD-L1 por 

parte de CFTs, y la relación de su expresión con zonas de infiltración linfoide o de 

inflamación. Las secciones fueron visualizadas empleando un microscopio 

confocal espectral FV1000, realizándose posteriormente un análisis descriptivo 

de las mismas. 

 

3. Expresión de PD-L2 
 

La expresión de PD-L2 en glándulas de pacientes con EAT y controles se valoró 

mediante tinción simple. Para ello se emplearon dos anticuerpos anti-PD-L2 

distintos, un anticuerpo policlonal de conejo anti-PD-L2 y un anticuerpo 

monoclonal de ratón IgG1 anti-PD-L2, junto a sus anticuerpos secundarios, 

anticuerpo de cabra anti-IgG (H+L) de conejo conjugado con AF594 y anticuerpo 

de cabra anti-IgG (H+L) de ratón conjugado con, respectivamente. Las muestras 

fueron visualizadas mediante un microscopio de fluorescencia Olympus BX61. 

 

4. Expresión de CMTM4 y CMTM6 
 

La expresión de las proteínas producto de los genes CMTM4 (CKLF like Marvel 

Transmembrane domain containing 4) y CMTM6 (CKLF like Marvel 

Transmembrane domain containing 6) en glándulas de pacientes con EAT y 

controles se evaluó mediante tinción simple de IFI. Se realizaron ambas tinciones 

de cada muestra en secciones consecutivas del tejido, utilizándose en cada una de 

ellas un anticuerpo policlonal IgG de conejo anti-CMTM4 o un anticuerpo 

policlonal IgG de conejo anti-CMTM6, en ambos casos en combinación con un 

anticuerpo secundario de burro anti-IgG (H+L) de conejo conjugado con 
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DyLight550. Las muestras fueron visualizadas mediante el microscopio de 

fluorescencia. 

 

 

CULTIVOS CELULARES 

 

1. Estimulación in vitro con IFN-γ 
 

El objetivo es evaluar la respuesta de los CFTS en cultivos primarios y de líneas 

celulares derivadas de tiroides a la estimulación con distintas concentraciones de 

IFN‑γ, y comprobar si esta citocina tiene algún efecto sobre la expresión de PD-

L1 o PD-L2 en células epiteliales de origen tiroideo. 

 

1.1. Células foliculares tiroideas (CFT) 
 

Suspensiones celulares de CFTs obtenidas mediante digestión enzimática de 

muestras de pacientes con EGB (n=3) y BMN (n=4) se ajustaron a una 

concentración de 106 células/mL con medio RPMI GlutaMAX™ (Gibco, Waltha, 

Massachusetts, EEUU) suplementado con 600U/mL de penicilina, 0,5mg/mL 

estreptomicina, 10mM HEPES (Lonza, Basilea, Suiza) y 10% SBF (HyClone, 

Chicago, Illinois, EEUU). A continuación, se sembraron 0,5-1mL de esta 

suspensión, según disponibilidad, en 8 frascos de cultivo de 25cm2 de superficie 

y se añadió medio de cultivo hasta un volumen final de 5mL. Los frascos se 

mantuvieron durante un mínimo de 8 horas en un incubador a 37ºC en presencia 

de 5% de CO2 para permitir la adhesión de los CFTs al plástico, una vez 

trascurrido este tiempo se retiró el medio de cultivo para eliminar las células no 

adherentes y otros restos celulares. Para reemplazarlo se añadieron a cada frasco 

5mL de medio de cultivo previamente suplementados con 0, 25, 50, o 100U/mL 

de IFN‑γ (Roche, Basilea, Suiza); se prepararon dos frascos por cada 

concentración de IFN‑γ, uno de ellos fue estimulado durante 24 horas y otro 

durante 48 horas. 

 

1.2. Líneas celulares 
 

Las células de las líneas celulares HT93, TPC-1 y HTh83 se despegaron de las 

monocapas mediante tripsinización durante la fase logarítmica de crecimiento 
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siguiendo el protocolo explicado anteriormente. Tras comprobar que la viabilidad 

de las células era superior al 90% se contaron y sembraron en frascos de 25cm2 

de superficie a una concentración de 3x105 células/frasco utilizando como medio 

de cultivo DMEM GlutaMAX™ suplementado con 600U/mL penicilina, 

0,5mg/mL estreptomicina, 10mM HEPES y 10% SBF. Los frascos se cultivaron a 

37ºC en atmósfera de 5% de CO2. Durante los siguientes días se comprobó que el 

crecimiento y la densidad celular fuesen comparables en todos los frascos, y tras 

alcanzar una confluencia del 60-70% se reemplazó el medio cultivo y los frascos 

se estimularon siguiendo el esquema descrito para los cultivos primarios. 

 

Para el análisis mediante citometría de flujo o qPCR, las células de las líneas 

celulares se recuperaron tras el tiempo de cultivo correspondiente. Para ello, el 

medio de cultivo se retiró de los frascos y se realizó un lavado con BFS del 

contenido de estos, tras el cual las monocapas celulares fueron despegadas 

mediante incubación en una solución de tripsina (0,05%) + EDTA durante 10 

minutos a temperatura ambiente. Las células obtenidas fueron lavadas mediante 

centrifugación a 1500rpm durante 5 minutos, y el botón celular resuspendido en 

5mL de RPMI o DMEM + 10% SBF para inhibir las posibles trazas de tripsina.  

 

2. Cocultivos CFTs-CMSPs 
 

El objetivo es valorar si los CFTs poseen in vitro la capacidad de suprimir la 

capacidad proliferativa de CMSPs previamente estimulados. Para ello se 

realizaron unas serie de cultivos autólogos CFTs:CMSPs a distintos ratios y 

sometidos a diferentes condiciones experimentales. La configuración general del 

experimento seguía el siguiente esquema: 

 

2.1. Preparación de las muestras 
 

Se seleccionaron 3 pacientes con EGB, y como controles, 3 donantes de órganos 

sin antecedentes patológicos de alteraciones de la función tiroidea, y negativos 

para las pruebas de autoanticuerpos anti-TPO y anti-TG. De cada uno de ellos se 

obtuvieron muestras de tejido tiroideo y sangre periférica, de los que se aislaron, 

mediante digestión enzimática y centrifugación en gradiente de densidad 

respectivamente, CFTs y CMSPs según los protocolos detallados anteriormente. 

Los CMSPs se contaron, tras lo cual una alícuota con 0,5x104-105 células se 

reservó para determinar la proporción basal de células T CD4 y CD8, y su 
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expresión de PD-1 mediante citometría de flujo. El resto de CMSPs fueron 

resuspendidas a una concentración de 106/mL en RPMI GlutaMAX™ 

suplementado con 600U/mL de penicilina, 0,5mg/mL estreptomicina, 10mM 

HEPES y 10% SBF. Esta suspensión celular se sembró en frascos de 25cm2 de 

superficie, no superando los 5mL/frasco, y mantenidos en un incubador a 37ºC y 

en atmósfera de 5% de CO2 hasta el momento del cocultivo. 

 

Los CFTs se contaron y se resuspendieron en RPMI GlutaMAX™ suplementado 

con 600U/mL de penicilina, 0,5mg/mL estreptomicina, 10mM HEPES y 10% 

SBF; y una pequeña alícuota con 0.5x104-105 células se reservó para establecer la 

expresión basal de HLA-DR y PD-L1 mediante citometría de flujo. Para el cultivo 

mixto se separaron 106 CFTs que fueron lavados por centrifugación a 1000rpm 

durante 5 minutos, y resuspendidas en 4mL de RPMI completo suplementado 

adicionalmente con 5mU/mL h-TSH obteniendo una suspensión de 2,5x105 

CFTs/mL, a partir de la cual se prepararon 3 diluciones seriadas 1:2, de 

concentraciones finales 1,25x106, 6,25x104, y 3,1x104 CFTs/mL respectivamente.  

De cada una de estas suspensiones celulares se dispensan 200µL en los pocillos 

correspondientes de una placa de 96 pocillos de fondo plano según la distribución 

que se muestra en el esquema de la Figura 4. Los CFTs se incuban a 37ºC en 

atmósfera de 5% de CO2 hasta el día siguiente para permitir su adhesión al fondo 

de los pocillos y la formación de una monocapa celular. 

 

Figura 4. Cocultivos 
autólogos CFT:CMSP. 
Esquema que muestra la 
distribución de los pocillos 
y la cantidad inicial de 
tirocitos sembrada en cada 
uno de ellos durante el día 
-1 del cocultivo. 
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2.2. Establecimiento del cocultivo 
 

Se recuperan en un tubo estéril los CMSPs en cultivo desde el día anterior y se 

realiza un primer lavado con RPMI completo, tras contar el número de CMSPs 

obtenidos estos se marcan con éster de succinimidil-carboxIFIuoresceína (CFSE) 

(Thermo Fisher, Waltham, Massachusetts, EEUU). El CFSE es un compuesto 

fluorescente que es capaz de difundir a través de las membranas celulares y 

formar enlaces covalentes con grupos aminos presentes en proteínas u otras 

moléculas, al producirse la división celular cada célula hija mantendrá 

aproximadamente la mitad del CFSE contenido en la célula madre, permitiendo 

la identificación de distintas generaciones celulares mediante citometría de flujo 

en función a la MFI correspondiente al CFSE. Para ello se resuspenden en RPMI 

completo a una concentración de 106 CMSPs/mL y se añaden 0,8µL de CFSE, 

previamente reconstituido siguiendo las indicaciones del fabricante, por cada 

mililitro de suspensión celular. El contenido del tubo es mezclado por inversión 

durante 5 minutos, tras lo cual se realizan 3 lavados con 10mL de RPMI completo 

para eliminar los restos de CFSE. Se rotulan 4 tubos estériles como “Sin 

estímulo”, “Anti-IFN‑γ”, “Anti-CD3/CD28 + IL-2” y “Anti-CD3/CD28 + IL-2 + 

Anti-IFN‑γ”. A cada uno de estos tubos se añaden 106 CMSPs previamente 

marcados con CFSE, se realiza un lavado, y el pellet celular se resuspende en 2mL 

de RPMI completo suplementado con 5mU/mL de h-TSH, obteniendo una 

concentración de 2,5x106 CMSPs/mL. Se preparan 4 tubos rotulados de forma 

similar que no contienen CMSPs, y que sirven como controles internos. 

A los tubos marcados como Anti-CD3/CD28 se añaden 25µL de ImmunoCult™ 

Human CD3/CD28 T Cell Activator (Stemcell Technologies, Vancouver, Canada) 

por cada 106 células siguiendo el protocolo del fabricante, y 1,7µL de una solución 

de IL-2 (Proleukin®, Novartis, Basilea, Suiza) de concentración 1,8x105U/mL, 

obteniendo una concentración final de 150u/mL. A los tubos marcados como 

Anti-IFN‑γ se les añade un anticuerpo bloqueante de IFN‑γ humano (Biolegend, 

San Diego, California, EEUU) a una concentración final de 10µg/mL, cantidad 

que se comprobó experimental era capaz de inhibir in vitro el efecto de hasta 

50U/mL de IFN‑γ exógeno sobre un cultivo primario de CFTs. A los tubos que 

contienen solo RPMI se les añade la cantidad necesaria de cada reactivo para 

obtener una concentración igual a sus equivalentes con CMSPs. Todas las 

muestras se incuban a 37ºC en presencia de 5% de CO2 durante 2 horas antes de 

su cultivo en placa. La composición final de cada tubo queda resumida en la 

Tabla suplementaria 3. 
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Tras haber comprobado la correcta adhesión de los CFTs al fondo de los pocillos 

de la placa sembrada el día anterior, el contenido de todos ellos se retira con una 

pipeta cuidando de no dañar la monocapa celular del fondo. A cada pocillo se le 

añaden 200µL de la muestra según corresponda, obteniendo para la placa de 

cocultivo la configuración que se muestra en la Figura 5. La placa se incuba 

durante 72 horas a 37ºC en atmósfera de 5% de CO2 hasta el momento de su 

lectura. 

 

 

 

 

 

2.3. Análisis del cocultivo 
 

Una vez transcurridas 72 horas de cultivo se comprueba la correcta proliferación 

de los controles positivos que contienen exclusivamente CMSPs en un 

microscopio invertido de contraste de fases. Se rotula entonces un tubo de 1,5mL 

con tapa y un tubo de poliestireno para citometría por cada pocillo del cocultivo. 

Figura 5. Esquema de la placa cocultivo CFT:CMSP autólogos en el día 0. El código de 
colores y el margen superior muestran el número y composición de las células en cada pocillo 
al inicio del cocultivo. En el lateral izquierdo se indica la condición experimental 
correspondiente a cada fila de pocillos de la placa. 
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El contenido de cada pocillo se traspasa a un tubo de poliestireno según su 

rotulación, estos tubos son centrifugados a 1500rpm durante 5 minutos, de cada 

uno de ellos, y con cuidado de no perturbar el botón celular, se transfieren 100µL 

del sobrenadante al tubo de 1,5mL correspondiente. Cada pocillo es lavado con 

200µL de BFS, y el resto de las células adheridas al fondo de cada tubo es 

recuperado mediante su incubación durante 10 minutos y a temperatura 

ambiente con una solución de tripsina (0,05%) + EDTA. Tanto el BFS como la 

solución de tripsina + EDTA de cada pocillo se recuperan y añaden a los tubos de 

poliestireno correspondientes para obtener el máximo número de células 

posibles. Se añaden a cada tubo 2mL de BFS y se centrifugan a 1500rpm durante 

5 minutos para eliminar los restos de medio de cultivo y de tripsina, el botón 

celular es resuspendido en 100µL de BFS. 

Siguiendo el esquema de la Figura 6, las muestras obtenidas de los pocillos que 

contienen solo CFTs y de cada uno de los duplicados del cocultivo a ratio 1:2 serán 

utilizadas para estudio de la expresión de HLA-DR y PD-L1 en los CFTS, mientras 

que los pocillos que contienen solo CMSPs y los pocillos de cocultivo con ratio 

1:2, 1:4, 1:8 y 1:16 restantes se emplean para el estudio de la proliferación de 

linfocitos T y la expresión de PD-1. El protocolo de preparación, procesamiento y 

análisis de estas muestras se detalla más adelante. 

 

 

 

Figura 6. Esquema de la placa cocultivo CFT:CMSP autólogos en el que se muestra que pocillos se 
empelarán para el análisis mediante citometría de flujo de las CFTs o de CMSPs, respectivamente. 



 
 

MATERIAL Y MÉTODOS 

56 
 

3. Cocultivos línea TPC-1:CMSP 
 

De forma análoga a lo descrito en la sección anterior para el cocultivo autólogo 

de CFTs:CMSPs, se realizan cultivos entre la línea celular TPC-1, derivada de 

carcinoma papilar de tiroides, y CMSPs obtenidas de donantes de sangre. El 

objetivo, de nuevo, es evaluar si la línea TPC-1 tiene la capacidad de inhibir la 

proliferación de CMSPs previamente estimulados. Para ello se realiza un 

protocolo basado en el ya descrito para los cocultivos autólogos de CFTs:CMSPs 

con las modificaciones que aquí se describen. 

En primer lugar, y en contra de los descrito en la sección correspondiente a las 

líneas celulares, para este experimento el cultivo de la línea TPC-1 es mantenida 

utilizando el mismo medio empleado para los cultivos primarios de CFTs y 

CMSPs, RPMI GlutaMAX™ suplementado con 600U/mL de penicilina, 

0,5mg/mL estreptomicina, 10mM HEPES y 10% SBF. 

Para la preparación de la placa de cocultivo se tuvo en consideración que, el 

sobrecrecimiento de la línea celular durante la duración del experimento podría 

alterar los resultados al producir la muerte de los CMSPs de forma secundaria a 

la depleción de los nutrientes del medio. Para evitar esto, y conseguir además 

establecer un sistema de cocultivo a distintos ratios CMSP:TPC-1, se calculó 

empíricamente la cantidad mínima de células TPC-1 que debían de sembrarse en 

pocillos de 96 pocillos de fondo plano para obtener, tras la duración establecida 

para este experimento, una monocapa celular de 80-90% de confluencia. En base 

a estos resultados se diseñó el protocolo de preparación de la línea TPC-1 para el 

cocultivo. 

Partiendo de un cultivo ya establecido de la línea TPC-1 se recuperan las células 

mediante tripsinización, estas se cuentan, y se prepara una primera suspensión 

celular con 40.000 células/mL. A partir de esta primera suspensión celular se 

realizan diluciones seriadas 1:2 para obtener suspensiones celulares de 

concentraciones decrecientes. Siguiendo el esquema de la Figura 7, se siembran 

en una placa de 96 pocillos de fondo plano 200µL por pocillo de las suspensiones 

celulares de concentración final 10.000, 5.000, 2.500, y 1.250 células/mL. 

Usando estas concentraciones iniciales se consigue que, tras 72 horas desde el 

comienzo del cocultivo, los pocillos en los que se sembró inicialmente la 

suspensión con 10.000 TPC-1/mL alcancen aproximadamente un 80-90% de 

confluencia, reduciéndose esta con las diluciones seriadas posteriores, y 

consiguiendo de esta manera distintos ratios de cultivo TPC-1:CMSPs a la vez que 

se evita un sobrecrecimiento de la línea celular. 
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A diferencia de los experimentos con CFTs, se siembra una primera fila de 

pocillos con concentraciones decrecientes de TPC-1 a los que no se añadirán 

posteriormente CMSPs, y que servirán para confirmar que la confluencia 

alcanzada por cada suspensión de células TPC-1 una vez transcurridas las 72 

horas desde el inicio del cocultivo se encuentra dentro de los márgenes esperados. 

Además, al considerarse que el fenotipo de la línea TPC-1 se mantendrá estable 

durante la duración del cultivo, en estos experimentos no se realiza una tinción 

basal para determinar la expresión de HLA-DR y PD-L1, ya que estos se 

determinarán utilizando el pocillo en el que se cultiven en ausencia de CMSPs y 

otros estímulos. 

Los procesos de establecimiento del cocultivo y de recuperación de las células y 

sobrenadantes una vez transcurridas 72 horas, son comunes a los ya explicados 

anteriormente para los experimentos de cocultivos autólogos entre CFTs y 

CMSPs. 

 

 

Figura 7. Cocultivos autólogos TPC-1:CMSP. Esquema que muestra 
la distribución de los pocillos y la cantidad inicial de células TPC-1 
sembradas en cada uno de ellos durante el día -1 del cocultivo.  
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CITOMETRÍA DE FLUJO 

 

La citometría de flujo se empleó en distintos experimentos para el estudio de 

expresión de proteínas en superficie en distintos tipos celulares, y adicionalmente 

para el análisis de la proliferación de linfocitos T en los ensayos de supresión de 

la proliferación en cocultivos de CMSPs y CFTs. El listado completo de los 

anticuerpos utilizados en cada uno de los protocolos y sus características técnicas 

se detallan en la Tabla suplementaria 4. 

 

1. Expresión de PD-1, PD-L1 y PD-L2 en CMSPs y LITs 
 

Se analizó la expresión de PD-1 en las subpoblaciones de memoria de linfocitos T 

en muestras de CMSPs de donantes de sangre y de pacientes con EGB, y en el 

caso de estos últimos, en muestras apareadas de mLITs obtenidas de tejido 

tiroideo. Las distintas muestras fueron obtenidas según los protocolos 

previamente descritos en el apartado correspondiente de la sección Muestras. Los 

datos demográficos y analíticos de estos pacientes se resumen en la Tabla 2. 

 

 

 

 

 

 

 

Muestra Edad Sexo 
Evolución1  

(Meses) 
TSH 

(mU/L) 
T3 libre 
(pg/mL) 

T4 
libre 

(ng/dL) 

Ac anti-
TG 

(UI/mL) 

Ac anti-
TPO 

(UI/mL) 

Ac anti-
TSH-R 
(UI/L) 

          
THV-33 25 M 24 ND ND ND ND ND ND 
THV-34 26 M 18 <0,008 ↓ >20 ↑ 7,63 240 ↑ 187 ↑ 8.3 ↑ 
THV-35 26 M 36 <0,008 ↓ 7,01 ↑ 2,2 ND ND 5.2 ↑ 
THV-36 37 M 12 <0,008 ↓ 14,15 ↑ 3,5 <15 >1300 ↑ 11.2 ↑ 
THV-37 61 V 24 <0,008 ↓ 7,17 ↑ 2,22 25 237 ↑ 58.0 ↑ 
THV-38 43 V 60 <0,008 ↓ ND  3,58 255 ↑ 91 ↑ 55.4 ↑ 
THV-40 47 V 24 0.01 ↓ >20 ↑ 4,74 1130 ↑ <6500 ↑ 14.5 ↑ 
THV-41 51 M 180 <0,008 ↓ 5,43 ↑ 1,76 73.60 ↑ >6500 ↑ 23.5 ↑ 
THV-49 52 M 18 <0,008 ↓ >20 ↑ 5,53 32 >6500 ↑ 9.3 ↑ 
THV-51 48 M 48 <0,008 ↓ ND 6,92 <20 22.20 7.2 ↑ 

          

Tabla 2. Resumen de los datos demográficos y analíticos en el momento del diagnóstico de los pacientes 
con enfermedad de Graves en los que se realizó la determinación de PD-1 mediante citometría de flujo 
en CMSPs y eLITs. 

M: mujer; V: varón; ND: no disponible; ↑: superior al rango de referencia; ↓: inferior al rango de 
referencia. 
1Evolución: tiempo transcurrido entre el diagnóstico clínico y la tiroidectomía. 
Valores de referencia: TSH 0,55-4,78 mU/L; T3 libre 2,3-4,2 pg/mL; T4 libre 0,8-1,76 ng/dL; Ac anti-TPO 
0-60 UI/mL; Ac anti-TG 0-60 UI/mL; Ac anti-TSH-R 0-1,8 UI/L. 
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1.1. Protocolo 
 

Las células obtenidas se contaron y tras ajustar la concentración a 106 células/mL 

en RPMI + 10% SBF, 100µL se traspasaron a un tubo de poliestireno para 

citometría. En el caso de muestras con muy baja celularidad, principalmente de 

eLITs por existir poca infiltración del tejido obtenido, el total de las células eran 

resuspendidas en 100µL de BFS. Cada muestra es marcada con una mezcla que 

contiene 2µL de cada uno de los siguientes anticuerpos: anti-CD3 (Pacific Blue), 

anti-CD4 (FITC) y anti-CD8 (PerCP) para la identificación de linfocitos T, anti-

CD45RA (PE-Cy7) y anti-CCR7 (PE) para diferenciar las subpoblaciones de 

memoria, y anti-PD-1 (APC), anti-PD-L1 (APC), o anti-PD-L2, para el análisis de 

su expresión en cada población celular. Las muestras se incubaron en oscuridad 

y a temperatura ambiente durante 20 minutos, tras lo cual se realizó un lavado 

con 2mL de BFS para eliminar el exceso de anticuerpos y se centrifugaron a 

1500rpm durante 5 minutos. Empleando un vortex se disgregó el botón celular, 

y se añadieron 2mL de solución BD Phosflow™ Lyse/Fix (BD, Nueva Jersey, 

EEUU) para fijar las células, las muestras se incubaron entonces a temperatura 

ambiente y en oscuridad durante 10 minutos, seguidamente las muestras se 

centrifugaron a 1500rpm durante 5 minutos para eliminar el exceso de solución 

de fijado. Se realizó un nuevo lavado con 2mL de BFS, tras la centrifugación el 

botón celular es resuspendido en 500µL de BFS, y la muestra procesada 

utilizando un equipo BD FACSCanto™ II. Se adquirieron al menos 105 CMSPs o 

5x104 eLITs para su análisis en cada caso.   

 

1.2. Estrategia para el análisis de citometría de flujo (gating) 
 

Los datos obtenidos tras el procesamiento de las muestras se analizaron mediante 

el programa FlowJo™ v10 (BD). En primer lugar, se eliminaron los dobletes de 

células mediante la combinación de las señales FSC-A y FSC-H. Las dos 

poblaciones principales de linfocitos T fueron identificadas como las células 

CD3+CD4+ (Th) y CD3+CD8+ (Tc) respectivamente; la expresión de los 

marcadores CD45RA y CCR7 se emplearon para la diferenciación, en linfocitos T 

CD4 y CD8, de las distintas subpoblaciones de memoria: naïve 

(CD45RA+CCR7+), efectoras de memoria CD45RA+  (CD45RA+CCR7-), 

efectoras  (CD45RA-CCR7-), y memoria central  (CD45RA-CCR7+). La expresión 

de PD-1 se analizó en todas las poblaciones definidas por los anteriores 

marcadores. Para establecer el punto de corte entre las células positivas y 
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negativas se emplearon como controles internos las poblaciones CD3-, 

compuestas por linfocitos B y células NK, que en su gran mayoría no expresan 

PD-1 en condiciones normales. La estrategia de análisis empleada se detalla en la 

Figura 8.  

 

 

 

 

 

 

2. Expresión de PD-L1 y PD-L2 en CFTs y líneas celulares 
 

El objetivo es analizar la expresión de PD-L1 y PD-L2 en cultivos primarios de 

CFTs y cultivos de las líneas celulares HT93, TPC-1, y HTh83 en respuesta a la 

Figura 8. Estrategia de análisis de las subpoblaciones de memoria T y la expresión de PD-1 en 
muestras de CMSPs y mLITs. Tras la eliminación de agregados celulares se seleccionan los 
linfocitos por su morfología, y se identifican las células T CD3+. Las subpoblaciones de memoria 
en linfocitos T CD4 y CD8 se diferencian en base a la expresión de CCR7 y CD45RA. 
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estimulación con IFN‑γ a distintas dosis a 24 y 48 horas, tal y como se describe 

en el apartado correspondiente de la sección Cultivos celulares. En el caso de las 

muestras de CFTs, y siempre que fuese posible, la expresión de PD-L1 y PD-L2 

también fue analizada en la situación basal tras la digestión enzimática del tejido, 

y antes de realizar el cultivo. 

 

2.1. Protocolo 
 

Tras la obtención por tripsinización de las células cultivas y estimuladas con 

IFN‑γ, se rotulan dos tubos de poliestireno para citometría por cada frasco y se 

dispensan en cada uno de ellos 105 células de la muestra correspondiente. En el 

caso de las muestras basales y sin estimular se preparan cuatro tubos, dos de ellos 

para estudiar la expresión de PD-L1 y PD-L2, y dos para emplear como controles 

al sustituir los anticuerpos específicos anti-PD-L1/L2 por sus respectivos 

controles de isotipo. Se dispensan en cada tubo 2µL de anticuerpo anti-HLA-DR 

(PE) y anti-HLA clase I (FITC), además de 2µL de anticuerpo Ms IgG2b anti-PD-

L1 (APC), Ms IgG1 anti-PD-L2 (APC), control de isotipo Ms IgG1 (APC), o control 

de isotipo Ms IgG2b (APC) según corresponda. Las muestras se incuban durante 

20 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad, se realiza un lavado con 2mL 

de BFS para eliminar el exceso de anticuerpos y se centrifugan a 1500rpm durante 

5 minutos. Empleando un vortex se resuspende el botón celular, y se añaden 2mL 

de solución BD Phosflow™ Lyse/Fix (BD, Nueva Jersey, EEUU) para fijar las 

células, las muestras son incubadas a temperatura ambiente y en oscuridad 

durante 10 minutos, seguidamente las muestras se centrifugan a 1500rpm 

durante 5 minutos para eliminar el exceso de solución de fijado. Se realiza un 

nuevo lavado con 2mL de BFS, tras la centrifugación el botón celular se 

resuspende en 500µL de BFS, y la muestra se adquiere utilizando un equipo BD 

FACSCanto™ II. 

 

2.2. Estrategia para el análisis de citometría de flujo (gating) 
 

Los datos obtenidos tras el procesamiento de las muestras se analizaron mediante 

el programa FlowJo™ v10 (BD). En primer lugar, se eliminaron los dobletes de 

células mediante la combinación de las señales FSC-A y FSC-H, seguidamente 

CFTs o las células correspondientes a las líneas celulares fueron identificados en 

base a su tamaño (FSC-A) y complejidad interna (SSC-A). La expresión de HLA-

DR, HLA clase I, PD-L1 y PD-L2 se analizó en función a dos parámetros: el 

porcentaje de células positivas para cada uno de ellos, y la media de intensidad 
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de fluorescencia (MFI) de la población de interés. Los controles de isotipo 

sirvieron para establecer el punto de corte entre una expresión negativa y positiva 

para PD-L1 y PD-L2. La estrategia de análisis empleada se detalla en la Figura 

9.  

 

 

 

 

 

3. Cocultivo de CMSPs con CFTs primarias o células transformadas TPC-1 
 

Se utiliza la citometría de flujo para estudiar la proliferación de linfocitos T en 

respuesta al cocultivo con CFTs autólogos o células transformadas TPC-1 en 

presencia de diversos estímulos según se detalla en el apartado correspondiente 

de la sección Cultivos celulares. La cuantificación de la proliferación celular se 

realiza mediante el marcaje de las CMSPs con CFSE. 

 

3.1. Protocolo 
 

Las muestras obtenidas de los experimentos de cocultivo se pueden emplear para 

el estudio de las células de origen tiroideo o de los CMSPs contenidos en cada 

pocillo según se detalla anteriormente en las Figura 6, esto depende de los 

anticuerpos que se usen en cada caso. A las muestras destinadas al análisis de 

Figura 9. Inducción de PD-L1 y PD-L2 en CFTs y líneas celulares. Análisis representativo de 
la expresión basal de PD-L1 y PD-L2 en la línea celular HTh83. (A) Selección de la población de 
células de interés, (B) expresión de HLA de clase I, HLA-DR, PD-L1, PD-L2, y sus respectivos 
controles de isotipo. 
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CFTs se les añade 10µL de 7-AAD como marcador de muerte celular, 2µL de 

anticuerpo anti-CD45 (FITC), 2µL de anti-HLA-DR (PE) y 2µL de anti-PD-L1 

(APC), con la excepción del duplicado para el monocultivo de CFTs sin estimular, 

que servirá como control, y en el que el anticuerpos anti-PD-L1 se sustituye por 

2µL de control de isotipo IgG2b (APC). En el caso de las muestras que se utilicen 

para el estudio de la proliferación de los linfocitos T se añaden a cada tubo 10µL 

de 7-AAD,  2µL de anticuerpo anti-CD45 (PE), 2µL de anti-CD4 (PE-Cy7), 2µL de 

anti-CD8 (APC-Cy7), y 2µL de anti-PD-1. Todas las muestras se incuban durante 

20 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. El exceso de anticuerpos se 

elimina mediante un lavado con 2mL de búfer fosfato salino (BFS). Las muestras 

se centrifugan, el botón celular es resuspendido en 500µL de BFS y se adquieren 

empleado un equipo Navios EX (Beckman Coulter). 

 

3.2. Estrategia para el análisis de citometría de flujo 
 

Los datos obtenidos tras el procesamiento de las muestras se analizaron mediante 

el programa FlowJo™ v10 (BD). En ambos casos los dobletes celulares se 

eliminaron para el posterior análisis mediante la combinación de las señales FS 

INT y FS TOF. En las muestras empleadas para el análisis de los CMSPs se 

identificaron estos como las células CD45+, descartando así los CFTs, dentro de 

estas se seleccionan a su vez los linfocitos en base a su morfología dada por los 

parámetros FS INT y SS INT. Se definen las poblaciones de linfocitos Th y Tc por 

su expresión de CD4 y CD8, respectivamente, y la expresión de PD-1 se expresa 

como el porcentaje de linfocitos T CD4+ o CD8+ positivos. El análisis de la 

proliferación celular de las poblaciones CD4+ y CD8+ se realiza empleando el 

módulo de análisis de proliferación del software FlowJo™ v10, expresándose el 

resultado mediante el índice de división (ID) celular que se calcula empleando la 

siguiente fórmula: 

 

𝐼𝐷 =
∑ 𝑖 ×

𝑁𝑖

2𝑖
𝑖
0

∑
𝑁𝑖

2𝑖
𝑖
0

 

 

En el análisis de CFTs y células TPC-1 estos se identifican como las células CD45- 

con morfología compatible. Se analiza en esta población el porcentaje de células 

positivas y el MFI de la población total para HLA-DR y PD-L1, en el caso de este 

último se utiliza como referencia la muestra sin estimular marcada con un control 
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de isotipo para establecer el punto de corte entre las células positivas y negativas. 

Las estrategias de análisis se detallan en la Figura 10. 

 

 

 

 

 

 

 

3.3. Análisis estadístico 
 

Los resultados obtenidos se analizan mediante ANOVA de dos vías para conocer 

el efecto de los factores Tratamiento y Ratio de cocultivo sobre cada situación 

experimental. Para cada tipo de tratamiento - sin estímulo, anti-IFN-γ, anti-

CD3/CD28, y anti-CD3+anti-IFN-γ - se realiza además un test posterior de 

comparaciones múltiples entre las medias según el ratio de cocultivo, aplicando 

la corrección de Tukey para comparaciones múltiples. 

 

 

 

Figura 10. Análisis representativo de las muestras obtenidas de los experimentos de cocultivo. 
(A) Análisis común a CMSPs, CFTs y células TPC-1: selección de células vivas 7-AA-, eliminación 
de agregados celulares, y selección de células según la expresión de CD45+. (B) Análisis de 
linfocitos CD45+: selección de células con morfología compatible, seguido de la identificación 
de linfocitos CD4+, CD8+ y CD4-CD8-, y cuantificación de la expresión de PD-1 y CFSE en cada 
una de estas poblaciones. (C) Análisis de CFTs o TPC-1 CD45-: selección de células con 
morfología compatible y cuantificación de la expresión de HLA-DR y PD-L1. 
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ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN GÉNICA RELATIVA 

 

1. Extracción de ARN 
 

Para la extracción de las muestras de ARN se emplea el kit RNeasy de Qiagen 

(Hilden, Alemania) para purificación de ARN total según las instrucciones del 

fabricante, el protocolo utilizado varía en su primer paso en función de la muestra 

de partida. En la extracción de ARN a partir de un cultivo celular, se realizan dos 

lavados con BFS de las células recuperadas mediante tripsinización para eliminar 

los restos de enzima digestiva y de medio de cultivo, ya que estos podrían 

interferir con el proceso de extracción. Tras el último lavado se aspira el BFS 

restante, y a continuación, el botón celular se resuspende en 350µL de solución 

de lisis RLT, y seguidamente se vortea la muestra es para su homogeneización. 

Cuando la muestra de partida es tejido congelado, una pequeña muestra de peso 

inferior a 30mg es cortada e introducida en un tubo con 600µL de solución de 

lisis RLT, el tejido es homogeneizado y las células lisadas empleando un 

homogeneizador eléctrico. Tras la homogeneización de la muestra se añade a 

cada una de ellas un volumen equivalente de etanol al 70% al empleado de 

solución RLT, y la mezcla se homogeneiza de nuevo mediante pipeteo. Se 

traspasan 700µL de cada muestra a una columna de extracción, se centrifugan a 

10000rpm durante 1 minuto y se descarta el filtrado, si el volumen inicial fuese 

superior a 700µL este paso se repetiría de nuevo. Se añaden 350µL de solución 

RW1 a cada columna, se centrifugan a 10000rpm durante 1 minuto y se descarta 

el filtrado. Para la eliminación del ADN genómico se emplea el kit de ADNsa libre 

de ARNasas de Qiagen, se procede dispensando directamente sobre la membrana 

de la columna 80µL de ADNsa I previamente diluida 1:8 con solución RDD 

siguiendo las instrucciones del fabricante, y se incuban las muestras a 

temperatura ambiente durante 15 minutos. Se añaden 350µL de solución RW1 a 

cada columna, se centrifugan a 10000rpm durante 1 minuto y se descarta el 

filtrado. Se realizan dos lavados de la columna utilizando 500µL de buffer RPE 

para cada uno, descartándose en cada ocasión el filtrado tras centrifugarlas a 

10000rpm durante 2 minutos. Para eliminar el exceso de solución RPE, que 

podría inhibir la elución del ARN, se realiza una nueva centrifugación de un 

minuto a 10000rpm utilizando un tubo nuevo para la columna, y descartándolo 

junto al filtrado. Las columnas se colocan sobre tubos de 1,5mL para recoger la 

muestra de ARN, para ello se añaden a cada una 30µL de H2O libre de ARNasas, 

y se centrifugan a 10000rpm durante 1 minuto. Los datos de concentración y 

calidad de las muestras se comprueban utilizando un espectrofotómetro, y se 

detallan en las Tablas suplementarias 5-7. 
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2. RT-PCR 
 

Todas las muestras de ARN se retrotranscriben a cADN empleando Transcriptor 

High Fidelity cADN Synthesis Kit de Roche siguiendo las instrucciones del 

fabricante. Los reactivos y las muestras se descongelan manteniéndolos a 4ºC en 

hielo, exceptuando la retrotranscriptasa y el inhibidor de ARNasas, que se 

mantienen a -20ºC hasta el momento de su uso. En primer lugar, todas las 

muestras de un mismo experimentos se diluyen a una misma concentración de 

ARN utilizando agua libre de ARNasas. Se dispensan en tubos de PCR 10,4µL de 

cada muestra diluida junto a 1µL de oligo(dT)18 como primers, y se realiza un paso 

de desnaturalización durante 10 minutos a 65ºC en un termociclador, 

introduciéndose inmediatamente en hielo una vez terminado. A cada tubo se 

añaden 8,6µL de una mezcla preparada anteriormente que contiene el resto de 

los reactivos para el proceso de retrotranscripción:  

 

4µL Transcriptor High Fidelity Reaction Buffer (x5) 

2µL Deoxynucleotide mix 

1,1µL Transcriptor High Fidelity Reverse Transcriptase 

1µL de dithiothreitol (DTT) 

0,5µL Protector ARNse Inhibitor  

 

Las muestras se someten a una incubación a 50ºC durante 30 minutos en un 

termociclador durante el cual tiene lugar la retrotranscripción del ARN a cADN, 

seguida de un paso de 5 minutos a 85ºC para inactivar la retrotranscriptasa. Los 

tubos son recogidos en hielo, y utilizados inmediatamente para la cuantificación 

mediante qPCR, o guardados a -80ºC hasta el momento de su uso. 

 

3. qPCR 
 

Se emplea la PCR a tiempo real para cuantificar la expresión relativa de los genes 

de interés empleando para su normalización la expresión de genes de referencia 

y la expresión en muestras control. En una placa de 96 pocillos compatible con el 

termociclador LightCycler® (Roche) se dispensan por pocillo 2µL de cADN y 

13µL de una mezcla previamente preparada que contiene 7,5µL de TaqMan™ 

Gene Expression Master Mix (Thermo Fisher), 4,5µL de agua destilada, y 0,75µL 

de la sonda correspondiente. Las sondas utilizadas se detallan en la Tabla 
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suplementaria 8. En todos los casos, la reacción de amplificación por cada 

muestra y gen se realizó por triplicado, empleándose el Ct medio para el cálculo 

de la expresión relativa. 

 

3.1. Expresión de PD-L1 y PD-L2 
 

La expresión relativa de PD-L1 y PD-L2 se estudia en muestras de cultivos 

primarios y cultivos de líneas celulares estimulados con IFN‑γ, estas muestras se 

obtienen según los procedimientos descritos anteriormente en la sección 

correspondiente de Cultivos celulares. Se estudia además la expresión de HLA-

DRA como control de la estimulación con IFN‑γ, ya que esta descrito el aumento 

de su expresión en respuesta a esta citocina, y GAPDH como gen de referencia. 

La abundancia relativa de PD-L1, PD-L2 y HLA-DRA se calculan mediante el 

método 2–∆∆Ct empleando la expresión de GAPDH para su normalización, y 

expresándose en unidades arbitrarias. 

 

3.2. Expresión de genes de IFN de tipos I y II 
 

Se calculó la expresión relativa de los genes IFNA1, IFNA4, IFNB1, IFNG y SOCS1 

en las muestras de tejido congeladas empleadas anteriormente para el estudio de 

la expresión de PD-L1 y PD-L2 mediante tinción de inmunofluorescencia 

indirecta, tal y como se describe en la sección correspondiente. Se empleó 

GAPDH como gen de referencia. La expresión relativa de IFNA1, IFNA4, IFNB1, 

IFNG y SOCS1 se calcula para cada muestra como el ∆Ct con respecto al Ct medio 

del gen de referencia GAPDH, expresándose en unidades arbitrarias. 

 

 

ANÁLISIS DE DATOS DE ARNseq - GTEx 

 

El programa Genome Tissue Expresión (GTEx) ha sido creado por el National 

Institute of Health (NIH) estadounidense y financiado a través del NIH Common 

Fund (144). El objetivo principal del proyecto es el de crear una base de datos que 

permita a investigadores de todo el mundo el estudio de la expresión y regulación 

génica, y su relación con las distintas variables genéticas presentes en la 

población. Para ello se han recogido muestras de distintos tejidos humanos 

obtenidos de cientos de donantes de órganos. El genotipado de estos individuos 
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ha permitido el estudio de la relación entre las variantes genéticas y a la expresión 

de ARN en cada uno de los tejidos. El proyecto GTEx, a través de su página web 

(https://www.gtexportal.org/home/), ha hecho públicos los análisis de expresión 

génica y la asociación con las variantes genéticas en los tejidos estudiados. Esta 

página contiene además un repositorio de imágenes histológicas de cada uno de 

los tejidos recogidos y analizados. El proyecto GTEx contempla, además, la cesión 

de datos en crudo a otros grupos de investigación externos para la realización de 

estudios adicionales que puedan considerarse de interés. 

Con el objetivo de estudiar la relación entre el grado de infiltración linfocitaria y 

los cambios en la expresión génica en las muestras recogidas por este proyecto, 

se realizó una solicitud al NIH mediante la cual se obtuvo acceso a los datos de 

ARNseq para su análisis. 

 

1. Clasificación histólogica - GTEx 
 

El protocolo elaborado para la recolección de las muestras indica que el tejido 

tiroideo debía de ser preferiblemente seleccionado, siempre que fuese posible, de 

aquellas zonas de la glándula que al examen macroscópico presentasen ausencia 

de nódulos y un aspecto normal. Las secciones eran teñidas para su análisis 

utilizando hematoxilina-eosina. Una de las muestras recuperadas de esta manera 

era incluida en parafina, que era utilizada para la preparación de secciones de 

hematoxilina-eosina para el análisis del tejido por el patólogo responsable. Las 

imágenes histológicas obtenidas de todos los tejidos obtenidos durante la fase de 

reclutamiento de donantes de órganos del proyecto GTEx son de libre acceso y 

pueden consultarse en https://gtexportal.org.  

En colaboración con la Dra. Carmela Iglesias del Servicio de Anatomía Patológica 

del Hospital Vall d’Hebron, se revisaron las imágenes histológicas de 336 

muestras de tiroides del repositorio del proyecto GTEx. Las muestras se 

clasificaron en función del grado de tiroiditis observada (Figura 11) en tres 

grupos distintos: 

 

• Grupo 1 ─ Not infiltrated tissues (NIT): tejidos con ausencia de infiltrados 

linfoides y considerados como grupo control 

• Grupo 2 ─ Small focal infiltrates (SFI): tejidos donde se evidencian 

infiltrados linfoides de pequeño tamaño bien delimitados 

• Grupo 3 ─ Extensive lymphoid infiltrates (ELI): tejidos en los que una 

parte significativa del parénquima tiroideo ha sido sustituido por 

https://www.gtexportal.org/home/
https://gtexportal.org/
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infiltrados linfoides con presencia de tejido linfoide terciario y centros 

germinales. El estudio histopatológico de estos tejidos sería compatible 

con un diagnóstico de tiroiditis subclínica o tiroiditis de Hashimoto. 

 

 

 

 

 

 

2. Análisis de expresión génica - GTEx 
 

Para la realización del estudio comparativo de expresión génica entre los grupos 

de muestras previamente definidos se contó con la colaboración de la Unidad de 

Bioinformática y Estadística (UEB) del VHIR. 

En un primer filtro se descartan todas aquellas muestras con examen histológico 

de las que se carezca de datos crudos de su estudio mediante ARNseq, 

obteniéndose un total de 292 muestras: 236 NIT, 42 SFI, y 14 ELI.  

 

2.1. Control de calidad 
 

Previamente al análisis de expresión diferencial entre muestras, se realizó un 

control de calidad de los datos obtenidos, para ello se aplicó el método Variance 

Stabilizing Transformation (VST) para la estabilización de la varianza. Se 

continuó con el estudio la similitud de las muestras mediante el cálculo de la 

distancia Euclídea entre ellas, y mediante un análisis de componentes principales 

(PCA). 

 

 

Figura 11. Imágenes representativas de tejidos pertenecientes a las tres categorías establecidas en 
función del grado de infiltración linfocitaria observado. De izquierda a derecha: tejido con ausencia 
de infiltraciones focales (NIT), tejido con presencia de pequeños infiltrados linfoides (SFI), tejido con 
infiltrados linfoides extensos (ELI). 
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2.2. Análisis de la expresión diferencial 
 

Mediante el paquete DESeq2 v.1.18.1 de Bioconductor (145) se realizó un análisis 

de la expresión diferencial entre muestras. Se eliminaron todos aquellos genes 

sin una entrada válida en la base de datos Entrez, o con una profundidad de 

lectura insuficiente para la realización del análisis estadístico, estudiándose un 

número total de 20.948 genes. Los resultados se expresan como la magnitud de 

las diferencias de expresión para cada uno de los genes entre los dos grupos 

comparados, estos cambios se expresan como el logaritmo en base 2 de las 

diferencias entre ambas situaciones. Para corregir las tasas de falsos positivos 

debidos al elevado número de test realizados se utilizó el método de Benjamini-

Hochberg para ajustar el p-valor de cada una de las comparaciones. 

 

2.3. Análisis de significación biológica 
 

El significado biológico de los genes diferencialmente expresados entre los 

distintos grupos definidos se estudió mediante la comparación con las bases de 

datos Gene Ontology (GO) (146,147) y Reactome Pathway KnowleEGBe (148). El 

objetivo de este análisis es determinar que vías de señalización o procesos 

biológicos están más representados en las muestras analizadas en base su 

expresión génica, para lo cual estos resultados son comparados con grupos de 

genes de referencia ya establecidos. 

En el caso de la base Gene Ontology (GO), por cada una de las comparaciones 

realizadas se obtiene un listado de los términos más prevalentes en cada una de 

las tres categorías GO definidas: Molecular Function (MF), Biological Process 

(BP), y Cellular Component (CC). También proporciona varias representaciones 

de los datos obtenidos para facilitar su interpretación, como figuras con redes que 

contienen la relación entre los genes más representados en cada una de las 

categorías GO por cada comparación, o un mapa un mapa con los términos más 

representados por cada categoría y comparación. 

La base Reactome Pathway proporciona un listado de las vías de señalización más 

representadas en cada una de las comparaciones realizadas, así como varias 

representaciones gráficas de los resultados que permiten visualizar la red de 

genes encontrados en las vías más representadas, o un mapa de enriquecimiento 

con estas vías relacionadas en base a su semejanza. 
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3. Cibersort 
 

Cibersort es una herramienta análitica in silico que permite la cuantificación de 

distintos tipos celulares dentro de una mezcla compleja a partir de datos de 

expresión génica obtenidos mediante arrays o ARNseq (149). Los tipos celulares 

que este software es capaz de identificar vienen determinados por un archivo de 

referencia, que contiene datos de expresión génica generados individualmente 

para cada subpoblación de interés. 

Con el objetivo de conocer la composición de los infiltrados presentes en las 

glándulas del proyecto GTEx, se analizaron los datos de expresión obtenidos 

utilizando como muestra de referencia el archivo LM22 facilitado por el grupo 

responsable del desarrollo de Cibersort, y que contiene información para la 

identificación de 22 subpoblaciones diferentes de leucocitos (Tabla 3). 

 

 

 

 

Linfocitos T Linfocitos B 
Células 

NK 

Monocitos y 

macrófagos 

Células 

dendríticas 
Mastocitos Eosinófilos 

LT CD4 naïve B cells naive En reposo Monocitos CD en reposo En reposo En reposo 

LT CD4 mem en 

reposo 

B cells 

memory 

Activadas Macrófagos M0 CD activadas Activados Activados 

LT CD4 mem 

activadas 

Plasma cells  Macrófagos M1    

LT CD4 foliculares T cells CD8  Macrófagos M2    

LT TCRγδ       

LTreg       

LT CD8       

       

Tabla 3. Poblaciones de células hematopoyéticas reconocidas por el software Cibersort empleando el 
archivo de referencia LM22. 
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EXPRESIÓN DE PD-1, PD-L1 Y PD-L2 EN PACIENTES EN PACIENTES 

CON EAT 

 

 

1. Expresión de PD-1, PD-L1 y PD-L2 en CMSPs y LITs 
 

El análisis de la expresión de PD-1, y de sus ligandos, PD-L1 y PD-L2 se llevó a 

cabo en un primer momento mediante citometría de flujo. Para ello se utilizaron 

muestras de CMSPs obtenidas de donantes de sangre (n=10), y muestras 

apareadas de CMSPs (n=10) y mLITs (n=10) obtenidas de pacientes con EGB. En 

un experimento previo se comprobó que el fenotipo de los linfocitos T de 

muestras de mLITs y eLITs es similar, la única diferencia que se observó entre 

ambos tipos de muestra fue una expresión ligeramente superior de PD-1 en 

células CD4 de eLITs comparadas con mLITs (Datos no mostrados). La principal 

razón para la utilización de mLITs en vez de eLITs se debe a que su obtención es 

menos laboriosa, y permite además el procesamiento de las muestras de CMSPs 

y mLITs en paralelo el mismo día de su obtención, ya que no es necesario realizar 

un paso previo de cultivo de la suspensión celular obtenida mediante digestión 

enzimática.  

 

1.1. Subpoblaciones de memoria en LT periféricos e infiltrantes 
 

Mediante la expresión de CD45RA y CCR7 se analizó la composición de los 

compartimentos naïve y de memoria de las poblaciones de linfocitos T CD4 y 

CD8. En nuestra serie se observó una ligera disminución de la subpoblación CD4 

naïve en CMSPs de pacientes con EGB frente a CMSPs de controles sanos, 

también se da de forma paralela un aumento de la subpoblación de células CD4 

efectoras, aunque estos cambios no son estadísticamente significativos (p = 0.054 

y p = 0.112, respectivamente), y constituyen una tendencia clara. No se 

observaron diferencias en el caso de los linfocitos CD8 entre CMSPs de pacientes 

con EGB y controles. 

Las muestras de LITs contenían un 56,0 ± 11,2% por linfocitos T, de los cuales un 

48,1 ± 18,1% eran células CD4+, y un 42,8 ± 14,8% eran CD8+, valores que no 

presentan diferencias significativas con respecto a CMSPs de controles y 

pacientes con EGB (Figura 12A), aunque en el caso de mLITs, tanto la población 

CD4 como CD8 estaban compuestas en su mayoría por células efectoras y de 

memoria central. Si comparamos las subpoblaciones de memoria entre CMSPs y 
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mLITs de pacientes con EGB, observamos una disminución de la subpoblación 

de células naïve en linfocitos CD4 (8,49 ± 4,89 vs. 27,10 ± 12,84; p < 0,001) y en 

linfocitos CD8 (10,66 ± 4,05 vs. 33,02 ± 14,71; p < 0,0001); de forma paralela se 

constata un aumento estadísticamente significativo de la subpoblación de células 

efectoras tanto en linfocitos CD4 (29,94 ± 8,43 vs. 49,18 ± 15,47; p < 0,001), como 

en linfocitos CD8 (30,14 ± 8,75 vs. 53,82 ± 4,59; p < 0,0001). No se observan 

diferencias significativas en las subpoblaciones TEMRA y TCM entre mLITs y 

CMSPs de pacientes con EGB o de controles. Todas las diferencias observadas 

entre mLITs y CMSPs de pacientes con EGB se reproducen de forma similar al 

comparar las muestras de mLITs con CMSPs de controles (Figura 12B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. (A) Proporción de linfocitos T CD3+, y de las poblaciones CD4 y CD8, y (B) 
distribución de las subpoblaciones de memoria CD4 y CD8 en las muestras de sangre periférica 
de controles y paciente con enfermedad de Graves, y en linfocitos infiltrantes del tiroides en 
pacientes con enfermedad de Graves. ***p < 0,001; ****p < 0,0001 
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1.2. Expresión de PD-L1 y PD-L2 en CMSPs y LITs 
 

 

La cantidad de tejido fresco obtenido de pacientes con EGB y el grado de 

infiltración de estos condiciona enormemente la capacidad de obtención de 

mLITs y eLITs, es por ello por lo que el número de células recuperadas durante 

el procesamiento de las muestras se convertía en un factor limitante para la 

realización de subsiguientes experimentos. En base a la bibliografía, en este tipo 

de muestras se decidió dar prioridad a la determinación de PD-1 frente a la de sus 

ligandos, realizando el estudio de la expresión de PD-L1 y PD-L2 solo en aquellas 

muestras en la que el número de células obtenidas así lo permitiese. Se realizó la 

determinación de PD-L1 en 8 de las 10 muestras, y PD-L2 en 2 de las 10 muestras 

incluidas en esta sección del proyecto. A pesar de no realizarse un análisis 

estadístico de los resultados debido al reducido número de muestras, no se 

observaron diferencias en la expresión de PD-L1 o PD-L2 en linfocitos T o en 

monocitos entre CMSPs de controles y pacientes con EGB, o entre CMSPs y 

mLITs de pacientes con EGB (Datos no mostrados). 

 

1.3. Expresión de PD-1 en CMSPs y LITs  
 

La expresión de PD-1 se analizó en el total de linfocitos T CD4 y CD8, y en cada 

una de las subpoblaciones de memoria previamente definidas por la expresión de 

CD45RA y CCR7.  

La proporción de células CD4 PD-1+ observada fue superior en CMSPs de 

pacientes con EGB comparada con la de CMSPs de controles (16,9 ± 5,4 vs. 9,8 ± 

5,4; p < 0,05), en cambio, no hubo diferencias en la expresión de PD-1 en 

linfocitos CD8 entre estos dos grupos (Figura 13A). Si comparamos la expresión 

de PD-1 dentro de cada una de las subpoblaciones de memoria de linfocitos CD4 

entre CMSPs de paciente con EGB y de controles, observamos un aumento de 

expresión de PD-1 estadísticamente significativo en células TEMRA (6,3 ± 7,7 vs. 

1,9 ± 1,5; p < 0,05). Sin embargo, solo se observaba una tendencia, que no llegó a 

ser estadísticamente significativa, en las subpoblaciones efectoras (29,8 ± 4,8 vs. 

23,1 ± 9,2; p = 0,054), TCM (21,1 ± 4,8 vs. 15,4 vs. 6,6; p = 0,054), y naïve (1,62 

± 1,14 vs. 0,87 ± 1,08; p = 0,065) (Figura 13B). De forma similar a lo observado 

en el conjunto de la población de células CD8, no se detectan diferencias 

significativas en la expresión de PD-1 al comparar individualmente cada una de 

sus distintas subpoblaciones de memoria. 
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A continuación, se estudiaron las diferencias de expresión de PD-1 entre las 

muestras de CMSPs y mLITs de pacientes con EGB. Cabe destacar que, durante 

el análisis de los resultados obtenidos se observó que la expresión de PD-1 en 

linfocitos T periféricos, cuando esta era positiva, mostraba una distribución 

continua con medias de intensidad de fluorescencia (MFI) relativamente bajas; 

mientras que en mLITs la distribución, si bien seguía una distribución igualmente 

continua, la intensidad de la señal alcanzaba valores muy superiores en un 

porcentaje variable de los linfocitos CD4 y CD8. En base a estos patrones de 

expresión se definieron tres subpoblaciones de células T según la intensidad de 

expresión de PD-1: células PD-1 negativas (PD-1neg), PD-1 positivas de expresión 

intermedia (PD-1int), y PD-1 positivas de alta expresión (PD-1hi) (Figura 14A). 

En un primer análisis se observa que el porcentaje total de expresión de PD-1, 

suma de las poblaciones PD-1int y PD-1hi, es significativamente superior en 

mLITs con respecto a las correspondientes muestras de CMSPs de pacientes con 

EGB, tanto en el conjunto de linfocitos T CD4 (48,6 ± 14,9 vs. 16,9 ± 5,4; p < 

0,001) como de linfocitos T CD8 (44,5 ± 16,0 vs. 15,9 ± 10,1; p < 0,001) (Figura 

14B). A continuación, se estudió el porcentaje de células PD-1int, PD-1hi, y el 

total de células PD-1+ en las distintas subpoblaciones de memoria CD4 y CD8 

entre CMSPs y eLITs. Estos tres conjuntos de células PD-1 positivas están 

Figura 13. (A) Expresión de 
PD-1 linfocitos CD4 y CD8, y 
(B) expresión de PD-1 en las 
distintas subpoblaciones de 
memoria de linfocitos CD4 en 
sangre periférica de controles y 
pacientes con enfermedad de 
Graves. *p < 0,05 



 
 

RESULTADOS 

77 
 

significativamente aumentados en la mayor parte de las subpoblaciones de 

memoria en mLITs con respecto a CMSPs. Las mayores diferencias de expresión 

de PD-1 entre CMSPs y mLITs de pacientes con EGB se observan en las 

subpoblaciones TCM y efectoras, tanto en linfocitos CD4 como CD8. Como 

consecuencia de los distintos patrones de expresión de PD-1 en CMSPs y mLITs 

descritos anteriormente, la subpoblación de células T PD-1hi es casi exclusiva de 

muestras de mLITs. Este tipo de linfocitos infiltrantes CD4 o CD8 con alta 

expresión de PD-1 presentan en su mayoría un fenotipo efector o TCM, 

detectándose raramente células CD45RA+ con este patrón de expresión de PD-1 

(Figura 14C-D y Tabla 4). 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. (A) Imagen representativa de los distintos patrones de expresión de PD-1 en células 
T de sangre periférica e infiltrantes de tiroides en pacientes con enfermedad de Graves. Las 
células PD-1+ pueden diferenciarse según su MFI en las subpoblaciones de expresión 

intermedia (PD-1
int

) y alta (PD-1
hi

). (B) Comparación de la expresión de PD-1 entre CMSPs y 
LITs de pacientes con enfermedad de Graves en células CD4 (rojo) y CD8 (verde). (C-D) 
Distribución de los distintos grupos de expresión de PD-1 en las subpoblaciones de memoria T 
CD4 (C) y CD8 (D) entre muestras apareadas de CMSPs y LITs en pacientes con enfermedad 
de Graves. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001. 
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1.4. Análisis histológico de la expresión de PD-1 
 

La expresión de PD-1 en aquellos linfocitos T que infiltran el tiroides se estudió 

de forma paralela mediante inmunofluorescencia indirecta (IFI) en una selección 

de secciones de glándulas de pacientes con EAT (EGB = 9 y HT = 5). Con el 

objetivo de confirmar las observaciones realizadas mediante citometría de flujo, 

se realizaron marcajes dobles para CD4 + PD-1 y CD8 + PD-1 en cada muestra. Si 

bien el análisis de la expresión de PD-1 mediante IFI no permite la clasificación 

de los linfocitos T en base a la intensidad de la señal, sí que permite la 

cuantificación del número total de células PD-1+, y obtener información sobre la 

distribución de estas dos poblaciones de células en los tejidos autoinmunes. 

En muestras de pacientes con EAT, los linfocitos pueden encontrarse en 

infiltrados de tamaño variable, que pueden además estar organizados como 

folículos linfoides, en ocasiones con presencia de centros germinales. En las 

muestras analizadas, la mayor parte de los linfocitos T CD4 se distribuían 

formando parte de estos infiltrados focales, al contrario que los linfocitos CD8, 

los cuales suelen presentar un patrón de infiltración más difuso (Figura 15). En 

general, en las muestras de pacientes con EGB solo una pequeña proporción del 

parénquima suele encontrarse sustituido por infiltrado linfoide, mientras que 

 

PD-1int 

 

PD-1hi 

 

PD-1+ (PD-1int + PD-1hi) 

 

PBMCs ITLs 

  

PBMCs ITLs 

  

PBMCs ITLs 

 

 

(Mean±SD) (Mean±SD) p-value 

 

(Mean±SD) (Mean±SD) p-value 

 

(Mean±SD) (Mean±SD) p-value 

CD4 16.66±5.36 33.83±10.08 <0.01 

 

0.28±0.18 14.73±11.45 <0.01 

 

16.94±5.44 48.56±14.86 <0.01 

CD4 Naive 1.61±1.14 5.60±4.31 <0.05 

 

0.01±0.01 0.91±1.27 0.11 

 

1.62±1.14 6.50±5.23 <0.05 

CD4 Temra 6.31±7.67 12.18±7.02 <0.05 

 

0.03±0.05 1.35±1.88 <0.05 

 

6.33±7.71 13.53±8.21 <0.05 

CD4 Effector 29.24±4.26 40.15±9.66 <0.01 

 

0.59±0.36 18.46±13.22 <0.01 

 

29.83±4.32 58.61±13.86 <0.01 

CD4 CM 20.78±4.63 34.82±9.984 <0.01 

 

0.33±0.27 14.36±11.59 <0.01 

 

21.11±4.77 49.18±15.47 <0.01 

            
CD8 15.76±9.98 29.91±12.62 <0.01 

 

0.18±0.20 14.63±15.54 <0.01 

 

15.94±10.06 44.54±16.07 <0.01 

CD8 Naive 3.79±2.84 6.62±4.01 <0.01 

 

0.00±0.01 0.03±0.09 1 

 

3.79±2.84 6.64±4.03 <0.01 

CD8 Temra 12.01±8.13 11.60±7.11 0.85 

 

0.06±0.09 0.25±0.54 0.13 

 

12.06±8.18 11.85±7.39 0.92 

CD8 Effector 27.52±16.06 36.29±14.98 <0.05 

 

0.40±0.53 19.48±19.02 <0.01 

 

27.93±16.28 55.76±18.11 <0.01 

CD8 CM 21.12±12.73 33.85±15.42 <0.01 

 

0.35±0.40 16.27±17.09 <0.01 

 

21.47±12.97 50.12±18.31 <0.01 

Tabla 4. Análisis estadístico de los grupos definidos en base a la expresión de PD-1 en las subpoblaciones de 

memoria CD4 y CD8 entre muestras apareadas de CMSPs y eLITs de pacientes con enfermedad de Graves. 
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tejidos de pacientes con HT la pérdida de tejido tiroideo a expensas de células 

infiltrantes y tejido linfoide terciario suele ser siempre mayor, y puede llegar a 

suponer más de un 50% del volumen de la glándula en determinadas zonas. En 

cuanto a la expresión de PD-1, en secciones de tiroides de pacientes con EAT esta 

se observaba siempre en células de morfología linfoide, tanto en grandes 

infiltrados como en pequeños grupos de células en el intersticio entre folículos. 

En aquellos tejidos sin patología autoinmune o presencia de tiroiditis focal, la 

expresión de PD-1 era negativa o relegada a unas pocas células, de nuevo de 

morfología linfoide, distribuidas de manera difusa en el parénquima. 

 

 

 

 

 

La cuantificación mediante IFI confirma el alto porcentaje de expresión de PD-1 

en LITs de pacientes con EAT ya descrito previamente mediante citometría de 

flujo (Tabla suplementaria 9). Sin embargo, el porcentaje de linfocitos T PD-

1+ cuantificados mediante esta técnica resultó superior al observado previamente 

mediante citometría de flujo, tanto en células CD4 (44,5 ± 14,7 vs. 61,4 ± 6,9; p < 

Figura 15. Imágenes representativas de la expresión de PD-1 en linfocitos (A) CD4 y (B) CD8 
en secciones de tiroides congeladas de pacientes con enfermedad de Graves. Las flechas blancas 
marcan linfocitos CD4 y CD8 infiltrantes positivos para PD-1. En estas secciones la expresión 
de citoqueratina (CK) se utilizado para identificar las células foliculares tiroideas. 
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0,001), como en CD8 (45,4 ± 15 vs. 61,6 ± 8,3; p < 0,01) (Figura 

suplementaria 1). Una posible explicación para este hecho es que el estudio de 

PD-1 en secciones de tejido permite la observación del total de linfocitos 

infiltrantes, sin embargo, el proceso de obtención de la fracción de mLITs podría 

favorecer la extracción de células con menor expresión de moléculas de adhesión, 

lo cual podría conllevar un enriquecimiento en los linfocitos menos activados 

presentes en el tejido, introduciendo de esta manera un sesgo en el análisis. 

Si comparamos la expresión de PD-1 en LITs entre muestras de pacientes con 

EGB y pacientes con HT no se encuentran diferencias estadísticamente 

significativas en las poblaciones de linfocitos T CD4 (63,3 ± 7,7 vs. 57,9 ± 3,6; p 

= 0,438) y CD8 (64,2 ± 7,2 vs. 57,1 ± 10,1; p = 0,19), a pesar de esto se observa 

una tendencia que podría indicar una mayor expresión de PD-1 en las muestras 

de pacientes con EGB. La ausencia de significación estadística podría deberse al 

reducido número de muestras, especialmente en el grupo de muestras de 

pacientes con HT, suponga una limitación importante para el análisis de los 

resultados. 

 

1.5. Correlación de la expresión de PD-1 en linfocitos y parámetros analíticos 
 

Se revisaron las historias clínicas de los pacientes incluidos en el estudio de 

expresión de PD-1 en CMSPs y mLITs. Se recopilaron datos clínicos como el 

tiempo de la evolución de la enfermedad hasta su intervención, tratamientos 

farmacológicos previos, o la presencia de oftalmopatía, y también datos 

analíticos, como los niveles de TSH, T3 y T4 libres para valorar la función 

tiroidea, o la presencia de autoanticuerpos específicos contra antígenos tiroideos 

en el momento del diagnóstico (Tabla 3). 

No se encontró ninguna correlación entre la expresión de PD-1 en CMSPs o 

mLITs y los parámetros analíticos recogidos, o entre los niveles de TSH, T3 o T4. 

La determinación de los anticuerpos anti-TG, anti-TPO y anti-TSH-R se realizó 

en el momento del diagnóstico en 8 de los 10 pacientes, siendo positivos en el 

50%, 88%, y 100% de estos, respectivamente. Debido a que la expresión de PD-1 

está relacionada con estados funcionales muy diversos en el conjunto de los 

linfocitos T, el porcentaje de células periféricas o infiltrantes positivas para este 

marcador podría servir como una medición indirecta del estado de la respuesta 

autoinmune. Por ello, se analizó la correlación entre los niveles de los distintos 

autoanticuerpos y el porcentaje de células PD-1int, PD-1hi y PD-1+ (PD-1int + 

PD-1hi) en el total de linfocitos CD4 y CD8 y sus subpoblaciones de memoria, 
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tanto en CMSPs como en mLITs. En el compartimento de linfocitos CD4 se 

encuentra una correlación positiva entre el porcentaje de células naïve PD-1+ en 

mLITs y los niveles de anticuerpos anti-TPO (r = 0,73; p < 0,05); así mismo, los 

niveles de anticuerpos anti-TG se correlacionan positivamente con el porcentaje 

de células PD-1+ en el total de células CD8 en CMSPs (r = 0,81; p < 0,05), y con 

el porcentaje de células PD-1int en el total de células CD8 en mLITs (r = 0,74; p 

< 0,05) (Figura 16A-C). 

 

 

 

 

 

 

2. Expresión de PD-L1 y PD-L2 en tiroides 
 

Dada la alta expresión de PD-1 detectada mediante inmunofluorescencia 

indirecta y citometría de flujo en linfocitos CD4 y CD8 que infiltran el tiroides de 

pacientes con EAT, se confirma el interés del estudio de la expresión de sus 

ligandos naturales, PD-L1 y PD-L2. 

El análisis su expresión se realiza principalmente mediante inmunofluorescencia 

indirecta sobre secciones de tejido congelado, aunque también se disponen de 

datos de expresión mediante citometría de flujo en un reducido número de 

muestras de pacientes con EGB y BMN, estas forman parte de experimentos 

posteriores de digestión de tejido tiroideo para su cultivo y estimulación in vitro. 

 

 

 

Figura 16. Correlación de los niveles de (A) autoanticuerpos anti-TPO con la expresión de PD-
1 en células T naïve infiltrantes, y los niveles de autoanticuerpos anti-TG con (B) la expresión de 
PD-1 en linfocitos T CD8 circulantes, o (C) con el porcentaje de linfocitos T CD8 infiltrantes con 

expresión intermedia de PD-1 (PD-1
int

).  
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2.1. Expresión basal en suspensiones celulares 
 

Muestras de tejidos fresco de tiroides de pacientes con EGB o BMN se 

dispersaron según el protocolo ya descrito. Brevemente, las suspensiones 

celulares se filtraron para eliminar la mayor parte de restos celulares y las 

agrupaciones de células parcialmente digeridas, para cada una de estas muestras 

se preparan cuatro tubos para su análisis mediante citometría de flujo según el 

protocolo descrito previamente en la sección «Material y métodos». La expresión 

de PD-L1 y PD-L2 se estudió en suspensiones celulares frescas de pacientes con 

EGB (n = 3) y BMN (n = 3), un número insuficiente de muestras para realizar un 

análisis estadístico de los resultados. Debido a esto, los resultados obtenidos son 

meramente descriptivos, sirviendo solo como guía para la realización de un 

estudio más amplio mediante inmunofluorescencia indirecta.  

Comparadas con las muestras control de pacientes con BMN, en las muestras de 

pacientes con EGB los CFTs mostraban una expresión superior de HLA de clase 

I, además de una expresión de HLA-DR aumentada, tanto en cuanto a porcentaje 

de células positivas, como a su MFI. Los CFTs de muestras de tiroides 

autoinmunes presentaban un mayor porcentaje de expresión de PD-L1 

comparados con los controles, aunque en ambos casos las células positivas 

mostraban una baja intensidad de la señal. En cuanto a PD-L2, no se detectó su 

expresión en CFTs de tiroides controles o autoinmunes, siendo su señal en todos 

los casos equiparable a la obtenida mediante el correspondiente control de isotipo 

(Figura suplementaria 2A-B). 

 

2.2. Expresión en secciones de tejido congelado 
 

Con el objetivo de corroborar los resultados iniciales observados en el estudio 

piloto mediante citometría de flujo, se analizó la expresión de PD-L1 y PD-L2 por 

tinción de inmunofluorescencia indirecta en secciones de tiroides 

criopreservados. 

La expresión de PD-L1 se estudió en muestras de pacientes con BMN (n = 16), y 

pacientes con EAT, tanto EGB (n = 17) como HT (n = 5). La baja expresión de PD-

L1, incluso en tejidos control empleados para su titulación, como el ganglio 

linfático o el bazo, y la baja afinidad de los anticuerpos comerciales, requirió de 

un gran número de pruebas para identificar los mejore reactivos y establecer las 

mejores condiciones de tinción. Para su optimización se probaron múltiples 

variantes del protocolo de tinción con distintas condiciones de incubación y 

combinación de anticuerpos. Se probaron hasta cuatro anticuerpos primarios 
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anti-PD-L1, de ellos solo los anticuerpos primarios producidos por Biolegend y 

Cell Signaling (Tabla suplementaria 10) se consideraron aptos para su uso en 

base a las pruebas realizadas en secciones de tejidos control. 

En el caso de PD-L2, se estudió su expresión en muestras de pacientes con BMN 

(n = 6), y pacientes con EAT, EGB (n = 5) y HT (n = 4). De forma análoga a lo 

explicado anteriormente en el caso de PD-L1, se titularon y probaron en tejidos 

control hasta dos anticuerpos primarios distintos (Tabla suplementaria 11). 

En este caso ambos anticuerpos se consideraron aptos para su uso mediante 

inmunofluorescencia indirecta. 

 

2.2.1. Expresión PD-L1 y PD-L2: IFI simple 
 

En primer lugar, para estudiar la expresión de ambos ligandos en tiroides se 

estudiaron los tejidos correspondientes según el protocolo de tinción descrito en 

la sección «Material y métodos».  

Mediante IFI se confirmó la expresión de PD-L1 en secciones de tiroides. En base 

a la morfología y a su disposición en el tejido, la mayor parte de las células 

positivas se identificaron como CFTs por su característica disposición como 

epitelio simple formando los folículos del tiroides (Figura 17A). En algunas 

muestras se observó un número variable de células PD-L1 positivas con aspecto 

de macrófagos, situadas en la luz de algunos folículos o en el espacio entre los 

capilares y el epitelio. Se observó la presencia de CFTs PD-L1+ en un 86% de las 

muestras de pacientes con EAT estudiadas, mientras que solo el 25% de las 

muestras de pacientes con BMN mostraban células PD-L1+, generalmente en 

menor número que en el caso de tejidos. Es poco frecuente observar CFTs PD-

L1+ aislados, siendo lo más normal encontrar folículos formados por un 

porcentaje variable de CFTs positivos; es probablemente debido a este hecho, que 

en estos tejidos la distribución de PD-L1 tenga generalmente un patrón 

parcheado, con zonas de alta expresión alternadas con zonas en la que la mayor 

parte de los folículos y los CFTs que los forman son negativos. Debido a que la 

expresión de PD-L1 se observó principalmente en CFTs y que, además, esta 

parecía variar en función del diagnóstico de los pacientes, se decidió analizar en 

mayor profundidad este fenómeno. Para ello, la expresión de PD-L1 en CFTs 

identificadas en base a su morfología fue evaluada a ciegas, sin conocer el 

diagnóstico del paciente al que pertenecían, por dos observadores 

independientes. A cada tejido se le asignó una puntuación correspondiente a una 

escala semi-cuantitativa, cuyos criterios fueron los siguientes: 
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0: negativo, ausencia de expresión de PD-L1 en CFTs en ningún folículo 

de la sección evaluada. 

1: por lo menos un folículo en el cual el 25% de CFTs fuesen positivos para 

PD-L1 

2: más de un folículo tiroideo, pero menos del 50% de estos, debían 

presentar al menos un 25% de CFTs positivos para PD-L1 

3: más del 50% de los folículos observados presentaban al menos un 25% 

de CFTs positivos para PD-L1 

 

Las puntuaciones asignadas independientemente por cada observador 

presentaron una concordancia del 76% entre sí, por lo que a partir de ambas se 

calculó la media para cada una de las muestras (Tabla suplementaria 12). Se 

detectó la expresión de PD-L1 en CFTs en 13 de las 16 muestras de pacientes con 

EGB (81%) y en todas las muestras de pacientes con HT, siendo la puntuación 

media asignada entre los dos observadores de 0,8 y 1,75 para cada grupo, 

respectivamente. Por el contrario, en el grupo de muestras control de tiroides no 

autoinmunes 12 de los 16 tejidos analizados (75%) fueron negativos en cuanto a 

la expresión de PD-L1 en CFTs, obteniéndose una puntuación media de 0,2 para 

este grupo, y no superándose en ninguna de las secciones observadas una 

puntuación de 1, con lo que las muestras de BMN, en aquellos casos en los que 

son positivas, presentaron niveles de expresión reducidos (Figura 17B). 

Por el contrario, la expresión de PD-L2 mediante IFI fue negativa en todos los 

tejidos estudiados independientemente del diagnóstico de estos, y del anticuerpo 

empleado para su detección. Estos resultados confirmaron los obtenidos 

mediante citometría de flujo en suspensiones de CFTs tras la digestión de tejido 

fresco. 
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2.2.2. Distribución de PD-L1: IFI triple 
 

Para confirmar la expresión de PD-L1 por parte de los CFTs, y estudiar su posible 

relación con otros tipos celulares, se realizaron una serie de tinciones triples 

mediante IFI. Un número reducido de muestras representativas de cada grupo de 

pacientes fueron seleccionadas, y teñidas empleando tres protocolos con 

diferentes combinaciones de anticuerpos primarios y sus correspondientes 

anticuerpos secundarios. Las proteínas estudiadas en cada uno de ellos se 

muestran en la Tabla 5. 

 

Figura 17. (A) Imágenes de inmunofluorescencia indirecta que muestran una sección de tiroides 
de un paciente con bocio multinodular (izquierda) negativa para la expresión de PD-L1, y una 
sección de tiroides de un paciente con enfermedad de Graves (derecha) en la que se puede 
observar la presencia de folículos en los que la mayoría de las CFTs son PD-L1+ (flechas blancas). 
(B) Distribución de la puntuación asignada para la expresión en tirocitos de PD-L1 en las 
glándulas estudiadas y clasificadas según el diagnóstico. 
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La detección combinada de PD-L1, TPO y CD45 permitió en primer lugar 

confirmar los resultados observados inicialmente mediante IFI simple, en los que 

la mayor parte de células PD-L1+ se identificaron como CFTs en base a su 

disposición y morfología. La tinción para de PD-L1 es negativa en la mayor parte 

de los tejidos control, pero positiva en muestras de pacientes con EAT, y su 

expresión está limitada principalmente a CFTs TPO+. La presencia de hiperplasia 

folicular es una característica conocida de las glándulas de pacientes con EGB no 

bien tratados, estos cambios morfológicos de los CFTs pueden acompañarse de 

variaciones en los niveles de expresión de TPO (Figura 18A), aunque no pudo 

observarse una relación directa entre estos cambios y la expresión de PD-L1. Por 

otro lado, todas las glándulas que presentaban CFTs PD-L1+ en esta serie 

mostraban además infiltrados CD45+ de distinto grado, aunque no se apreció una 

relación directa entre la localización de infiltrados focales y la presencia CFTs PD-

L1+ en los folículos circundantes (Figura 18A-B). 

 

 

 

 

Protocolo #1  Protocolo #2  Protocolo #3 

PD-L1  PD-L1  PD-L1 
TPO  TPO  TPO 

CD45  HLA-DR  PD-1 

Tabla 5. Combinación de anticuerpos empleada en cada protocolo de 
inmunofluorescencia indirecta triple para el estudio de colocalización 
de PD-L1 con distintos marcadores de CFTs y/o CMSPs. 

Figura 18. Imágenes de inmunofluorescencia indirecta representativas de secciones de 
tiroides de pacientes con enfermedades autoinmunes del tiroides que muestran (A) zonas 
delimitadas con línea discontinua con marcadas diferencias en la morfología y expresión de TPO 
en tirocitos, y (A-B) CFTs TPO+PD-L1+ asociados a áreas con distinto grado de infiltración 
linfoide. Las marcas de escala equivalen a 50µm. 
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La expresión de moléculas de HLA de clase II, y en particular de HLA-DR, es 

característica de células presentadoras de antígeno, como macrófagos, células 

dendríticas o linfocitos B, pero también puede darse en linfocitos T activados, 

células endoteliales, o células epiteliales activadas por IFN‑γ. Como ya se ha 

comentado anteriormente, la expresión de HLA de clase II en tirocitos de 

glándulas autoinmunes, o con tiroiditis focal, se conoce desde hace años, y su 

inducción se cree mediada principalmente por IFN‑γ, citocina que además es la 

principal citocina inductora de PD‑L1 de acuerdo con la bibliografía. Por ello 

analizó la relación entre las expresión de estas moléculas en estos tejidos. En la 

serie analizada, las secciones de tejidos autoinmunes, pero no de controles, 

presentaban una expresión difusa de HLA‑DR en CFT que abarcaba la gran parte 

del área evaluada, y que contrastaba con la expresión parcheada de PD-L1, siendo 

ésta mucho más reducida en extensión e intensidad. Esta expresión podía 

solaparse en ocasiones observándose algunos CFTs HLA-DR+ PD-L1+, pero sin 

llegar a ser la norma general, ya que las zonas con mayor de expresión de PD-L1 

no presentan necesariamente alta expresión de HLA-DR (Figura 19). 

 

 

 

 

 

Figura 19. Imagen de inmunofluorescencia indirecta representativa que muestra los distintos 
patrones de expresión de HLA-DR y PD-L1 en CFTs en secciones de tiroides de pacientes con 
enfermedades autoinmunes. La zona ampliada corresponde con tirocitos TPO+ que coexpresan 
PD-L1 y HLA-DR con alta intensidad. Las marcas de escala equivalen a 50µm. 
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Anteriormente demostramos mediante citometría de flujo e IFI la alta expresión 

de PD-1 en linfocitos infiltrantes en pacientes con EAT, por ello se estudió de 

forma simultánea la expresión de esta molécula y de su receptor, PD-L1, en esta 

serie de muestras. Si bien no se utilizó de un marcador linfocitario, la mayor parte 

de las células PD-1+ podían identificarse en base a su morfología como linfocitos 

infiltrantes, siendo su distribución similar a la ya observada en las tinciones de 

IFI doble para CD4 + PD-1 y CD8 + PD-1. La presencia de células de aspecto 

linfoide PD-1+ era abundante en todos los tejidos de pacientes con EAT, aunque 

el número de ellas variaba entre muestras. La presencia de infiltrados focales o 

difusos con células PD-1+ parecía no determinar la expresión de PD-L1 en los 

CFTs de folículos colindantes. A pesar de esto, si pudieron observarse algunas 

zonas en las que células PD-1+ se encontraban en la vecindad de zonas con 

abundantes CFTs PD-L1+ (Figura 20). 

 

 

 

 

 

Figura 20. Imagen de inmunofluorescencia indirecta representativa de 
una sección de tiroides de un paciente con enfermedad de Graves que 
muestra un área de expresión de PD-L1 en CFTs próximo a un infiltrado 
focal PD-1+. La marca de escala equivale a 50µm. 
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3. Expresión de CMTM4 y CMTM6 en tiroides 
 
CMTM4 y CMTM6 son proteínas que pertenecen a la superfamilia de moléculas 

tipo quimiocina.  CMTM4 y CMTM6 se expresan de manera ubicua en la mayor 

parte de los tejidos humanos. Tras la endocitosis de las moléculas de PD-L1 

expresadas en superficie CMTM6 inhibe su poliubiquitinación, protegiendo a 

PD-L1 de la proteólisis y favoreciendo su reciclaje. Por su parte, CMTM4 está 

principalmente implicada en la regulación del ciclo celular, actuando como 

inhibidor de la replicación al inducir una acumulación de las células en la fase 

G2/M, sin embargo, recientemente se ha descrito su posible participación en la 

regulación de PD-L1, sobre todo en ausencia de CMTM6 (150–152). 

Con el objetivo de investigar si las diferencias de expresión de PD-L1 observadas 

entre tejidos control y tejidos de pacientes con EAT podían deberse a alteraciones 

en su regulación postraduccional, se estudió mediante IFI simple la expresión de 

CMTM4 y CMTM6 en una serie de secciones de pacientes con BMN (n = 5) y 

pacientes con EGB (n = 7). Tanto CMTM4 como CMTM6 se expresaban con alta 

intensidad en CFTs de todos los tejidos estudiados, siendo independiente tanto 

su patrón de expresión como su intensidad del diagnóstico inicial, un ejemplo de 

esta expresión se muestra en la Figura 21A-B. Estos altos niveles de expresión 

concuerdan con lo descrito a nivel transcripcional por la base de datos GTEx 

(https://m.gtexportal.org), en la que el número de transcritos de CMTM4 y 

CMTM6 en el tiroides, cuantificados mediante ARNseq, están entre los más altos 

de todos los tejidos estudiados.  

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Secciones de tiroides de pacientes con enfermedad de Graves que muestran la 
expresión de (A) CMTM4 y (B) CMTM6 en células epiteliales tiroideas. 

https://m.gtexportal.org/
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4. Expresión de IFN de tipo I y II en tiroides 
 

El análisis transcriptómico de glándulas tiroideas autoinmunes ha demostrado la 

presencia de una signatura de señalización por IFN de tipo I y II en tiroides de 

pacientes con EAT (11). Se ha observado que los CFTs de glándulas que presentan 

tiroiditis focal, o infiltrados extensos como consecuencia de una enfermedad 

autoinmune bien establecida, pueden presentar expresión ectópica de HLA de 

clase II, la cual se ha relacionado con la producción local de distintos tipos de 

interferones. A su vez, se ha demostrado que el IFN‑γ es el principal inductor de 

PD-L1 en diversos tipos celulares, pudiendo además presentar sinergia con el 

efecto de otras citocinas. Mediante IFI triple en secciones de tiroides hemos 

confirmado que tanto HLA-DR como PD-L1 se expresan en CFTs de pacientes 

con EGB, solapándose su expresión en algunas de estas células, es probable que 

la inducción de ambas moléculas en estos tejidos este principalmente regulada 

por la presencia de IFN‑γ. Debido a ello se consideró de interés estudiar la 

expresión de distintos tipos de IFNs en muestras de tiroides de controles y de 

pacientes con EAT. 

 

4.1. Expresión génica relativa de IFNs tipo I y II 
 

Según lo descrito en el apartado correspondiente de Material y métodos, se 

procedió a determinar la expresión relativa de los genes de la familia de los 

interferones IFNA1, IFNA4, IFNB1, IFNG, además del gen SOCS1 inducido de 

forma temprana por IFN‑γ, y que participa en un circuito de regulación negativa 

que controla su señalización. El estudió de su expresión se realizó mediante qPCR 

en muestras de ARN obtenidas de tejido congelado de las glándulas empleadas 

anteriormente para el análisis de la expresión de PD-L1 mediante IFI. 

Se observó un aumento significativo de la expresión relativa de IFNG en muestras 

de pacientes con HT con respecto a muestras de pacientes con EGB (5,6 ± 3,6 vs. 

1,2 ± 2,1, p < 0,05) y a muestras control de BMN (5,6 ± 3,6 vs. 0,8 ± 1,7, p < 0,05) 

(Figura 22A), esto es probablemente debido a la mayor extensión de los 

infiltrados presentes en estos tejidos y al aumento de la inflamación local que esto 

supondría. Aunque pudo observarse un ligero aumento de la expresión en 

muestras de pacientes con EGB frente a controles, este no fue estadísticamente 

significativo. No existió ninguna diferencia en la expresión relativa de los genes 

de IFNs de tipo IFNA1, IFNA4 e IFNB1 entre los distintos grupos de glándulas 

según su diagnóstico. En cuanto a SOCS1, se observa una expresión relativa 
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media superior en muestras de pacientes con HT, lo cual podría estar relacionado 

con la mayor presencia de IFNG, aunque estas diferencias no fueron 

estadísticamente significativas. 

 

 

 

 

 

 

 

4.2. Correlación con la expresión de PD-L1 

 

La expresión de PD-L1 en CFTs no está restringida a tejidos de pacientes con EAT 

bien establecidas, sino que también se observó a bajos niveles en algunas 

muestras de tiroides con BMN, principalmente en aquellos en los que se observó 

la presencia de tiroiditis focal. Por ello se estudió la correlación de cada uno de 

los genes cuya expresión relativa se determinó mediante qPCR con la expresión 

de PD-L1 según la puntuación asignada a cada muestra mediante IFI simple, y 

cuyos criterios se explicaron anteriormente. Existe una correlación positiva entre 

la expresión relativa de IFNG y la puntuación asignada para la expresión de PD-

L1 (r=0,44, p < 0,01), siendo esta independiente del diagnóstico de las muestras 

(Figura 22B). Por el contrario, no se observó ninguna correlación entre la 

expresión de PD-L1 y cualquier de los otros genes estudiados. Esta observación 

indica que es probable que el IFN‑γ sea el responsable de inducir la expresión de 

PD-L1 en CFTs de forma análoga a lo postulado en el caso de HLA de clase II, y 

que, aunque el fenómeno es común en glándulas de pacientes con EAT, este 

puede darse en tejido con tiroiditis focal, aunque esta sea insuficiente para haber 

producido síntomas relacionados en estos pacientes. 

Figura 22. Análisis de la expresión IFNs de tipo I y II en tiroides de controles y pacientes con 
EAT. (A) Expresión relativa de IFNA1, IFNA4, IFNB, IFNG y SOCS1 en tiroides de pacientes con 
BMN, EG y TH. (B) Correlación entre la expresión de los genes estudiados y la puntuación 
asignada a cada muestra en base a la expresión de PD-L1 en tirocitos. 
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5. Inducción in vitro de la expresión de PD-L1 y PD-L2 por efecto de IFN-γ , 
cinética y relación con HLA de clase I y II 

 

En experimentos anteriores demostramos que tiroides de pacientes con EAT 

presentan una expresión aumentada de PD-L1, principalmente en CFTs, mientras 

que su presencia se observa en raras ocasiones en muestras control de pacientes 

con BMN. Además, la clasificación de estos tejidos mediante una escala semi-

cuantitativa en base a dicha expresión, y su correlación positiva con la expresión 

relativa de IFNG mediante qPCR, sugirieron que esta citocina podría tener un 

papel en la inducción de PD-L1 en CFTs. 

Para comprobar el posible efecto del IFN‑γ sobre la expresión de PD-L1 y PD-L2 

se realizaron una serie de cultivos celulares siguiendo el protocolo detallado en la 

sección correspondiente de Material y métodos. Brevemente, tanto cultivos de 

líneas celulares derivadas de tiroides, como cultivos primarios de CFTs, fueron 

cultivados en frascos de 25cm2 y estimulados con diferentes dosis de IFN‑γ 

durante 24 y 48 horas, tras lo cual se analizaron los cambios PD-L1 y PD-L2 a 

nivel de expresión en de proteína en superficie mediante citometría de flujo, y a 

nivel de expresión génica mediante qPCR.  

 

5.1. Líneas celulares 
 

Se emplearon las líneas celulares HT93 (n = 3), TPC-1 (n = 3) y HTH93 (n = 3), 

todas ellas derivadas de tiroides. En el estudio de las líneas celulares no es posible 

comparar entre ellas la MFI para cualquiera de los marcadores empleados, ya que 

entre los experimentos realizados empleando HT93 y las líneas celulares TPC-1 y 

HTH83, hubo un cambió en la plataforma de citometría con la que cuenta el 

laboratorio. Para hacer comparables los datos entre las tres series de cultivos, en 

su lugar se representa la magnitud de variación de la MFI para cada muestra con 

respecto a lo considerado la situación basal, que en este caso son las muestras sin 

estimular (0U/mL IFN‑γ) 24 horas postestimulación. 

Todas las líneas celulares expresan de forma basal HLA de clase I, cuya expresión 

aumenta tras la estimulación con IFN‑γ. La inducción de HLA de clase I se 

observa ya a la concentración más baja utilizada (25U/mL), sin que el uso de 

concentraciones mayores de IFN‑γ tengan un efecto mayor sobre su aumento de 

expresión. En los tres casos la expresión es ligeramente mayor en las muestras 

estimuladas durante 48 horas con respecto a aquellas estimuladas durante 24 
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horas, pero estos cambios no son significativos. Al contrario que lo descrito para 

HLA de clase I, HLA-DR no se expresa de forma basal en ninguna de las líneas 

celulares utilizadas. En el caso de HT93 y TPC-1, ambas procedentes de células 

más diferenciadas, la estimulación con IFN‑γ producía la expresión de HLA-DR 

en la totalidad de las células cultivadas, esta inducción parecía no presentar una 

respuesta dosis-dependiente, aunque aumentaba a las 48 horas con respecto a las 

mismas muestras estimuladas durante 24 horas. Por otro lado, la línea HTH83 

tampoco expresaba HLA-DR en la situación basal, pudiendo inducirse por IFN‑γ, 

aunque solo llega a expresarse en un 40% de las células a las 24 horas y hasta en 

un 70% al cabo de 48 horas de post-estimulación. El aumento de expresión de 

HLA-DR a las 24 horas, al igual que lo ocurrido en las líneas HT93 y TPC-1, no 

presentaba una respuesta dosis dependiente, pero este fenómeno sí que se 

observó tras 48 horas de estimulación donde la expresión aumentaba al emplear 

concentraciones crecientes de IFN‑γ (Figura suplementaria 3). 

Las tres líneas celulares expresaban de forma basal PD-L1 en ausencia de 

estímulos exógenos, aumentando su expresión en respuesta al tratamiento con 

IFN‑γ. Al igual que en el caso de HLA de clase I y HLA-DR, el incremento de la 

expresión tras 24 horas de estimulación no presentaba diferencias entre las 

distintas concentraciones de IFN‑γ empleadas. La respuesta al IFN‑γ a las 48 

horas variaba ligeramente entre las líneas celulares, mientras que HT93 sufría un 

pequeño aumento de la expresión de PD-L1 con respecto a las 24 horas, las líneas 

TPC-1 y HTH83 se caracterizaban por una disminución de la expresión, muy leve 

en el caso de HTH83, pero más marcada en el caso de TPC-1. En el caso de las 

líneas HT93 y TPC-1 si era posible observar una respuesta dosis-dependiente al 

IFN‑γ en las muestras estimuladas durante 48 horas. En cuanto a la magnitud de 

la inducción de PD-L1, la MFI de las muestras estimuladas aumentaba un orden 

de 2-3 veces con respecto a su respectiva situación basal, ligeramente inferior al 

incremento observado en el caso de HLA de clase I, y mucho menor al de HLA-

DR, cuya MFI aumenta del orden de 5-10 veces y 10-30 veces con respecto a la 

situación basal a las 24 y 48 horas postestimulación, respectivamente (Figura 

23A). 
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En el caso de PD-L2, existía una expresión basal, de menor intensidad y que no 

se daba la totalidad de las células analizadas, variando entre un 60% de células 

positivas en la línea HT93 y el 90% en la línea HTH83. La expresión, tanto a nivel 

de porcentaje de células positivas como de variación del MFI con respecto a la 

muestra basal, aumentaba en respuesta al INFγ tras 24 horas de estimulación, de 

nuevo no se evidenciaban cambios dependientes de la concentración de IFN‑γ 

empleado. Curiosamente, el incremento de la expresión de PD-L2 a las 24 horas 

postestimulación, cuando se compara la MFI con cada situación basal 

correspondiente, es superior a la inducción observada para PD-L1 en las tres 

líneas celulares. Al contrario que lo observado con el resto de los marcadores 

estudiados, PD-L2 presentaba una disminución la expresión en las tres líneas 

celulares a las 48 horas postestimulación, siendo esta reducción más marcada en 

la línea HT93, y especialmente en la TPC-1, que llega a reducir la expresión de 

PD-L2 entre 4 y 5 órdenes de magnitud con respecto a la misma situación 

estimulada durante 24 horas (Figura 23B). 

La inducción de HLA-DR, PD-L1 y PD-L2 en respuesta al IFN‑γ se estudia en las 

mismas muestras mediante qPCR. Los resultados se muestran en los tres casos 

Figura 23. Análisis mediante citometría de flujo de la expresión de PD-L1 y PD-L2 en respuesta 
a la estimulación mediante distintas dosis de IFN-γ durante 24 y 48 horas en las líneas celulares 
HT93, TPC-1 y HTH83. En la fila superior (A) se muestra la expresión de PD-L1, y en la fila 
inferior (B) la expresión de PD-L2. Prácticamente el 100% de las tres líneas celulares 
expresaban PD-L1, por lo que solo se muestran el incremento de la MFI. En el caso de PD-L2 el 
incremento de la MFI con respecto a la situación basal se representa mediante barras en el eje 
Y izquierdo, mientras que el porcentaje de células positivas en cada condición se representa 
mediante puntos unidos por líneas en el eje Y derecho. 
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como la expresión relativa de cada uno de los genes con respecto al gen de 

referencia GAPDH, y a su vez se calcula el cambio de esta expresión relativa con 

respecto a la muestra basal (0U/mL IFN‑γ – 24h). En el caso del locus HLA-DR, 

para confirmar su inducción se estudia la transcripción del gen HLADRA, que 

codifica para la cadena α de la proteína (Figura suplementaria 4). A nivel de 

ARN se produce un aumento de su transcripción en respuesta a la estimulación 

mediante IFN-γ en las tres líneas celulares, aunque su expresión con respecto al 

gen GAPDH varía entre ellas, y su respuesta en el tiempo no coincide con las 

cinéticas vistas a nivel de expresión de HLA-DR en superficie en las líneas TPC-1 

y HTH83. En la línea HT93 la inducción de HLA-DRA es mayor en las muestras 

estimuladas durante 48 horas con respecta a las estimuladas durante 24 horas, 

lo cual coincide con los resultados obtenidos mediante citometría de flujo. En la 

línea TPC-1 la expresión relativa de HLADRA es máxima con la concentración de 

IFN-γ más baja empleada, al igual que lo visto en el estudio de HLA-DR mediante 

citometría. Sin embargo, la expresión relativa de HLADRA disminuye a las 48 

horas post-estimulación, mientras que a nivel de expresión en superficie se 

observaba el efecto contrario. Esta línea celular presenta además la mayor 

inducción de la expresión relativa de HLADRA con respecto a la situación basal 

de las tres líneas. En el caso de la línea HTH83 la expresión relativa de HLADRA 

en las muestras estimuladas es la menor observada en las tres las líneas, lo cual 

coincide con lo observado mediante citometría de flujo. A pesar de la baja 

inducción de HLADRA con respecto al gen de referencia, la variación con 

respecto a la muestra basal es comparable con de las líneas HT93 y TPC-1. La 

respuesta a IFN-γ, al igual que en TPC-1, produce el efecto contrario a nivel 

transcripcional que el observado a nivel de expresión de HLA-DR en superficie, 

su expresión aumenta a las 24 horas post-estimulación disminuyendo de nuevo 

tras 48 horas. 

En cuanto a PD-L1, la mayor inducción a nivel transcripcional con respecto a la 

situación basal se obtiene en la línea HT93, y la menor en la línea TPC-1, 

coincidiendo con los resultados obtenidos previamente mediante citometría. Con 

respecto a la cinética de expresión de mARN PD-L1 en el tiempo, los resultados 

obtenidos para la línea celular HT93 coinciden con los observados mediante 

citometría, con una mayor expresión a las 48 horas con respecto a las 24 horas 

post-estimulación (Figura 24A). Sin embargo en las líneas TPC-1 y HTH83, la 

respuesta frente IFN-γ difiere a nivel de expresión de mARN y de la proteína, en 

la primera de ellas la expresión en superficie de PD-L1 es máxima a las 24 horas 

independientemente de la dosis de IFN‑γ empleada, para disminuir a las 48 horas 

post-estimulación, sin embargo a nivel de mARN no se observan diferencias entre 

los distintos tiempo de estimulación; por otro lado, la línea HTH83 muestra un 



 
 

RESULTADOS 

96 
 

comportamiento opuesto, con un gran aumento de los niveles de PD-L1 mARN a 

las 24 horas que descienden de nuevo, y a todas las concentraciones de IFN‑γ 

empleadas, a las 48 horas, mientras que a nivel de la expresión en superficie esta 

es estable en todas las situaciones estudiadas independientemente del tiempo del 

estimulación y la concentración de IFN‑γ. 

 

 

 

 

 

 

 

De forma general, la expresión de PD-L2 a nivel de mARN es menor que la de PD-

L1, coincidiendo con lo observado mediante citometría de flujo (Figura 24B). 

La línea HT93 es la única de las tres que presenta una cinética opuesta entre la 

expresión de mARN y de proteína en superficie, a nivel transcripcional la 

expresión aumenta a las 48 horas con respecto a las 24 horas post-estimulación, 

mientras que, a nivel de expresión de la proteína, esta disminuye 

significativamente a las 48 tras el tratamiento con IFN‑γ, e independientemente 

de la dosis utilizada. Por otro lado, las líneas TPC-1 y HTH83 presentan un 

comportamiento similar entre la expresión de la mARN y de proteína en 

superficie en todas las situaciones de cultivo estudiadas. 

En resumen, las tres líneas celulares empleadas expresaban de manera basal HLA 

de clase I pero no HLA de clase II, a pesar de esto, y en concordancia con la 

literatura disponible, la estimulación con INFγ producía el aumento de los niveles 

Figura 24. Análisis mediante qPCR de la expresión génica relativa de PD-L1 y PD-L2 en 
respuesta a la estimulación mediante distintas dosis de IFN-γ durante 24 y 48 horas en las 
líneas celulares HT93, TPC-1 y HTH83. En la fila superior (A) se muestra la expresión de PD-
L1, y en la fila inferior (B) la expresión de PD-L2. En cada gráfica, en el eje Y izquierdo se 
representa mediante barras la expresión génica relativa de PD-L1 o PD-L2 normalizada con 
respecto a GAPDH, y en el eje Y derecho se representa mediante puntos el incremento de 
expresión con respecto a la situación basal. 
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de HLA de clase I, y la expresión de HLA de clase II en todas ellas. Todas ellas 

presentaban además expresión basal de PD-L1, y a intensidades más bajas, de 

PD-L2, ambas moléculas resultaron igualmente inducibles tras la estimulación 

mediante INFγ. Es necesario tener en cuenta que la magnitud de la inducción 

para cada una de estas proteínas varíaba entre las tres líneas celulares utilizadas 

en función del tiempo de estimulación y la concentración de INFγ utilizada. 

 

5.2. Cultivos primarios 
 

Se realizó la estimulación in vitro de muestras de CFTs obtenidas de tiroides de 

pacientes con BMN (n = 3) como controles y de pacientes con EGB (n = 3). El 

análisis de los datos es similar al realizado para las líneas celulares, con la 

salvedad de que, para el cálculo de la variación de expresión de cada marcador se 

considera la muestra de CFTs no cultivados y obtenidos el mismo día de la 

digestión del tejido como referente basal.  

Los CFTs expresan de forma basal HLA de clase I, aumentando esta con la 

estimulación con IFN-γ. El incremento de la expresión es similar en muestras de 

pacientes con MGN y con EGB tras 24 horas de estimulación, aunque tras 48 

horas el aumento con respecto a la situación basal es bastante mayor en muestras 

de BMN. En ambos tipos de muestra no se observa un efecto dosis-dependiente 

con respecto a la concentración de IFN‑γ utilizada (Figura 25A). Si comparamos 

los incrementos de la expresión de HLA de clase I con los obtenidos previamente 

en las líneas celulares, vemos que la inducción que se produce en cultivos 

primarios es muy superior, del orden de 15 veces en EGB y 25-30 en BMN a las 

48 horas, frente al aumento de 3-6 veces de la expresión con respecto a la 

situación basal en las líneas celulares tras el mismo período de estimulación. Al 

igual que en las líneas celulares, los CFTs primarios en condiciones fisiológicas 

normales no expresan HLA de clase II, es por ello que la expresión en las 

muestras de BMN es mínima, mientras que entorno al 20% de los CFTs de 

pacientes con enfermedad de Graves expresaban HLA-DR de forma basal en los 

tejidos analizados. En ambos casos HLA-DR aumenta su expresión tras la 

estimulación con IFN‑γ, aunque la respuesta y la cinética de inducción difieren 

en CFTs de controles y de pacientes con EGB (Figura 25B). Los cultivos 

primarios de CFTs de pacientes con BMN no sufren cambios en la expresión de 

HLA-DR tras 24 horas de estimulación con IFN‑γ. Sin embargo, tras 48 de cultivo 

se pudo observar un incremento dosis-dependiente de la expresión, tanto a nivel 

de porcentaje de células positivas, como de variación de la MFI con respecto a la 

muestra basal. Curiosamente, en el caso de las muestras de EGB, si bien no había 
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un aumento del porcentaje de células positivas en ausencia de IFN‑γ, sí que se 

constató un aumento de la MFI de estas muestras con respecto a sus respectivas 

situaciones basales. Tras 24 horas de estimulación, y al contrario que en los 

cultivos de BMN, los CFTs sufren un incremento aún mayor de la expresión de 

HLA-DR, aunque este fue principalmente a nivel de la MFI y no del porcentaje de 

células positivas, cuyo aumento fue mínimo. Sin embargo, tras 48 horas de 

estimulación el efecto se invierte, se produce solo un ligero aumento de la MFI 

total para HLA-DR con respecto a las 24 horas postestimulación, pero en cambio 

el porcentaje de CFTs positivos aumenta significativamente. En conjunto, los 

CFTs de EG responden a la estimulación con IFN‑γ con una mayor inducción de 

HLA-DR que los CFTs de BMN. Si comparamos ambos tipos de muestra con las 

líneas celulares cultivadas en las mismas condiciones, el aumento de expresión 

de HLA-DR con respecto a la situación basal es superior en estas últimas, con 

incrementos de la MFI de 5-30 veces a las 48 horas, frente a aumentos de 2-5 

veces con respecto a la situación basal que se observa en los cultivos primarios. 

 

 

 

Figura 25. Análisis mediante citometría de flujo de la MFI para (A) HLA de clase I y (B) HLA-
DR tras la estimulación mediante IFN-γ en cultivos primarios de CFTs de pacientes con bocio 
multinodular y enfermedad de Graves. En las gráficas correspondientes a HLA-DR, en el eje Y 
izquierdo se representa mediante barras el incremento de la MFI con respecto a la situación 
basal, y en el eje Y derecho se representa mediante puntos el porcentaje de células positivas. 
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Como ya se comentó anteriormente en la sección «Expresión de PD-L1 y PD-L2 

en tiroides», el porcentaje de expresión de PD-L1 en CFTs tras la digestión del 

tejido es aparentemente superior en pacientes con EGB con respecto a los 

pacientes con BMN, aunque estas diferencias no resultan estadísticamente 

significativas, debido posiblemente al reducido número de muestras (Figura 

26A). Cabe destacar el hecho de que la expresión de PD-L1 se induce de forma 

espontánea en cultivos primarios de CFTs incluso en ausencia de estímulos 

exógenos. Si comparamos los CFTs cultivados durante 48 horas en ausencia de 

IFN-γ con sus respectivas muestras basales observamos un aumento 

estadísticamente significativo del porcentaje de CFTs PD-L1+ en muestras tanto 

de pacientes con BMN (12,3 ± 3,1 vs. 37,1 ± 8,5; p < 0,01) como de EGB (17,5 ± 

7,7 vs. 55,4 ± 7,4; p < 0,05). Este efecto se observa también en la MFI de PD-L1 

en CFTs, aunque en este caso solo la diferencias entre los cultivos de BMN son 

estadísticamente significativas (150,7 ± 24,8 vs. 416,0 ± 132,6; p < 0,01) (Figura 

26B). Esta expresión espontanea de PD-L1 en cultivo resultó un efecto 

inesperado, por lo que descartamos primero un posible efecto debido a la 

presencia de trazas de endotoxina en los preparados de colagenasa. Con el 

objetivo de descartar esta posibilidad, una muestra de tiroides fue digerida 

siguiendo el protocolo descrito anteriormente, utilizando en paralelo Colagenasa 

IV (3mg/mL) o LiberasaTM TM (2,5µL/mL) como enzimas proteolíticas. La 

LiberasaTM TM (Roche) es una combinación de colagenasas I y II altamente 

purificadas y libres de endotoxinas. No se observaron diferencias en la expresión 

de HLA de clase I, HLA-DR o PD-L1 entre las CFTs obtenidas mediante ambas 

combinaciones de enzimas proteolíticas (Figura suplementaria 5).  

 

 

 

 

 

 

Figura 26. (A) Análisis mediante citometría de flujo de la expresión basal de PD-L1 en CFTs 
de suspensiones celulares obtenidas tras la digestión enzimática de tejido tiroideo de pacientes 
con bocio multinodular y enfermedad de Graves. (B) Inducción espontanea de PD-L1 en 
tirocitos de pacientes con bocio nodular y con enfermedad de Graves tras 24 horas de cultivo en 
ausencia de estimulación. La gráfica izquierda muestra el porcentaje de CFTs PD-L1+, y la 
derecha la MFI para PD-L1 en el conjunto de los CFTs 
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Por otro lado, la respuesta al IFN‑γ es similar en controles y pacientes con 

enfermedad de Graves. Tras la estimulación se observa un aumento de la 

expresión de PD-L1 por encima de los niveles inducidos espontáneamente 

durante el proceso de cultivo. El porcentaje de CFTs PD-L1+ presenta una 

variación mínima en función de la concentración de IFN‑γ utilizada, y alcanza el 

máximo de expresión a las 24 horas postestimulación, manteniéndose su 

expresión estable en las muestras estimuladas durante 48 horas. En cuanto a la 

MFI de PD-L1 en el total de CFTs, esta aumenta igualmente tras la estimulación, 

aunque en ambos tipos de muestra la expresión es ligeramente superior en los 

cultivos estimulados durante 48 horas con respecto a aquellos estimulados 

durante 24 horas (Figura 27A). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. Análisis mediante citometría de flujo de la expresión de PD-L1 y PD-L2 en respuesta 
a la estimulación mediante distintas dosis de IFN-γ durante 24 y 48 horas en CFTs de pacientes 
con bocio multinodular y enfermedad de Graves. En la fila superior (A) se muestra la expresión 
de PD-L1, y en la fila inferior (B) la expresión de PD-L2. En el eje Y izquierdo se representa 
mediante barras el incremento de la MFI con respecto a la situación basal, y en el eje Y derecho 
se representa mediante puntos el porcentaje de células positivas. 
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Al contrario de lo descrito para PD-L1, PD-L2 no se expresa de forma basal en 

CFTs de controles o pacientes con EGB. Su expresión tampoco se ve afectada por 

el proceso de cultivo, y no se observa la inducción espontanea descrita 

previamente para PD-L1. La estimulación mediante IFN‑γ aumenta ligeramente 

el porcentaje de CFTs PD-L2+ hasta un máximo del 15-20% de las células totales, 

sin observarse diferencias entre la estimulación durante 24 y 48 horas (Figura 

27B). A pesar de esto, la expresión de PD-L2, cuando se produce, es siempre con 

intensidades de señal muy bajas, siendo difícil en ocasiones establecer un punto 

de corte con respecto a la población negativa incluso con utilizando un control de 

isotipo adecuado. 

De nuevo se confirmaron los resultados obtenidos mediante citometría de flujo a 

nivel de la expresión de mARN mediante qPCR. HLA-DRA se induce en todos los 

casos en respuesta al IFN‑γ, aunque el aumento de su expresión relativa con 

respecto al GAPDH es muy variable entre muestras independientemente del 

diagnóstico inicial del tejido de origen. Sin embargo, el aumento en cada muestra 

con respecto a su propia situación basal siempre fue superior en las muestras de 

BMN, mientras que en las de EGB este aumento es mínimo (Figura 

suplementaria 8).  

La respuesta al IFN‑γ de CFTs de BMN y EGB coincide a niveles de mARN con 

los descritos previamente mediante citometría de flujo, observándose un 

incremento significativo de la transcripción de PD-L1, con una inducción mínima 

del mARN codificante para PD-L2 (Figura 28A-B). Es interesante que, si bien 

la expresión de ambas proteínas en respuesta a la estimulación in vitro es 

bastante consistente entre muestras del mismo grupo, a nivel de mARN la 

cinética de inducción a 24 y 48 horas post-estimulación puede variar entre 

muestras sin que esto se refleje, aparentemente, en los niveles de expresión de la 

proteína en superficie. Mientras que en todos los casos la expresión proteica 

aumenta ligeramente a las 48 horas con respecto a las 24 horas post-

estimulación, a nivel transcripcional podemos encontrarnos muestras en las que 

los niveles de mARN disminuyan considerablemente a las 48 horas con respecto 

a las 24 horas. 

En resumen, de forma similar a lo observado en los experimentos de inducción 

en las líneas celulares, las CFTs en condiciones normales expresan de forma basal 

HLA de clase I, aunque en cuanto a HLA de clase II, estas proteínas no se 

expresan en el caso de muestras de pacientes con BMN, pero si que se expresan 

en una proporción variable de CFTs de pacientes con EGB. En ambos casos el 

tratamiento con IFN-γ produce un aumento de la expresión, aunque la cinética 

de respuesta varía entre muestras de pacientes con BMN y EGB. En cuanto a los 
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ligandos de PD-1, PD-L1 se expresa basalmente a intensidades muy bajas en un 

porcentaje muy pequeño de CFTs, siendo su expresión aparentemente mayor en 

muestras de pacientes con EGB; en cuanto a PD-L2 su expresión es negativa en 

todas las muestras examinadas. Ambas proteínas aumentan su expresión en 

respuesta a la estimulación con IFN-γ, aunque la inducción es mucho mayor en 

el caso de PD-L1, tanto a nivel de porcentaje de células positivas como de la 

intensidad de la señal observada. Cabe destacar que en el caso de PD-L1 su 

expresión aumentaba considerablemente en CFTs tras 24 horas de cultivo en 

ausencia de estímulo, siendo este fenómeno común a las muestras obtenidas de 

pacientes con BMN y EGB. 

 

 

 

 

 

 

Figura 28. Análisis mediante qPCR de la expresión génica relativa de (A) PD-L1 y (B) PD-L2 
en respuesta a la estimulación mediante distintas dosis de IFN-γ durante 24 y 48 horas en 
cultivos primarios de CFTs de pacientes con BMN y EG. En cada gráfica, en el eje Y izquierdo 
se representa mediante barras la expresión génica relativa de PD-L1 o PD-L2 normalizada con 
respecto a GAPDH, y en el eje Y derecho se representa mediante puntos el incremento de 
expresión con respecto a la situación basal. Debido a la variabilidad entre las muestras los 
resultados se representan de forma individualizada. 
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ANÁLISIS DE LA INTERACCIÓN DE CMSPs Y CFTs 

 

En experimentos anteriores demostramos que, en muestras de tiroides y sangre 

periférica de pacientes con EGB los linfocitos T infiltrantes del tiroides presentan 

una mayor expresión del receptor inhibidor PD-1 que los linfocitos T circulantes. 

La expresión de PD-L1, principal ligando de PD-1, se detectó en los CFTs de la 

mayor parte de los tejidos procedentes de pacientes con EAT analizados (86%), 

pero solo en una pequeña proporción de las secciones obtenidas de pacientes con 

BMN (25%), en las que además la expresión solía afectar a un menor número de 

CFTs. Por último, y de acuerdo con lo descrito previamente para otros tipos 

celulares, demostramos que, tanto las líneas celulares derivadas de tiroides 

HT93, TPC-1, y HTH83, como cultivos primarios de CFTs de pacientes con EGB 

o BMN, son capaces de expresar altos niveles de PD-L1 en respuesta a la 

estimulación con IFN-γ. 

Estos hallazgos sugieren que las CFTS responden in vivo a el microambiente 

inflamatorios propio de la EGB expresando, entre otras moléculas, PD-L1. La 

unión del PD-L1 en la superficie de las CFTs al PD-1 presente en los linfocitos T 

infiltrantes del tiroides podría favorecer la inhibición de estos últimos, atenuando 

las respuestas autoinmunes y contribuyendo a los mecanismos de tolerancia 

periférica ya conocidos. 

Para estudiar el efecto de la expresión de PD-L1 por parte de las CFTS en la 

activación y proliferación de CMSPs, se diseñaron los experimentos de cultivos 

mixtos entre CMSPs y CFTs o la línea celular TPC-1 que se describen en los 

siguiente apartado.  

 

1. Cocultivo autólogo de CMSPs y CFTs 
 

Transcurridas 72 horas tras el establecimiento del cocultivo, según se describe en 

la sección correspondiente de Material y métodos, se estudiaron los efectos de la 

interacción entre CMSPs y CFTs valorando los cambios fenotípico en ambos tipos 

celulares mediante citometría de flujo, según protocolo de selección mostrada en 

la Figura 6 de Material y métodos.  

Como ya se mencionó anteriormente, la digestión del tejido tiroideo genera una 

suspensión que, además de células libres, contiene una gran cantidad de 

agregados de CFTs, lo que dificulta su contaje para conseguir la concentración 

deseada para la preparación de las distintas condiciones de los experimentos de 

cocultivo. Por ello se consideró necesario comprobar si las proporciones de 
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cultivo CTF:CMSP calculados se correspondían con los obtenidos 

experimentalmente. Este cálculo se realizó una vez finalizado el experimento, 

para ello se tuvo en consideración que la proliferación de CFTs y CMSPs en cultivo 

en ausencia de estímulos es casi nula, con lo cual el número de células presentes 

al inicio y al final del cocultivo en los pocillos de control debería de mantenerse 

constante (Figura suplementaria 7). 

Adicionalmente cabe destacar que, la adición de anticuerpos bloqueantes anti-

IFN-γ o de anticuerpos estimulantes anti-CD3/CD28 no parece afectar al número 

o la morfología de las CFTs presentes en los cultivos control.  

 

1.1. Efecto del cocultivo con células foliculares tiroideas (CFTs) sobre los 
linfocitos autólogos activados in vitro 

 

Tras la obtención de las muestras de CMSPs no se observaron diferencias 

significativas entre controles y pacientes con enfermedad de Graves en la 

proporción de las poblaciones CD45+CD4+ (40,6 ± 8,4 vs 47,8 ± 16,3, p > 0,05), 

CD45+CD8+ (18,7 ± 8,7 vs 16,5 ± 5,0, p > 0,05), o CD45+CD4-CD8- (26,7 ± 3,5 

vs 23,8 ± 13,6, p > 0,05). Tampoco hubo diferencias significativas en el grado de 

expresión de PD-1 entre ambos grupos de muestras (34 ± 18 vs 32,8 ± 9,7, p > 

0,05; 28 ± 9,6 vs 28,5 ± 7,6, p > 0,05;  4,8 ± 1,5 vs 4,1 ± 1,6, p > 0,05; en 

CD45+CD4+, CD45+CD8+ y CD45+CD4-CD8-, respectivamente) antes de 

sembrarlos en presencia de los CFTs en los experimentos de cocultivo (Figura 

29A). Por otro lado, el cultivo durante tres días no afectó por sí mismo a la 

proporción de subpoblaciones T CD45+CD4+ (40,6 ± 8,4 vs 36,6 ± 16,8, p > 0,05; 

y 47,8 ± 16,3 vs 59,9 ± 11,9, p > 0,05), CD45+CD8+ (18,7 ± 8,7 vs 19,5 ± 4,4, p > 

0,05; y 16,5 ± 5,0 vs 18,6 ± 5,5, p > 0,05), o CD45+CD4-CD8- (26,7 ± 3,5 vs 24 ± 

2,3, p > 0,05; y 23,8 ± 13,6 vs 17,7 ± 8, p > 0,05) en controles y pacientes con 

enfermedad de Graves respectivamente (Figura 29B-C). 

 



 
 

RESULTADOS 

105 
 

 

 

 

 

El cultivo de CMSPs estimulados con anti-CD3/CD28 en presencia de CFTs 

autólogos indujo una disminución significativa del porcentaje de células CD4+ y 

CD8+ respecto al total de células CD45+. La reducción del porcentaje de 

linfocitos T con respecto al total de células CD45+ fue máxima en los pocillos con 

mayor cantidad de CFTs, y menor en los cocultivos con menos CFTS, guardando 

una relación inversa con el número de CFTs. De forma paralela, en los cocultivos 

con mayor proporción de CFTs se produjo también una marcada reducción del 

número total de células CD45+. La reducción de los porcentajes de linfocitos CD4 

y CD8 fue menos acentuado en los cultivos en los que no se activaron los 

linfocitos, en ellos no se observó además la reducción del número total de células 

CD45+. La adición de anticuerpos bloqueantes anti-IFN-γ no modifico la 

magnitud de estos efectos en ninguna de las condiciones experimentales (Figura 

30). Es interesante que la proporción CD4/CD8 de mantuvo en las diferentes 

condiciones de cocultivo a pesar de la reducción de sus proporciones respecto a 

las células CD45+ y la reducción generalizada de las CMSP en algunos cultivos 

(Figura suplementaria 8). Estas observaciones se aplican tanto a los 

cocultivos de muestras de donantes de órganos, como de pacientes con EG. 

Figura 29. (A) Análisis de la proporción de linfocitos CD4+, CD8+ y CD4-CD8- sobre el total 
de células CD45+ y de su expresión de PD-1 en muestras de CMSP de donantes de órganos y 
pacientes con EG antes del cocultivo. (B-C) Comparación de las proporción de los linfocitos 
CD4+, CD8+ y CD4-CD8- sobre el total de CD45+ entre el momento basal y tres días tras su 
cultivo sin estimular en muestras de (B) donantes de órganos y (C) pacientes con EG. 
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Figura 30. Proporción media de linfocitos CD4+, CD8+ y CD4-CD8- recuperados de cada 
pocillo tres días tras el inicio de cocultivo en muestras de (A) donantes de órganos y (B) 
pacientes con enfermedad de Graves. El tamaño de los gráficos es directamente proporcional a 
la cantidad media de células CD45+ recuperadas de cada condición. Los asteriscos muestran 
diferencias significativas en la proporción de células CD4 o CD8 con respecto a su 
correspondiente control en el que sembró inicialmente CMSPs sin CFTs. *p < 0,05; **p < 0,01. 
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Por otra parte, y como era de esperar, la proporción de las poblaciones de 

linfocitos T PD-1+ aumentó significativamente en los cultivos activados con anti-

CD3/CD28, sin que la presencia de anticuerpo bloqueante anti-IFN-γ tuviese 

efecto sobre esta inducción (Figura 31). En todos los casos, la presencia de CFTs 

-sin importar la proporción- en los cocultivos no tuvo ningún efecto sobre el 

porcentaje de linfocitos T PD1+ tanto en la muestra de pacientes con EG como de 

controles. Por otro lado, la población CD45+CD4-CD8- presentó también un 

incremento de la proporción de células PD-1+ tras la activación con 

antiCD3/CD28, sin embargo, esta inducción fue muy inferior a la observada en 

células T. En este caso, la presencia de CFTs inhibió la inducción de PD-1 en todas 

las proporciones de cocultivo estudiadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31. Expresión de PD-1 en linfocitos CD4+, CD8+ y CD4-CD8- tras el cocultivo en 
muestras de (A) donantes de órganos y (B) pacientes con enfermedad de Graves. La 
estimulación con anticuerpos anti-CD3/CD28 produce un aumento significativo de la expresión 
de PD-1 en células CD4+ y CD8+ que es independiente de la presencia de CFTs. El área gris de 
cada gráfica representa la media (línea continua) ± la desviación estándar en las muestras 
previamente a su cultivo. *p < 0,05 ; **p < 0,01 ; ***p < 0,001; ****p < 0,0001. 
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En paralelo, se analizó mediante citometría de flujo la proliferación celular de las 

poblaciones de linfocitos T empleando la prueba de dilución de CFSE (Figura 

32).  

 
  Figura 32. Imagen representativa de la cuantificación de la proliferación celular en las 
subpoblaciones de linfocitos CD4+, CD8+ y CD4-CD8- en respuesta a las distintas condiciones 
experimentales presentes en el cocultivo. El eje X de los histogramas muestra la intensidad de 
señal para el CFSE, correspondiendo cada uno de los picos observados con una generación de 
células cuya intensidad de señal será inversamente proporcional al número de divisiones 
celulares que habrán sufrido. 
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La presencia de números crecientes de CFT en los cocultivos produce una 

inhibición progresiva de la proliferación inducida por anti-CD3/CD28 en los 

linfocitos T CD4 y CD8. Como es de esperar, la proliferación de esta población en 

los pocillos tratados con anti-CD3/CD28 es muy inferior a la de las células T, sin 

embargo, su proliferación también disminuye con la presencia de CFTs en 

cocultivo. Este efecto también se produce tanto en las muestras procedentes de 

pacientes con enfermedad de Graves como de donantes de órganos (Figura 33).  

 

 

 

 

 

 

El índice de división (ID) permite comparar cuantitativamente la proliferación de 

los linfocitos T en el conjunto de los pocillos estimulados, aquellos tratados con 

Anti-CD3/Anti-CD28 y Anti-CD3/Anti-CD28 + Anti-IFN-γ, con el ratio real de 

cocultivo calculado más arriba, observándose que existe una correlación directa 

entre el ratio CMSP:CFT y el ID de las células CD4 (r = 0,82 en controles, p > 

0,001; y r = 0,41 en EGB, p > 0,05) y de las células CD8 (r = 0,78 en controles, p 

> 0,001; y r = 0,59 en EGB, p > 0,01) (Figura 34). Por lo tanto, la proliferación 

de linfocitos T es mayor cuanto menor es el número de tirocitos en el cocultivo. 

En algunos experimentos, pero no todos, la proliferación en los pocillos en los 

que la ratio linfocitos tirocitos es 1:16, es igual a la de los pocillos sin tirocitos. En 

Figura 33. Análisis de la proliferación celular de linfocitos CD4+, CD8+ y CD4-CD8- tras la 
finalización del cocultivo en muestras de (A) donantes de órganos y (B) pacientes con 
enfermedad de Graves. El cocultivo con concentraciones crecientes de CFTs produce una 
disminución de la proliferación que afecta especialmente a linfocitos T. *p < 0,05 ; **p < 0,01 ; 
***p < 0,001. 
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algunas de las condiciones experimentales estudiadas, la reducción del número 

total de células CD45+ en cultivo en combinación con índices de división elevados 

sugiere la coexistencia de fenómenos de proliferación y muerte celular (Ver 

discusión). 

El uso de anticuerpo bloqueante anti-IFN-γ no parece modificar este fenómeno, 

ya que no se observan diferencias significativas en la proliferación entre las 

CMSPs estimuladas tratadas o no tratadas con él. 

 

 

 

 

1.2. Efecto del cocultivo con células mononucleares de sangre periférica 
(CMSP) sobre las células foliculares tiroideas (CFT) autólogas activados 
in vitro 

 

En primer lugar, se determinaron los niveles basales de HLA-DR y PD-L1 en los 

tirocitos de glándulas de controles y de pacientes afectos de Graves. Como se 

describe en Material y métodos, para su análisis mediante citometría de flujo se 

consideraron CFTs las células CD45- y con morfología compatible. La expresión 

de PDL1 fue similar en los CFTs de controles y pacientes mientras que la de HLA-

DR fue claramente mayor en estos últimos como se ha descrito (Figura 

suplementaria 9). 

Figura 34. Análisis de la correlación entre el índice de división de linfocitos T estimulados con 
anti-CD3/CD28 con el ratio final de cocultivo cuantificado en los controles correspondientes 
para cada pocillo. Correlación entre ambos parámetros en (A) donantes de órganos y (B) 
pacientes con enfermedad de Graves. Se observa una correlación positiva estadísticamente 
significativa en células CD4 y CD8 en ambos tipos de muestra. Las líneas discontinuas muestran 
la media del índice de división (ID) en los pocillos de control no cultivados en presencia de CFTs 
y estimulados con anti-CD3/CD28. *p < 0,05 ; **p < 0,01 ; ***p < 0,001. 
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La expresión de HLA-DR y PD-L1 se analizó en las pocillos de CFTs cultivados en 

ausencia de CMSPs y en los pocillos cocultivados en proporción 1:2. El número 

de CFTs el resto de las condiciones de cocultivo se consideró insuficiente para su 

análisis. Mediante el uso de un microscopio invertido se comprobó que la 

presencia de CMSPs no afectó a la celularidad de la monocapa de tirocitos o a su 

morfología (Datos no mostrados). 

 

En ausencia de estimulación, y a día 3 de cultivo, el porcentaje de CFTs HLA-DR+ 

es ligeramente mayor en los cocultivos que en los cultivos en ausencia de CMSPs, 

especialmente en las muestras control, aunque estos cambios no son 

estadísticamente significativos (1,8 ± 0,5 vs 6,8 ± 7,4 en controles, p > 0,05; 13 ± 

12,8 vs 15,5 ± 15,3 en EG, p > 0,05). La adición de anticuerpos anti-CD3/CD28 

aumentó la expresión de HLA-DR en los CFTs, tanto el porcentaje de células 

positivas como la MFI. Este efecto, aunque menor, se observó también en las 

CFTs cultivadas en ausencia de CMSPs (Figura 35). El efecto en los cultivos de 

tirocitos en ausencia de CMSPs es probable que se deba a la presencia de 

linfocitos residuales a pesar del lavado de células no adherentes que se lleva a 

cabo a las 18 horas tras la siembra de los tirocitos. En las muestras activadas con 

anti-CD3/CD28 la adición de anticuerpos neutralizantes anti-IFN-γ disminuye 

significativamente la expresión de HLA-DR a nivel del porcentaje de CFTs 

positivas y de la MFI de la población total. La respuesta de las CFTs al cocultivo 

con CMSPs y a las distintas condiciones experimentales es similar en las muestras 

control y las muestras de pacientes con EG, salvo que tanto los niveles de partida 

como máximos de expresión de HLA-DR son mayores en los tirocitos 

procedentes de glándulas afectas de enfermedad de Graves. 
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Como se comentó anteriormente, en ausencia de estímulos la expresión de PD-

L1 aumenta espontáneamente en las CFTs durante el cultivo, siendo este 

aumento mayor en las muestras de pacientes con EGB (7,7 ± 1,5 vs 20,9 ± 10,5 en 

controles, p > 0,05; 8,9 ± 3,7 vs 45,7 ± 7,2 en EG, p < 0,01). Al igual que en el 

caso de HLA-DR, el porcentaje de CFTs PD-L1+ aumenta ligeramente cuando 

estas son cultivadas en presencia de CMSPs incluso en ausencia de estímulos 

(20,9 ± 10,5 vs 37,36 ± 25,1 en controles, p > 0,05; 45,7 ± 7,2 vs 50,4 ± 4,6 en EG, 

p > 0,05), aunque estos cambios no son significativos. De nuevo, la adición de 

anticuerpos anti-CD3/CD28 aumenta considerablemente los niveles de 

expresión de PD-L1, tanto el porcentaje de CFTs positivas como la MFI global de 

la población. En este caso el efecto del anticuerpo bloqueante anti-IFN-γ no 

Figura 35. De izquierda a derecha, porcentaje de CFTs HLA-DR+ y MFI de HLA-DR en el 
conjunto de CFTs tras la finalización del cocultivo en muestras de (A) donantes de órganos y (B) 
pacientes con enfermedad de Graves. La estimulación de los cultivos mediante anti-CD3/CD28 
produce un aumento del número de CFTs HLA-DR+, así como un aumento de la MFI del total 
de los tirocitos. El área gris de cada gráfica representa la media (línea continua) ± la desviación 
estándar en las muestras previamente a su cultivo. *p < 0,05; ***p < 0,001; ****p < 0,0001. 
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afecta al porcentaje de CFTs que pasan a ser PD-L1+, aunque si disminuye la 

intensidad de la señal detectada en el conjunto de la población de estas células 

(Figura 36). 

 

 

2. Cocultivo de CMSPs con la línea celular TPC-1 
 

A diferencia los cultivos primarios de tirocitos, en los que estos apenas proliferan 

durante los primeros días de cultivo, las células de la línea TPC-1, con un tiempo 

de duplicación aproximado de 18 horas, se dividen activamente. Esto dificulta 

mantener las proporciones TPC-1:CMSP incluso en cultivos muy cortos como los 

presentes. Para determinar el número a sembrar, se realizó una serie de cultivos 

Figura 36. De izquierda a derecha, porcentaje de CFTs PD-L1+ y MFI de PD-L1 en el conjunto 
de CFTs tras la finalización del cocultivo en muestras de (A) donantes de órganos y (B) pacientes 
con enfermedad de Graves. La estimulación de los cultivos mediante anti-CD3/CD28 produce 
un aumento del número de CFTs PD-L1+, así como un aumento de la MFI del total de los 
tirocitos. El área gris de cada gráfica representa la media (línea continua) ± la desviación 
estándar en las muestras previamente a su cultivo. *p < 0,05; ***p < 0,001; ****p < 0,0001. 
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sembrando cantidades decrecientes de células TPC-1 por pocillo. Se estableció así 

la cantidad de 2000 células TPC-1 como la cantidad mínima necesaria para 

obtener una monocapa con una confluencia entre el 80-90% tras las 72 horas de 

duración del experimento. A partir de esta suspensión celular se obtuvieron y 

sembraron diluciones seriadas 1:2 para conseguir pocillos con cantidades 

decrecientes de células TPC-1. Se consiguió de esta manera obtener tras 72 horas 

ratios de TPC-1:CMSP crecientes, sin embargo, las proporciones iniciales 

conseguidas fueron muy inferiores a los cocultivos primarios, al menos 

inicialmente (Figura suplementaria 10). En estos experimentos se debe 

presumir, aunque no se han tipificado para HLA ni la línea ni los donantes de 

CMSP, que trabajamos con cultivos mixtos alogénicos. 

 

Como se explicó en el apartado anterior, en los cultivos autólogos con CFTs, la 

presencia de CMSPs no producía cambios en la densidad de la monocapa formada 

por las células epiteliales en ninguna de las condiciones experimentales 

estudiadas. De igual manera, en el caso de los cultivos alogénicos con la línea 

TPC-1, mediante el uso de un microscopio invertido se comprobó que la 

monocapa formada por estas células permaneció inalterada al cocultivarse estas 

con CMSPs en ausencia de estimulación (Datos no mostrados). Sin embargo, y a 

diferencia de lo observado en los cocultivos primarios de tirocitos, al estimular 

los cocultivos con anticuerpos anti-CD3/CD28 el número de células TPC-1 

disminuía significativamente. Este efecto parece ser dependiente de la presencia 

de CMSPs, ya que no se observó en los pocillos de control con TPC-1 tratadas con 

anti-CD3/CD28 en ausencia de CMSPs (Figura 37). 

 

 

 

Figura 37. Número total de células CD45- recuperadas de cada pocillo tras la finalización del 
cocultivo en experimentos con (A) TPC-1 y (B) CFTs de donantes de órganos y pacientes con 
enfermedad de Graves. La estimulación con anti-CD3/CD28 produce una disminución 
significativa del número de células TPC-1 en cocultivo con CMSPs, este efecto no se observa en 
cultivos primarios de CFTs. *p < 0,05; ***p < 0,001; ****p < 0,0001. 
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2.1. Las células TPC-1 tienen un efecto negativo parcial sobre los linfocitos T 
autólogos activados in vitro 

 

El análisis previos al establecimiento de los cocultivos no mostraron diferencias 

en la proporción de las poblaciones CD4+ y CD8+, ni en su grado de expresión de 

PD-1, con respecto a las muestras de controles y pacientes con enfermedad de 

Graves estudiadas previamente (Datos no mostrados). 

Al igual que en los cultivos autólogos con CFTs, el cocultivo de tirocitos de la línea 

TPC-1 con CMSPs indujo una disminución del porcentaje de células CD4+ y 

CD8+ respecto al total de células CD45+. En este caso, este efecto pareció no 

verse acentuado por la activación de los linfocitos mediante anti-CD3/CD28, 

aunque las únicas diferencias estadísticamente significativas se encontraron en 

los pocillos control no estimulados. De forma general, el cocultivo de las CMSPs 

en presencia de la línea TPC-1 pareció inducir un ligero aumento del número total 

de células CD45+, siendo este incremento mayor en los pocillos con mayor 

número de células TPC-1 (Figura 38). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 38. Proporción media de linfocitos CD4+, CD8+ y CD4-CD8- recuperados de cada 
pocillo tres días tras el inicio de cocultivo con células de la línea TPC-1. El tamaño de los 
gráficos es directamente proporcional a la cantidad media de células CD45+ recuperadas de 
cada condición. Los asteriscos muestran diferencias significativas en la proporción de células 
CD4 o CD8 con respecto a su correspondiente control en el que sembró inicialmente CMSPs 
sin CFTs. *p < 0,05; **p < 0,01. 
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Como se muestra en la figura 39, los linfocitos T proliferan adecuadamente en 

respuesta a la activación anti-CD3/CD28, pero a diferencia de lo observado en los 

cocultivos con tirocitos autólogos, las células TPC-1 no inhiben esta proliferación. 

En este caso, se observa incluso una ligera tendencia al aumento del índice de 

división de CD4 y CD8 cuando estos se cocultivan con TPC-1 aunque estas 

diferencias tampoco son estadísticamente significativas. 

 

 

 

 

En cuanto a la expresión de PD-1, ambas subpoblaciones de linfocitos T 

expresaron altos niveles de este receptor tras la estimulación con anticuerpos 

anti-CD3/CD28. Los porcentajes de células CD4+PD-1+ y CD8+PD-1+ fueron 

ligeramente inferiores en las muestras tratadas de forma adicional con 

anticuerpo bloqueante anti-IFN-γ, aunque las diferencias con respecto a aquellas 

no tratadas no fueron estadísticamente significativas. Este efecto, como ya 

observó en los cultivos autólogos, no se vio influenciado por la presencia de 

distintas cantidades de células TPC-1. La población de linfocitos CD4-CD8- no 

presenta un aumento significativo de la expresión de PD-1 tras la activación 

mediante anti-CD3/CD28 en ninguna de las condiciones de cultivo (Figura 40). 

 

Figura 39. Análisis de la proliferación celular de linfocitos CD4+, CD8+ y CD4-CD8- tras la 
finalización del cocultivo con células de la línea TPC-1. El cocultivo con concentraciones 
crecientes de TPC-1 no afecta de forma significativa a la proliferación de las subpoblaciones de 
linfocitos estudiadas. 
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2.2. Efecto del cocultivo sobre las células TPC-1 
 

Como ya describimos en apartados anteriores, la línea celular TPC-1 expresa de 

forma basal PD-L1, pero no HLA-DR. En los pocillos control en los que TPC-1 se 

cultiva en ausencia de CMSPs, se observa que la expresión de ambas moléculas 

no se ve afectada por el tratamiento de la línea celular con anti-CD3/CD28 o con 

anti-IFN-γ (Figura 41). 

Sin embargo, el porcentaje de células TPC-1 HLA-DR+ aumenta cuando estas son 

cocultivadas con CMSPs incluso en ausencia de estimulación, disminuyendo de 

nuevo la expresión cuando se añade al medio anti-IFN-γ, aunque las diferencias 

no resultaron estadísticamente significativas. En cambio, la estimulación de los 

pocillos de cocultivo TPC-1:CMSP mediante anti-CD3/CD28 o anti-CD3/CD28 + 

anti-IFN-γ produce un incremento significativamente estadístico del porcentaje 

de TPC-1 HLA-DR+ con respecto a la misma muestra no estimulada (21 ± 35,4 vs 

91,6 ± 6,1, p < 0,0001; 21 ± 35,4 vs 76,5 ± 16,6 p < 0,0001; respectivamente). La 

MFI para HLA-DR de la población TPC-1 en cocultivo con CMSP se comporta de 

una forma similar, aumentando significativamente en el pocillo tratado con anti-

CD3/CD28 con respecto al no estimulado (2,4 ± 3 vs 91,1 ± 68,7, p < 0,0001). 

Aunque en este caso, el descenso producido por el bloqueo del IFN-γ es mayor, 

por lo que no hay diferencias significativas entre los pocillos de cocultivo sin 

estimular y los tratados con anti-CD3/CD28 + anti-IFN-γ. 

En cuanto al porcentaje de expresión de PD-L1 en la línea TPC-1, este se mantiene 

constante, siendo de casi del 100% en todas las condiciones experimentales 

Figura 40. Expresión de PD-1 en linfocitos CD4+, CD8+ y CD4-CD8- tras el cocultivo con 
células de la línea TPC-1. La estimulación con anticuerpos anti-CD3/CD28 produce un aumento 
significativo de la expresión de PD-1 en células CD4+ y CD8+ que es independiente de la 
presencia de CFTs. El área gris de cada gráfica representa la media (línea continua) ± la 
desviación estándar en las muestras previamente a su cultivo. *p < 0,05 ; **p < 0,01 ; ***p < 
0,001; ****p < 0,0001. 
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estudiadas. Sin embargo, y al igual que lo ya descrito para HLA-DR, cuando la 

línea TPC-1 se cultiva en presencia de CMSPs, la MFI de estas células para PD-L1 

aumenta significativamente con respecto a los pocillos no estimulados cuando se 

estos se tratan con anti-CD3/CD28 (35,75 ± 8,7 vs 169,7 ± 71,2, p < 0,0001) y con 

anti-CD3/CD28 + anti-IFN-γ (35,75 ± 8,7 vs 106,7 ± 43,8, p < 0,01). En este caso, 

el descenso de la MFI para PD-L1 de los pocillos estimulados cuando 

adicionalmente se bloquea con anticuerpos anti-IFN-γ, si resulto 

estadísticamente significativo (169,7 ± 71,2 vs 106,7 ± 43,8, p < 0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 41. Porcentaje de células positivas y MFI de en el conjunto de TPC-1 para (A) HLA-DR 
y (B) PD-L1 tras la finalización del cocultivo con CMSPs. La estimulación de los cultivos 
mediante anti-CD3/CD28 produce un aumento del porcentaje de TPC-1 HLA-DR+, así como 
un aumento de la MFI para PD-L1 y HLA-DR. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 
0,0001. 
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ANALISIS TRANCRIPTOMICO DE TIROIDES CON DIFERENTES 

GRADOS DE TIROIDITIS DE LA COLECCION GTEx (GENOTYPE TISSE 

EXPRESSION PROJECT) 

 
Como ya se comentó anteriormente, la presencia de infiltrados focales o tiroiditis 

subclínica es un fenómeno común en la población general, especialmente la de 

mayor edad. Este hecho ha permitido que, incluso en una colección de tejidos no 

dirigida al estudio de la autoinmunidad, haya sido posible recoger una gran 

cantidad de datos de tiroides con grados diversos de tiroiditis autoinmune. 

La estrategia ha consistido en combinar los datos histológicos, y los datos 

asociados de expresión de ARN en las muestras recogidas en el proyecto GTEx. 

Esto nos ha permitido analizar datos de 332 muestras de tiroides.  

 

1. Clasificación histológica – GTEx 
 

Mediante la funcionalidad Histology Viewer del repositorio público de datos del 

proyecto GTEx (https://www.gtexportal.org/home/) se evaluó el grado de 

infiltración linfocitaria en cortes histológicos de 336 pacientes.  

 

 

 

 

 
 

ELI SFI ELI 

    

Número de muestras (%) 262 (78,9%) 49 (14,8%) 21 (6,3%) 

    

Sexo (%)    

Mujer 89 (34%) 21 (42,9%) 14 (66,7%) 

Hombre 173 (66%) 28 (57,1%) 7 (33,3%) 

    

Rango de edad (%)    

20-29 20 (7,6%) 3 (6,1%) 2 (9,5%) 

30-39 12 (4,6%) 4 (8,2%) 0 (0%) 

40-49 44 (16,8%) 11 (22,4%) 7 (33,3%) 

50-59 103 (39,3%) 10 (20,4%) 4 (19%) 

60-69 79 (30,2%) 21 (42,9) 8 (38,1%) 

70-79 4 (1,5%) 0 (0%) 0 (0%) 

Tabla 6. Resumen de los datos demográficos de los grupos de tejidos 
definidos en base al grado de infiltración linfocitaria observado en las 
imágenes histológicas publicadas por el proyecto GTEx. 

https://www.gtexportal.org/home/
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De los 336 tejidos analizados, 4 de ellos fueron excluidos del estudio tras 

observarse la presencia de adenoma incidentales, los 334 restantes son 

clasificados en base a los criterios previamente descritos (Tabla 6). Se identifican 

261 (78%) tejidos con ausencia de infiltrado linfoide (NIT), 49 (15%) tejidos con 

presencia de pequeños infiltrados focales (SFI), y 21 (6%) tejidos con zonas 

extensas de infiltración linfocitaria (ELI), que de forma general podía encontrarse 

organizada como tejido linfoide terciario. A pesar de lo descrito anteriormente en 

estudios en necropsias (13,14), en esta serie de muestras no se observa un 

aumento significativo de la prevalencia de fenómenos de infiltración linfocitaria 

en el tiroides con el aumento de la edad de los donantes. Sin embargo, la 

presencia de infiltrados linfocitarios es mayor en mujeres que en hombres, 

especialmente en el grupo de muestras clasificadas como ELI (Figura 42A-B), 

lo cual estaría en concordancia con los datos de prevalencia de EAT en la 

población general, donde se describe una mayor incidencia en mujeres que en 

hombres. 

 

 

 

 

Figura 42. Distribución de los grupos de muestras definidos en base a estudio 
histológico según (A) la edad, y (B) el sexo de los donantes. Se observa una 
mayor prevalencia de infiltrados linfoides en mujeres con respecto a hombres, 
pero no se encuentran diferencias entre los grupos de edad de los donantes. 
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2. Análisis de expresión génica – GTEx 
 

Se seleccionaron 292 muestras de las cuales se disponía de datos apareados de 

ARNseq e imágenes del estudio histológico. De estas, 236 (81%) pertenecían al 

grupo NIT, 42 (14%) al grupo SFI, y 14 (5%) al grupo ELI.  

 

2.1. Control de calidad 
 

Para evaluar la semejanza de las muestras seleccionadas se realizó un análisis de 

distancia euclidiana entre ellas, y los resultados se representaron mediante un 

heatmap (Figura suplementaria 11). El patrón de este gráfico puede 

indicarnos la agrupación de varias muestras en base a su similitud global, lo cual 

puede atribuirse a efectos biológicos o experimentales. En rojo se observan 

algunos agrupamientos de muestras con bajas distancias entre ellas, todas ellas 

pertenecen al grupo NIT. Es destacable que, el conjunto de muestras 

representadas junto al margen superior e izquierdo, y que presentan una elevada 

distancia con respecto al resto de muestras, pertenecen al grupo de tejidos con 

grandes infiltrados linfocitarios (ELI). 

Se realizó también un análisis de componentes principales (PCA), cuya 

representación se muestra en la figura 43. Mientras que las muestras que 

presentan pequeños infiltrados focales (SFI) muestran gran variabilidad y se 

encuentran dispersas en todas las áreas del gráfico, las muestras sin infiltración 

(NIT) y con grandes infiltrados linfocitarios (ELI) se encuentran distribuidas en 

zonas opuestas de la representación, lo que indica que hay grandes diferencias 

entre estos dos grupos de muestras. 

 

 

 

Figura 43. PCA (Principal 
component análisis) de las 
muestras de tiroides 
incluidas en el estudio. Se 
observan claras diferencias 
entre el grupo de muestras 
NIT (rojo), situado a la 
izquierda de la 
representación, y el grupo 
de muestras ELI (azul), 
situado en la zona izquierda. 
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En base a los análisis de control de calidad realizados se consideró que las 

diferencias observadas hasta el momento se debían a la propia naturaleza de las 

muestras, sin que existiesen sesgos de carácter técnico en los resultados 

obtenidos. Por ello todas las 292 muestras fueron incluidas en el análisis de 

expresión diferencial. 

 

2.2. Análisis de la expresión diferencial 
 

El principal objetivo es diferenciar que genes se encuentran diferencialmente 

expresados como consecuencia de la pérdida de tolerancia y la aparición de 

respuestas autoinmunes órgano específicas en el tiroides. Para ello se compara la 

expresión génica de los tres grupos de muestras previamente definidos entre 

ellos: SFI vs. NIT, ELI vs. NIT, y SFI vs. ELI. El número total de genes 

diferencialmente expresados en las comparaciones realizadas se resumen en la 

Tabla suplementaria 13, estos se encuentran agrupados en función de su p-

valor ajustado. El resultado global de las comparaciones puede observarse 

mediante su representación en volcano plots (Figura 44), donde solo los genes 

con cambios de magnitud de expresión superior a 3 (log2) y un p-valor ajustado 

inferior a 0,001 se muestra en morado junto a su nombre. Al comparar el grupo 

SFI con el NIT, observamos un número considerable de genes cuya expresión ha 

aumentado, pero la mayor parte de ellos con cambios de magnitud inferiores a 3. 

Sin embargo, al comparar los tejidos más infiltrados, correspondientes a grupo 

ELI, con el grupo NIT se observa un gran número de genes cuya expresión 

aumenta, muchos de ellos con magnitudes superiores a 3 (log2); al contrario que 

en el caso anterior, también existen genes cuya expresión ha disminuido 

considerablemente, por encima de 3 órdenes de magnitud con respecto a los 

tejidos sin infiltrar. En base a esto se puede afirmar que las mayores diferencias 

en términos de expresión génica se dan entre los grupos ELI y NIT. 
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En las Tablas 7-9 se muestran los genes 10 genes cuya expresión se ve más 

aumentada y disminuida en cada una de las comparaciones realizadas, y cuyo p-

valor sea, además, <0,01. Al comparar los tejidos con pequeños infiltrados focales 

(SFI) con el grupo de tejidos sin presencia de infiltrado linfoide (NIT) observamos 

que los genes cuya expresión más aumenta codifican para proteínas expresadas 

principalmente en linfocitos B, como CD79a, BAFF-R, o CD21. Por el contrario, 

los genes cuya expresión se ve más disminuida en los tejidos del grupo SFI 

codifican para proteínas que intervienen en distintas vías de señalización, aunque 

resulta interesante destacar que, mientras que algunos de ellos, como RGS17 o 

USP6, son de expresión ubicua, otros tienen una expresión más restringida, como 

es el caso de THEG, MDH1B o KLH10, cuya expresión se ha descrito 

principalmente en el tejido testicular.  

Al comparar el grupo de tejidos ELI con el grupo NIT, vemos de nuevo que los 10 

genes cuya expresión más aumenta en el primer grupo con respecto al segundo 

codifican para proteínas específicas de células de origen hematopoyético, 

principalmente de linfocitos B como son CD19, PAX5 o diversos receptores de 

inmunoglobulinas; aunque también se encuentra en este grupo el gen FDCSP, 

que codifica para una proteína expresada en células dendríticas foliculares, y que 

tiene un papel en la regulación y formación de los centros germinales, y en la 

respuesta de anticuerpos por parte de los linfocitos B (153). En este caso el 

aumento de expresión de los genes específicos de linfocitos es mucho mayor que 

el observado en la comparación de los grupos SFI y NIT, probablemente como 

consecuencia directa del mayor grado de infiltración de estos tejidos. Por otro 

lado, entre los genes con expresión más reducida en el grupo ELI frente al NIT 

encontramos un único gen específico del tejido tiroideo, CALCA, expresado en 

Figura 44. Volcano plots que muestran los genes diferencialmente expresados entre (A) tejidos 
NIT y SFI, y (B) tejidos NIT y ELI. El eje X representa fold-change observado para cada gen, y 
el eje Y el p-valor ajustado. Aquellos genes con valores absolutos de fold-change superiores a 3, 
junto a un p-valor ajustado inferior a 0,001 se muestran en morado. 
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células C, y que codifica para la calcitonina. Entre los genes restantes cuya 

expresión se encuentra más disminuida en el grupo ELI, la mayor parte codifica 

para proteínas con funciones neuroendocrinas como pueden ser la 

somatostatina, el péptido liberador de gastrina, o el factor de crecimiento 

nervioso inducible, y cuya expresión se da principalmente en el sistema nervioso 

central o distintos tejidos endocrinos como las glándulas adrenales, la hipófisis, 

o ciertas zonas del aparato digestivo. 

Por otro lado, los genes con la expresión más aumentada en el grupo SFI 

comparado con el grupo ELI coindicen parcialmente con aquellos con expresión 

más reducida en este segundo grupo frente a los tejidos sin infiltrar. Mientras que 

aquellos menos expresados en el grupo SFI frente al ELI son genes especialmente 

relacionados con tejido linfoide, principalmente con linfocitos B. Esto parece 

indicar que los genes más diferencialmente expresados en el grupo ELI con 

respecto a los otros dos dependen directamente del grado de infiltración de estas 

glándulas. 
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Gen Proteína Principal fuente de expresión log2 Fold change p-valor adj. 

Expresión aumentada 

IGLL5 
Immunoglobulin lambda-like 
polypeptide 5 

Linfocitos B 4,154 4,33344E-15 

CR2 
Complement C3d receptor 2 
(CD21) 

Linfocitos B 3,903 2,87528E-39 

FCAMR 
Fc fragment of IgA and IgM 
receptor 

Tejido linfoide y epitelio renal  3,848 1,0447E-10 

CXCL13 
C-X-C motif chemokine ligand 
13 

Tejido linfoide secundario 3,773 2,30331E-16 

FCRL4 Fc receptor like 4 
LB de memoria residentes en 
epitelios 

3,767 1,89941E-13 

CD79A CD79a molecule Linfocitos B 3,707 2,19576E-26 

LINC02422 
Long intergenic non-protein 
coding RNA 2422 

- 3,654 8,76458E-13 

SERPINA9 Serpin family A member 9 
LB asociados a centros 
germinales  

3,648 9,01099E-06 

TNFRSF13C 
TNF receptor superfamily 
member 13C (BAFF-R) 

Linfocitos B 3,555 6,81242E-27 

FCRLA Fc receptor like A Linfocitos B 3,546 3,65004E-17 

Expresión reducida 

THEG 
Testicular haploid expressed 
gene protein 

Núcleo de espermatocitos -2,043 0,00388731 

LINC00051 
Long intergenic non-protein 
coding RNA 51 

- -1,797 0,003877553 

SLED1 
Proteoglycan 3, pro eosinophil 
major basic protein 2 
pseudogene 

Sangre periférica -1,071 0,006614687 

USP6 Ubiquitin specific peptidase 6 Expresión ubicua -0,989 0,000740286 

LINC02232 
Long intergenic non-protein 
coding RNA 2232 

- -0,812 0,009824797 

ART5 ADP-ribosyltransferase 5 Tejido testicular -0,742 0,000307901 

HSD11B2 
Hydroxysteroid 11-beta 
dehydrogenase 2 

Riñon, aparato digestivo, y otros 
tejidos  

-0,576 0,005778561 

RGS17 
Regulator of G protein 
signaling 17 

Expresión ubicua -0,441 0,002686842 

MDH1B Malate dehydrogenase 1B Tejido testicular -0,395 0,009074047 

KLHL10 Kelch like family member 10 Tejido testicular -0,376 0,00361487 

Tabla 7. Resumen de los 10 genes más diferencialmente expresados positiva y negativamente 

y con un p-valor inferior a 0,01 entre los grupos de NIT y SFI. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/26575
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/26575
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/130752
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Gen Proteína Principal fuente de expresión log2 Fold change p-valor adj. 

Expresión aumentada 

SERPINA9 Serpin family A member 9  LB asociados a centros germinales  8,838 4,988E-14 

TCL1A 
TCL1 family AKT coactivator 
A 

Linfocitos B 7,880 2,46912E-26 

FCAMR 
Fc fragment of IgA and IgM 
receptor  

Tejido linfoide y epitelio renal  7,769 8,6425E-18 

FCRL4 Fc receptor like 4 

LB de memoria residentes en 
epitelios 

7,301 2,36315E-21 

CD19 CD19 molecule  Linfocitos B 7,243 1,42661E-54 

PAX5 Paired box 5 Linfocitos B 7,240 1,60609E-33 

FCRL2 Fc receptor like 2 Linfocitos B 7,119 5,25274E-32 

FCRL1 Fc receptor like 1 Linfocitos B 7,101 2,08251E-34 

CR2 Complement C3d receptor 2  Linfocitos B 7,038 9,68714E-50 

FDCSP 
Follicular dendritic cell 
secreted protein  

Células dendríticas 7,028 2,08042E-12 

Expresión reducida 

CALCA 
Calcitonin related 
polypeptide alpha  

Tiroides – Células C -6,496 1,08617E-09 

GRP Gastrin releasing peptide  Expresión ubicua -6,417 6,38566E-06 

CHGA Chromogranin A 

Paratiroides, glándula adrenal, y 
otras células neuroendocrinas 

-4,337 6,15386E-08 

SST Somatostatin 

Aparato digestivo, sistema 
nervioso, glándulas adrenales 

-3,771 9,71824E-05 

SCGN 
Secretagogin, EF-hand 
calcium binding protein  

Aparato digestivo, sistema 
nervioso, hipófisis 

-3,527 2,88214E-09 

VGF 
VGF nerve growth factor 
inducible  

Sistema nervioso, hipófisis -3,418 8,48606E-06 

VSTM2A 
V-set and transmembrane 
domain containing 2A  

Sistema nervioso -3,274 2,31552E-05 

LOC100128317 
Uncharacterized 
LOC100128317 

- -2,889 0,001771624 

PTPRN 
Protein tyrosine 
phosphatase receptor type N  

Hipófisis, sistema nervioso, 
glándulas adrenales 

-2,844 2,57114E-05 

CSMD3 
CUB and Sushi multiple 
domains 3 

Sistema nervioso, hipófisis, tejido 
testicular 

-2,827 0,006589902 

Tabla 8. Resumen de los 10 genes más diferencialmente expresados positiva y 

negativamente y con un p-valor inferior a 0,01 entre los grupos de NIT y ELI. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/327657
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/8115
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/8115
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/83953
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/83953
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/83417
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/930
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/5079
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/1380
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/260436
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/260436
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/796
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/796
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/2922
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/1113
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/6750
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/10590
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/10590
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/7425
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/7425
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/222008
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/222008
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/5798
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/5798
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/114788
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/114788
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Otro de los objetivos de este estudio es el de identificar cambios en la expresión 

de moléculas moduladoras de la respuesta inmune. Estos cambios podrían 

indicar que vías señalización podrían estar implicadas en la respuesta tisular a la 

perdida de tolerancia por parte del sistema inmune, y los mecanismos periféricos 

implicados en la regulación de las respuestas autoinmunes. En la Tabla 10 se 

recogen los cambios de expresión en las distintas comparaciones de los 

principales receptores o ligandos con efecto inmunomodulador descritos en la 

literatura.  

 

 

Gen Proteína Principal fuente de expresión log2 Fold change p-valor adj. 

Expresión aumentada  

CALCA 
Calcitonin related polypeptide 
alpha 

Tiroides – Células C 7,115 7,2103E-09 

GRP Gastrin releasing peptide Expresión ubicua 6,930 2,3916E-05 

CHGA Chromogranin A 
Paratiroides, glándula adrenal, y 
otras células neuroendocrinas 

4,902 9,8434E-08 

SST Somatostatin 
Aparato digestivo, sistema 
nervioso, glándulas adrenales 

4,003 0,00033229 

VGF 
VGF nerve growth factor 
inducible 

Sistema nervioso, hipófisis 3,785 1,9261E-05 

CEACAM5 CEA cell adhesion molecule 5 Sistema digestivo 3,475 0,00021146 

PTPRN 
Protein tyrosine phosphatase 
receptor type N 

Hipófisis, sistema nervioso, 
glándulas adrenales 

3,344 1,528E-05 

SCGN 
Secretagogin, EF-hand calcium 
binding protein 

Aparato digestivo, sistema 
nervioso, hipófisis 

3,235 3,8945E-06 

SLC7A11-AS1 SLC7A11 antisense RNA 1 Tejido testicular 3,146 2,2637E-05 

GOLGA6L9 Golgin A6 family like 9 Expresión ubicua 3,036 0,00278831 

Expresión reducida   

SERPINA9 Serpin family A member 9 LB asociados a centros germinales  -5,190 0,00043062 

NLRP4 
NLR family pyrin domain 
containing 4 

Sistema nervioso, tejido testicular, 
tejido linfoide 

-4,598 1,2448E-09 

TCL1A TCL1 family AKT coactivator A Linfocitos B -4,445 1,0284E-06 

RGS13 
Regulator of G protein 
signaling 13 

Tejido linfoide -4,165 1,9861E-10 

TCL1B TCL1 family AKT coactivator B 
Tejido linfoide, tejido testicular, 
placenta 

-4,127 0,00267118 

KRT72 Keratin 72 
Tejido testicular, piel y tejido 
linfoide 

-3,925 5,3434E-12 

FCAMR 
Fc fragment of IgA and IgM 
receptor 

Tejido linfoide y epitelio renal  -3,921 0,00064141 

FCER2 Fc fragment of IgE receptor II Linfocitos B -3,921 3,4862E-12 

AICDA 
Activation induced cytidine 
deaminase 

Linfocitos B -3,893 2,398E-08 

FCRL1 Fc receptor like 1 Linfocitos B -3,884 3,6403E-08 

Tabla 9. Resumen de los 10 genes más diferencialmente expresados positiva y negativamente 

y con un p-valor inferior a 0,01 entre los grupos de SFI y ELI. 
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  SFI vs NIT  ELI vs NIT  SFI vs ELI 

Proteína Gen log2 Fold change p-adj  log2 Fold change p-adj  log2 Fold change p-adj 

PD-1 PDCD1 1,039 0,0000  3,265 0,0000  -2,227 0,0000 

PD-L1 CD274 0,187 0,3876  0,793 0,0000  -0,606 0,0037 

PD-L2 PDCD1LG2 0,185 0,4890  0,467 0,0271  -0,281 0,3192 

VISTA VSIR 0,082 0,7758  0,501 0,0007  -0,419 0,0218 

IGSF11 (VSIG-3) IGSF11 -0,188 0,6688  0,037 0,9332  -0,225 0,5885 

IGSF11-AS1 
IGSF11-

AS1 
-1,097 0,7288  -0,161 0,9563  ND ND 

CTLA-4 CTLA4 1,745 0,0000  4,497 0,0000  -2,752 0,0000 

LAG3 LAG3 1,055 0,0000  2,711 0,0000  -1,656 0,0000 

FGL1 FGL1 -0,148 0,9194  -0,463 0,5414  0,315 0,7387 

CLEC4G CLEC4G -0,561 0,4301  0,176 0,8405  -0,738 0,3607 

CD160 CD160 0,237 0,4865  1,121 0,0000  -0,883 0,0026 

BTLA BTLA 1,800 0,0000  4,948 0,0000  -3,148 0,0000 

HVEM TNFRSF14 -0,011 0,9787  0,634 0,0000  -0,645 0,0002 

LAIR1 LAIR1 0,471 0,0777  1,813 0,0000  -1,342 0,0001 

TIM3 HAVCR2 0,632 0,0008  1,847 0,0000  -1,215 0,0001 

Gal9 LGALS9C 0,535 0,4225  1,555 0,0025  -1,020 0,1304 

HMGB1 HMGB1 -0,009 0,9637  0,171 0,0229  -0,180 0,0427 

CEACAM1 CEACAM1 -0,095 0,8681  -0,501 0,0697  0,407 0,2422 

TIGIT TIGIT 2,190 0,0000  4,432 0,0000  -2,242 0,0000 

CD112 NECTIN2 0,071 0,7065  -0,553 0,0000  0,624 0,0000 

CD113 NECTIN3 0,073 0,8143  -0,521 0,0004  0,594 0,0005 

CD155 PVR -0,032 0,9261  -0,709 0,0000  0,676 0,0000 

IDO1 IDO1 0,434 0,3256  0,895 0,0288  -0,461 0,4149 

IDO2 IDO2 0,016 0,9862  0,006 0,9916  0,010 0,9884 

NLRC3 NLRC3 0,554 0,0000  2,493 0,0000  -1,939 0,0000 

CD48 CD48 1,226 0,0000  3,587 0,0000  -2,361 0,0000 

FCRL3 FCRL3 2,865 0,0000  5,848 0,0000  -2,984 0,0000 

FCRL4 FCRL4 3,767 0,0000  7,301 0,0000  -3,534 0,0003 

B7-H4 VTCN1 -0,351 0,7713  0,542 0,5027  -0,893 0,3025 

B7-H3 CD276 0,014 0,9652  -0,244 0,0544  0,258 0,0847 

CD96 CD96 0,571 0,0000  2,325 0,0000  -1,754 0,0000 

CD111 NECTIN1 0,187 0,2756  0,095 0,6764  0,093 0,7240 

HHLA2 (B7-H5) HHLA2 0,639 0,3237  2,326 0,0000  -1,687 0,0094 

TMIGD2 TMIGD2 0,456 0,2733  3,032 0,0000  -2,576 0,0000 

Tabla 10. Expresión diferencial entre los distintos grupos de tiroides de algunos de los principales 
ligandos y receptores modulares de la respuesta inmune. 
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Entre las distintas comparaciones entre grupos existen multitud de cambios 

significativos en la expresión de distintas molécula inmunomoduladoras, por lo 

que restringimos la búsqueda a aquellas con cambios de magnitud en su 

expresión superiores a 1,5 y con p-valores ajustados inferiores a 0,001. Al 

comparar el grupo de muestras SFI con el NIT destaca el aumento de expresión 

de CTLA-4 y TIGIT, que se expresan principalmente en linfocitos T, y el aumento 

de expresión FCRL3, FCRL4, y BTLA, que se expresan mayoritariamente en 

linfocitos B. Si comparamos el grupo de muestras con mayor infiltración linfoide 

(ELI) con el grupo NIT, las moléculas anteriormente citadas aumentan aún más 

su expresión. Se identifican, además, otros receptores y ligandos 

inmunomoduladores cuya expresión se ve incrementada por encima 1,5 órdenes 

de magnitud con respecto al grupo NIT, la mayor parte de estas proteínas, como 

PD-1, LAG3 o TIM3, se expresan principalmente en linfocitos T. Aunque también 

hay moléculas inmunomoduladoras que pueden ser producidas por distintos 

tipos celulares, como LAIR1, HHLA2 o Gal9. 

 

2.3. Análisis de significación biológica 
 

El objetivo de este análisis es determinar si un grupo determinado de genes, 

habitualmente pertenecientes a una misma categoría del gene ontology (GO), se 

encuentran sobrerrepresentados en una muestras con respecto a otra de 

referencia. Para ello se realizó un análisis utilizando dos bases de datos anotadas: 

Gene Ontology (GO) y Reactome Pathway Knowledge base. Ambas bases de datos 

trabajan empleando un grupo de genes previamente definidos por el usuario, en 

base al número de genes diferencialmente expresados en las tres comparaciones 

realizadas se definieron los siguientes criterios para la selección del grupo de 

genes utilizado para cada una de ellas: 

 

SFI vs NIT: genes con cambios en su expresión superiores a 1 orden de 

magnitud y p-valor ajustado inferior a 0,05. 

ELI vs NIT: genes con cambios en su expresión superiores a 3 orden de 

magnitud y p-valor ajustado inferior a 0,05. 

SFI vs ELI: genes con cambios en su expresión superiores a 2 orden de 

magnitud y p-valor ajustado inferior a 0,05. 

 



 
 

RESULTADOS 

130 
 

El proyecto Gene Ontology (GO) proporciona un vocabulario estandarizado que 

describe cada gen en base a tres categorías diferentes: procesos biológicos (BP), 

compuestos celulares (CC) y función molecular (MF). Empleando esta base de 

datos se realiza un análisis de enriquecimiento en las distintas comparaciones en 

los grupos descritos (NIT, SFI y ELI) en cada una de las categorías ontológicas 

definidas por GO. Para cada categoría de GO y comparación se obtiene un listado 

con los principales términos GO enriquecidos en el grupo seleccionado con 

respecto al de referencia. En cada una de las Tablas 11-13 se muestran los 

resultados obtenidos para cada comparación, en ellas se detallan los 10 términos 

más enriquecidos en cada una de las categorías GO. Al comparar cualquiera de 

los dos grupos de muestras que presentan infiltrados linfoides, SFI y ELI, con el 

grupo de muestras no infiltradas vemos que los 10 procesos biológicos (BP) más 

enriquecidos son aquellos relacionados con activación, diferenciación y adhesión 

de leucocitos, y más concretamente de linfocitos (Figuras 45-46). En cuanto a 

la categoría de componentes celulares (CC), en ambos casos cabe destacar el 

enriquecimiento en genes relacionados con el complejo TCR, con la sinapsis 

inmunológica, y con otros receptores y membrana. En la categoría de función 

molecular (MF) algunos de los términos más enriquecidos en el grupo SFI hacen 

referencia a la actividad de receptores de citocinas y de nucleótidos, o a la 

actividad de adaptadores de la señalización; en el caso del grupo ELI, podemos 

encontrar, además, enriquecimiento en la regulación de receptores y de sus 

ligandos, así como específicamente en receptores de TNF. En los anexos se 

muestran diferentes representaciones gráficas para facilitar la interpretación de 

los resultados obtenidos. Las Figuras suplementarias 12-18 muestran el 

resto de las representaciones de las redes de los genes correspondientes a los 

términos más enriquecidos en cada comparación. Las Figuras 

suplementarias 19-27 muestran mapas con la relación entre los términos más 

enriquecidos encontrados para cada categoría y comparación realizadas, en este 

tipo de gráfico los términos GO se agrupan en función a similitud. 

  



 
 

RESULTADOS 

131 
 

 
  

Identificación Descripción Ratio de genes1 p-valor ajustado 

Procesos biológicos (BP) 
GO:0042110  T cell activation 46/240 7.31e-23 
GO:0030098  lymphocyte differentiation 35/240 4.06e-18 
GO:0051249  regulation of lymphocyte activation 40/240 4.09e-18 
GO:1903037  regulation of leukocyte cell-cell adhesion 35/240 8.79e-18 
GO:0050863  regulation of T cell activation 34/240 8.79e-18 
GO:0007159  leukocyte cell-cell adhesion 36/240 1.13e-17 
GO:0002521  leukocyte differentiation 40/240 1.14e-17 
GO:0022407  regulation of cell-cell adhesion 37/240 7.37e-17 
GO:0002696  positive regulation of leukocyte activation 31/240 3.27e-14 
GO:0050867  positive regulation of cell activation 31/240 7.67e-14 
Componentes celulares (CC) 
GO:0009897  external side of plasma membrane 29/254 1.59e-15 
GO:0098552  side of membrane 36/254 9.89e-15 
GO:0001772  immunological synapse 9/254 2.80e-08 
GO:0098802  plasma membrane receptor complex 16/254 1.47e-07 
GO:0043235  receptor complex 19/254 4.75e-06 
GO:0042101  T cell receptor complex 6/254 4.75e-06 
GO:0098636  protein complex involved in cell adhesion 5/254 3.01e-03 
Función molecular (MF) 
GO:0004896  cytokine receptor activity 10/226 1.17e-04 
GO:0071723  lipopeptide binding 4/226 6.09e-04 
GO:0001614  purinergic nucleotide receptor activity 5/226 6.09e-04 
GO:0016502  nucleotide receptor activity 5/226 6.09e-04 
GO:0035586  purinergic receptor activity 5/226 1.22e-03 
GO:0035591  signaling adaptor activity 7/226 5.00e-03 
GO:0005070  SH3/SH2 adaptor activity 6/226 5.38e-03 

Tabla 11. Términos pertenecientes a las tres categorías definidas por Gene Ontology 
enriquecidos en la comparación entre muestras NIT y SFI. 

1Ratio de genes: número de genes pertenecientes a una determinado término ontológico 
diferencialmente expresados entre ambos grupos de muestras sobre el total de los genes que 
conforman dicho término. 

http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0042110
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0030098
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0051249
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:1903037
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0050863
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0007159
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0002521
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0022407
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0002696
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0050867
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0009897
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0098552
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0001772
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0098802
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0043235
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0042101
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0098636
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0004896
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0071723
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0001614
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0016502
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0035586
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0035591
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0005070
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Identificación Descripción Ratio de genes1 p-valor ajustado 

Procesos biológicos (BP) 
GO:0042110  T cell activation 52/249 4.60e-28 
GO:0051249  regulation of lymphocyte activation 46/249 7.01e-23 
GO:0050863  regulation of T cell activation 39/249 3.61e-22 
GO:1903037  regulation of leukocyte cell-cell adhesion 40/249 3.61e-22 
GO:0007159  leukocyte cell-cell adhesion 41/249 7.84e-22 
GO:0002521  leukocyte differentiation 44/249 1.56e-20 
GO:1903039  positive regulation of leukocyte cell-cell 

adhesion 
32/249 3.23e-20 

GO:0002696  positive regulation of leukocyte activation 38/249 3.23e-20 
GO:0030098  lymphocyte differentiation 37/249 3.58e-20 
GO:0022407  regulation of cell-cell adhesion 41/249 5.33e-20 
Componentes celulares (CC) 
GO:0098552  side of membrane 40/264 2.76e-17 
GO:0009897  external side of plasma membrane 31/264 2.76e-17 
GO:0001772  immunological synapse 12/264 1.12e-12 
GO:0042101  T cell receptor complex 8/264 5.69e-09 
GO:0098802  plasma membrane receptor complex 16/264 2.37e-07 
GO:0043235  receptor complex 18/264 3.97e-05 
GO:0031234  extrinsic component of cytoplasmic side of 

plasma membrane 
8/264 4.73e-03 

GO:0009898  cytoplasmic side of plasma membrane 10/264 4.73e-03 
GO:0098562  cytoplasmic side of membrane 10/264 9.85e-03 
Función molecular (MF) 
GO:0004896  cytokine receptor activity 10/236 1.57e-04 
GO:0030545  receptor regulator activity 20/236 1.92e-03 
GO:0048018  receptor ligand activity 19/236 1.92e-03 
GO:0005164  tumor necrosis factor receptor binding 5/236 4.58e-03 
GO:0004715  non-membrane spanning protein tyrosine 

kinase activity 
6/236 4.58e-03 

GO:0035591  signaling adaptor activity 7/236 5.91e-03 
GO:0005070  SH3/SH2 adaptor activity 6/236 6.15e-03 
GO:0005125  cytokine activity 11/236 9.79e-03 
GO:0016176  superoxide-generating NADPH oxidase 

activator activity 
3/236 9.91e-03 

GO:0071723  lipopeptide binding 3/236 9.91e-03 

Tabla 12. Términos pertenecientes a las tres categorías definidas por Gene Ontology 
enriquecidos en la comparación entre muestras NIT y ELI. 

1Ratio de genes: número de genes pertenecientes a una determinado término ontológico 
diferencialmente expresados entre ambos grupos de muestras sobre el total de los genes que 
conforman dicho término. 

http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0042110
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0051249
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0050863
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:1903037
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0007159
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0002521
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:1903039
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0002696
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0030098
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0022407
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0098552
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0009897
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0001772
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0042101
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0098802
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0043235
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0031234
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0009898
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0098562
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0004896
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0030545
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0048018
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0005164
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0004715
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0035591
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0005070
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0005125
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0016176
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0071723
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Identificación Descripción Ratio de genes1 p-valor ajustado 

Procesos biológicos (BP) 

GO:0042110  T cell activation 63/337 1.50e-31 
GO:0050863  regulation of T cell activation 46/337 1.69e-23 
GO:1903037  regulation of leukocyte cell-cell adhesion 47/337 1.96e-23 
GO:0051249  regulation of lymphocyte activation 53/337 2.13e-23 
GO:0007159  leukocyte cell-cell adhesion 48/337 6.41e-23 
GO:1903039  positive regulation of leukocyte cell-cell 

adhesion 
38/337 4.56e-22 

GO:0050870  positive regulation of T cell activation 37/337 7.12e-22 
GO:0030098  lymphocyte differentiation 44/337 7.81e-22 
GO:0002521  leukocyte differentiation 52/337 7.81e-22 
GO:0002696  positive regulation of leukocyte activation 45/337 7.81e-22 
Componentes celulares (CC) 
GO:0098552  side of membrane 43/353 8.80e-15 
GO:0009897  external side of plasma membrane 32/353 2.00e-14 
GO:0001772  immunological synapse 11/353 1.33e-09 
GO:0042101  T cell receptor complex 8/353 7.32e-08 
GO:0098802  plasma membrane receptor complex 18/353 4.92e-07 
GO:0043235  receptor complex 20/353 2.26e-04 
GO:0000779  condensed chromosome, centromeric 

region 
11/353 5.63e-04 

GO:0000775  chromosome, centromeric region 14/353 6.76e-04 
GO:0009898  cytoplasmic side of plasma membrane 12/353 3.39e-03 
GO:0000777  condensed chromosome kinetochore 9/353 4.51e-03 
Función molecular (MF) 
GO:0004896  cytokine receptor activity 15/327 6.95e-08 
GO:0005125  cytokine activity 17/327 2.23e-04 
GO:0005164  tumor necrosis factor receptor binding 7/327 2.23e-04 
GO:0048018  receptor ligand activity 25/327 2.31e-04 
GO:0004715  non-membrane spanning protein tyrosine 

kinase activity 
8/327 4.24e-04 

GO:0030545  receptor regulator activity 25/327 4.24e-04 
GO:0001637  G-protein coupled chemoattractant 

receptor activity 
6/327 4.24e-04 

GO:0004950  chemokine receptor activity 6/327 4.24e-04 
GO:0032813  tumor necrosis factor receptor 

superfamily binding 
7/327 1.10e-03 

GO:0071723  lipopeptide binding 4/327 1.10e-03 

Tabla 13. Términos pertenecientes a las tres categorías definidas por Gene Ontology 
enriquecidos en la comparación entre muestras SFI y ELI. 

1Ratio de genes: número de genes pertenecientes a una determinado término ontológico 
diferencialmente expresados entre ambos grupos de muestras sobre el total de los genes que 
conforman dicho término. 

http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0042110
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0050863
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:1903037
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0051249
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0007159
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:1903039
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0050870
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0030098
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0002521
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0002696
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0098552
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0009897
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0001772
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0042101
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0098802
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0043235
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0000779
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0000775
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0009898
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0000777
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0004896
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0005125
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0005164
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0048018
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0004715
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0030545
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0001637
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0004950
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0032813
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0071723
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Figura 45. Red de genes encontrados en los términos de Gene Ontology más representados 
para la categoría de procesos biológicos en la comparación entre muestras de tejidos no 
infiltrados (NIT) y tejidos con pequeños infiltrados focales (SFI). Cada gen se representa unido 
con los términos a los que pertenece. Los términos GO enriquecidos se muestran como nodos 
cuyo tamaño es proporcional al número de genes que los forman y que se han encontrado 
diferencialmente expresados. 
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La base Reactome Pathway Database, de forma análoga a GO utiliza un 

vocabulario estandarizado para clasificar los procesos biológicos de un 

organismo, estos procesos se pueden a su vez agrupar en vías biológicas. 

Mediante el uso de esta base de datos realizamos las comparaciones entre los 

distintos grupos de muestras para obtener un listado de vías biológicas 

enriquecidas en cada situación. Las 10 vías más representadas en cada una de las 

Figura 46. Red de genes encontrados en los términos de Gene Ontology más representados 
para la categoría de procesos biológicos en la comparación entre muestras de tejidos no 
infiltrados (NIT) y tejidos con infiltración extensa (ELI). Cada gen se representa unido con los 
términos a los que pertenece. Los términos GO enriquecidos se muestran como nodos cuyo 
tamaño es proporcional al número de genes que los forman y que se han encontrado 
diferencialmente expresados. 
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tres comparaciones realizadas se muestran en las Tablas 14-16, en todas ellas 

los procesos biológicos más sobrerrepresentados a nivel transcripcional están 

relacionados con interacciones entre células del sistema inmune, señalización por 

diversas citocinas, señalización a través del BCR y TCR, y procesos de adhesión 

celular. Las Figuras suplementarias 28-30 representan las redes formadas 

por los genes y los procesos biológicos con los que están relacionados, por otro 

lado, las Figuras suplementarias 31-33 muestran las principales vías 

representadas en cada situación, agrupándolas entre en sí en base a su similitud. 
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Identificación Descripción Ratio de genes1 p-valor ajustado Genes2 

R-HSA-198933  

Immunoregulatory 
interactions between a 
Lymphoid and a non-
Lymphoid cell 

17/145 7.07e-10 

CD19, SLAMF7, 
SLAMF6, ITGA4, CD3E, 
CD3D, SH2D1A, 
CRTAM, ITGAL, LILRB1, 
CD3G, TREML2, NCR3, 
SIGLEC8, SIGLEC6, 
CD1C, CD1B 

R-HSA-5669034  

TNFs bind their 
physiological receptors 

9/145 1.89e-08 

TNFRSF13B, TNFRSF17, 
CD27, TNFRSF18, 
TNFSF8, LTA, TNFRSF9, 
TNFSF11, EDAR 

R-HSA-388841  

Costimulation by the CD28 
family 

10/145 4.66e-06 

BTLA, CTLA4, CD28, 
LCK, CD3E, CD3D, 
PDCD1, CD3G, ICOS, 
NPHS1 

R-HSA-5668541  

TNFR2 non-canonical NF-
kB pathway 

11/145 9.95e-06 

TNFRSF13C, 
TNFRSF13B, TNFRSF17, 
LTB, CD27, TNFRSF18, 
TNFSF8, LTA, TNFRSF9, 
TNFSF11, EDAR 

R-HSA-983695  

Antigen activates B Cell 
Receptor (BCR) leading to 
generation of second 
messengers 

7/145 5.83e-05 
CD19, BLK, CD79A, 
DAPP1, CD79B, BTK, 
NPHS1 

R-HSA-375276  

Peptide ligand-binding 
receptors 

13/145 1.07e-04 

PNOC, CXCL13, CCR4, 
CXCR5, CXCL9, KISS1R, 
CCL19, PMCH, CCR8, 
NMU, MC4R, CXCL11, 
UTS2 

R-HSA-202733  

Cell surface interactions at 
the vascular wall 

11/145 1.37e-04 

SIRPG, JCHAIN, CD84, 
CD48, FCAMR, VPREB3, 
LCK, ITGA4, CD2, ITGAL, 
VPREB1 

R-HSA-380108  

Chemokine receptors bind 
chemokines 

7/145 1.57e-04 
CXCL13, CCR4, CXCR5, 
CXCL9, CCL19, CCR8, 
CXCL11 

R-HSA-983705  

Signaling by the B Cell 
Receptor (BCR) 

10/145 1.88e-04 

CD19, BLK, CD79A, 
DAPP1, CD79B, 
CARD11, PRKCB, BTK, 
RASGRP1, NPHS1 

R-HSA-373076  

Class A/1 (Rhodopsin-like 
receptors) 

16/145 3.04e-04 

PNOC, CXCL13, P2RY10, 
CCR4, CXCR5, GPR18, 
CXCL9, KISS1R, CCL19, 
PMCH, CCR8, NMU, 
MC4R, CXCL11, UTS2, 
TAAR1 

 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 14. Vías biológicas pertenecientes a la clasificación de Reactome enriquecidas en 
la comparación entre muestras NIT y ELI. 

1Ratio de genes: número de genes pertenecientes a una determinado término ontológico 
diferencialmente expresados entre ambos grupos de muestras sobre el total de los genes que 
conforman dicho término. 
2Genes: listado de genes incluidos en cada uno de los términos que se encuentran diferencialmente 
expresados entre ambos grupos de muestras. 

 

https://reactome.org/content/detail/R-HSA-198933
https://reactome.org/content/detail/R-HSA-5669034
https://reactome.org/content/detail/R-HSA-388841
https://reactome.org/content/detail/R-HSA-5668541
https://reactome.org/content/detail/R-HSA-983695
https://reactome.org/content/detail/R-HSA-375276
https://reactome.org/content/detail/R-HSA-202733
https://reactome.org/content/detail/R-HSA-380108
https://reactome.org/content/detail/R-HSA-983705
https://reactome.org/content/detail/R-HSA-373076
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Identificación Descripción Ratio de genes1 p-valor ajustado Genes2 

R-HSA-198933  

Immunoregulatory 
interactions between a 
Lymphoid and a non-
Lymphoid cell 

19/147 5.22e-12 

CD19, SLAMF6, SELL, 
CD3E, TREML2, CD247, 
CD3G, CD3D, ITGAL, 
LILRB1, SLAMF7, NCR3, 
SH2D1A, CRTAM, CD22, 
SIGLEC8, CD1C, LILRA4, 
SIGLEC6 

R-HSA-388841  

Costimulation by the 
CD28 family 

11/147 5.83e-07 

BTLA, PDCD1, LCK, 
CD3E, CD247, CD3G, 
CD3D, CTLA4, CD28, 
ICOS, NPHS1 

R-HSA-983695  

Antigen activates B 
Cell Receptor (BCR) 
leading to generation 
of second messengers 

8/147 5.74e-06 
CD79B, BLK, CD19, 
DAPP1, BTK, CD79A, 
CD22, NPHS1 

R-HSA-5669034  

TNFs bind their 
physiological receptors 

7/147 9.07e-06 

TNFSF8, LTA, 
TNFRSF13B, TNFRSF17, 
TNFSF11, EDAR, 
TNFRSF9 

R-HSA-202430  

Translocation of ZAP-
70 to Immunological 
synapse 

6/147 1.04e-05 
LCK, CD3E, ZAP70, 
CD247, CD3G, CD3D 

R-HSA-202433  

Generation of second 
messenger molecules 

7/147 1.58e-05 
LCK, CD3E, ZAP70, 
CD247, CD3G, CD3D, ITK 

R-HSA-202427  

Phosphorylation of 
CD3 and TCR zeta 
chains 

6/147 1.89e-05 
LCK, CD3E, CD247, 
CD3G, CD3D, PTPRC 

R-HSA-202733  

Cell surface 
interactions at the 
vascular wall 

12/147 1.89e-05 

VPREB3, CD48, LCK, 
SIRPG, SELL, CD2, CD84, 
ITGAL, FCAMR, IGLL1, 
JCHAIN, VPREB1 

R-HSA-389948  PD-1 signaling 6/147 2.05e-05 
PDCD1, LCK, CD3E, 
CD247, CD3G, CD3D 

R-HSA-5668541  

TNFR2 non-canonical 
NF-kB pathway 

10/147 4.19e-05 

LTB, TNFRSF13C, 
TNFSF8, LTA, 
TNFRSF13B, TNFRSF17, 
TNFSF11, EDAR, TNF, 
TNFRSF9 

Tabla 15. Vías biológicas pertenecientes a la clasificación de Reactome enriquecidas en la 
comparación entre muestras NIT y ELI. 

1Ratio de genes: número de genes pertenecientes a una determinado término ontológico 
diferencialmente expresados entre ambos grupos de muestras sobre el total de los genes que 
conforman dicho término. 
2Genes: listado de genes incluidos en cada uno de los términos que se encuentran 
diferencialmente expresados entre ambos grupos de muestras. 

 

https://reactome.org/content/detail/R-HSA-198933
https://reactome.org/content/detail/R-HSA-388841
https://reactome.org/content/detail/R-HSA-983695
https://reactome.org/content/detail/R-HSA-5669034
https://reactome.org/content/detail/R-HSA-202430
https://reactome.org/content/detail/R-HSA-202433
https://reactome.org/content/detail/R-HSA-202427
https://reactome.org/content/detail/R-HSA-202733
https://reactome.org/content/detail/R-HSA-389948
https://reactome.org/content/detail/R-HSA-5668541
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En conjunto, existen múltiples diferencias a nivel transcripcional entre los tres 

grupos de muestras definidos en base a la revisión de los datos histológicos. Estos 

cambios afectan principalmente a genes expresados principalmente en células del 

sistema inmune, o a gene con funciones inmunomoduladoras, siendo además 

estos cambios más pronunciados en el grupo con mayor grado de infiltración 

linfocitaria (ELI). 

Identificación Descripción Ratio de genes1 p-valor ajustado Genes2 

R-HSA-198933  

Immunoregulatory 
interactions between 
a Lymphoid and a non-
Lymphoid cell 

19/206 3.46e-09 

SELL, SLAMF6, TREML2, 
CD247, CD3E, CD19, 
CD3G, CD40LG, CD22, 
CD3D, ITGAL, LILRB1, 
NCR3, LILRA4, 
SIGLEC10, SIGLEC8, 
CD1C, SIGLEC6, CD1A 

R-HSA-388841  

Costimulation by the 
CD28 family 

13/206 2.22e-07 

BTLA, PDCD1, LCK, 
VAV1, CD247, CD3E, 
GRAP2, CD3G, CD3D, 
CTLA4, ICOS, CD28, 
NPHS1 

R-HSA-202433  

Generation of second 
messenger molecules 

9/206 1.44e-06 
WAS, ZAP70, LCK, 
CD247, CD3E, GRAP2, 
CD3G, CD3D, ITK 

R-HSA-983695  

Antigen activates B 
Cell Receptor (BCR) 
leading to generation 
of second messengers 

9/206 5.34e-06 
CD79B, BLK, BTK, VAV1, 
DAPP1, CD19, CD22, 
CD79A, NPHS1 

R-HSA-5669034  

TNFs bind their 
physiological 
receptors 

7/206 8.85e-05 
TNFSF8, LTA, TNFSF11, 
EDAR, CD70, TNFRSF17, 
TNFRSF13B 

R-HSA-202430  

Translocation of ZAP-
70 to Immunological 
synapse 

6/206 8.85e-05 
ZAP70, LCK, CD247, 
CD3E, CD3G, CD3D 

R-HSA-202733  

Cell surface 
interactions at the 
vascular wall 

13/206 1.79e-04 

VPREB3, SELL, CD48, 
LCK, SPN, CD2, SIRPG, 
ITGAL, CD84, SLC7A11, 
IGLL1, CEACAM5, 
FCAMR 

R-HSA-380108  

Chemokine receptors 
bind chemokines 

8/206 1.79e-04 
CCR6, CCR7, CXCR4, 
CXCR3, CXCR5, CCR9, 
XCL2, CXCL13 

R-HSA-5668541  

TNFR2 non-canonical 
NF-kB pathway 

11/206 1.79e-04 

TNFSF8, CD40LG, LTB, 
LTA, TNFSF11, TNF, 
EDAR, CD70, 
TNFRSF13C, TNFRSF17, 
TNFRSF13B 

R-HSA-389948  PD-1 signaling 6/206 1.79e-04 
PDCD1, LCK, CD247, 
CD3E, CD3G, CD3D 

1Ratio de genes: número de genes pertenecientes a una determinado término ontológico 
diferencialmente expresados entre ambos grupos de muestras sobre el total de los genes que 
conforman dicho término. 
2Genes: listado de genes incluidos en cada uno de los términos que se encuentran 
diferencialmente expresados entre ambos grupos de muestras. 

 

Tabla 16. Vías biológicas pertenecientes a la clasificación de Reactome enriquecidas en la 
comparación entre muestras SFI y ELI. 

https://reactome.org/content/detail/R-HSA-198933
https://reactome.org/content/detail/R-HSA-388841
https://reactome.org/content/detail/R-HSA-202433
https://reactome.org/content/detail/R-HSA-983695
https://reactome.org/content/detail/R-HSA-5669034
https://reactome.org/content/detail/R-HSA-202430
https://reactome.org/content/detail/R-HSA-202733
https://reactome.org/content/detail/R-HSA-380108
https://reactome.org/content/detail/R-HSA-5668541
https://reactome.org/content/detail/R-HSA-389948
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3. Cibersort 
 

Los datos de expresión génica para cada uno de los tejidos incluidos en el estudio 

se analizaron empleado la aplicación web Cibersort para obtener una estimación 

de la abundancia relativa de 22 subpoblaciones diferentes de células del sistema 

inmune. La composición relativa del infiltrado linfocitario para cada uno de los 

tejidos se muestra en la Figura suplementaria 34. De forma general, y sin 

diferenciar entre los distintos grupos de tejidos, cabe destacar la abundancia en 

los infiltrados linfocitarios de estas muestras de tiroides de macrófagos del tipo 

M2 y linfocitos CD4 de memoria en reposo, aunque en menor proporción 

también podemos encontrar células B y linfocitos CD8 naïve (Figura 47).  

 

 

 

 

 

Si analizamos la abundancia relativa de las subpoblaciones celulares definidas 

por el archivo de referencia LM22 proporcionado por la plataforma en cada uno 

de los grupos de muestras, encontramos que algunas de ellas presentan 

Figura 47. Composición relativa media de los infiltrados en los tres tipos de tejidos estudiados 
mediante RNA-seq: tiroides no infiltrados (NIT), con presencia de pequeños infiltrados focales 
(SFI), y con infiltrados extensos (ELI). 
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diferencias significativas entre sí. Las mayores diferencias se encuentran en el 

compartimento de linfocitos B, que muestra una mayor presencia de linfocitos B, 

tanto de memoria como naïve, en las muestras SFI y ELI, especialmente en este 

último grupo; observamos además un aumento de las células plasmáticas en 

ambos grupos con respecto al grupo NIT (Figura 48A). Con relación a las células 

de origen mieloide, si bien de forma general los macrófagos M2 son una de las 

subpoblaciones más representadas en el conjunto de las muestras, su presencia 

relativa disminuye en los grupos SFI y ELI con respecto a las muestras NIT, 

mientras que los macrófagos de tipo M1 presentan un ligero aumento en el grupo 

SFI con respecto al grupo NIT (Figura 48B). Además, en el grupo ELI con 

respecto al NIT observamos una disminución de la proporción de monocitos y 

células NK (Figuras 48C-D), y un pequeño aumento de linfocitos CD8 (Figura 

48E). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 48. Comparación de la frecuencia relativa de distintas poblaciones infiltrantes de 
interés entre los grupos de tejidos no infiltrados (NIT), con infiltrados focales (SFI) y con 
infiltrados extensos (ELI). Diferencias encontrados entre los tejidos (A) en las subpoblaciones 
de células B naïve, B de memoria y células plasmáticas, (B) subpoblaciones de macrófagos M1 y 
M2, (C) monocitos, (D) células NK en reposo, y, (E) células T CD8+. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p 
< 0,001; ****p < 0,0001. 
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Las células CD4 de memoria en reposo son la principal población celular 

identificada por Cibersort en la mayor parte de los tiroides independientemente 

a su clasificación. Sin embargo, el uso del archivo de referencia LM22 no permite 

diferenciar la polarización en este tipo de células T. Para determinar el tipo de 

respuesta Th predominante en los tejidos infiltrados en primer lugar se 

seleccionó un grupo de genes característicamente expresados por las 

subpoblaciones Th1, Th2, y Th17 (154). La expresión diferencial de estos genes 

entre los grupos de muestras SFI y ELI sugiere que la respuesta Th1 es la 

predominante en los procesos de tiroiditis, y esta aumenta en los tejidos más 

infiltrados (Figura 49). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 49. Heatmap de la expresión 
diferencial de los genes asociados a las 
distintas respuestas Th entre los tejidos 
sin infiltrar (NIT) y los dos grupos con 
distinto grado de infiltración linfocitaria 
(SFI y ELI). Se observa un aumento de 
genes asociados a la respuesta Th1 que es 
especialmente marcado en la 
comparación entre el grupo NIT y ELI. 
Los números contenidos en cada celda 
corresponden con el fold-change obtenido 
en el análisis de expresión diferencial. 
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La clonación de una serie de moléculas con la capacidad de modular la activación 

de linfocitos T durante los años noventa reveló un nivel de complejidad en la 

regulación de la respuesta inmune hasta ese momento no sospechado (155). 

Hasta el momento se han identificado más de una decena de pares de receptores 

y ligandos que se sabe intervienen en la activación de linfocitos T, aunque 

estemos lejos de comprender la función de cada uno de ellos (65). Actualmente 

se reconoce que la regulación de esta respuesta inmune es en general mucho más 

compleja de lo inicialmente supuesto, y que podría jugar un papel clave en el 

mantenimiento de la tolerancia a lo propio y, que sus fallos pueden dan lugar a 

las enfermedades autoinmunes. A este conjunto de moléculas se les ha 

denominado checkpoint receptors debido a que actúan como puntos de control 

de la progresión de la respuesta inmune, aunque también se pueden les 

considerar como moléculas coestimuladoras o coinhibidoras de la activación de 

linfocitos T. Las primeras parejas receptor/ligando de checkpoint-receptors 

inhibidores caracterizados fueron CTLA-4/CD28 y PD-1/PDL-1 -L2. Mientras 

CTLA-4 actúa inmediatamente tras la activación, PD-1 y otras checkpoint 

receptors actúan en fases posteriores.  

Fue la presencia de un motivo ITIM en la cola citoplasmática de PD-1, uno de los 

primeros correceptores identificado, lo que sugirió que este podría poseer la 

capacidad de regular negativamente determinadas respuestas inmunes in vivo 

(156). La generación de distintos modelos animales corroboró dicha función, y 

múltiples trabajos han aportado resultados que sugieren que el eje de 

señalización formado por PD-1 y PD-L1/PD-L2 participa en el mantenimiento de 

la tolerancia, siendo un claro ejemplo de ello el desarrollo de una enfermedad 

similar al LES en ratones C57BL/6 PD-1-/-, o el aumento de la penetrancia y el 

inicio más temprano de diabetes en ratones NOD PD-1-/- (157,158). Sin embargo, 

su papel en el desarrollo y el mantenimiento de las enfermedades autoinmunes 

en humanos está por determinar. A pesar del reciente interés que ha adquirido 

PD-1 como diana terapéutica en el campo de la oncología por su expresión en las 

denominadas células exhausted, esta molécula se expresa preferentemente en 

células T tras su activación, pero también se ha descrito su presencia en células 

Treg, Tfh, y de forma más minoritaria en otras células de origen hematopoyético 

como linfocitos B, células NK o NKT, macrófagos o células dendríticas. Sus 

ligandos, PD-L1 y PD-L2, se expresan principalmente en macrófagos y células 

dendríticas. Aunque se ha demostrado su expresión en distintos órganos no 

linfoides en ratón y humano, dicha expresión normalmente se ha asociado a 

células presentadoras de antígeno presentes en estos tejidos o a el endotelio 

vascular (159,160).  
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Con el objetivo de comprender mejor el papel de este eje de señalización en las 

enfermedades autoinmunes órgano-específicas en humanos, es necesario evaluar 

la expresión de PD-1 y de sus ligandos no solo en las células de sistema inmune, 

sino también en las células parenquimatosas del órgano diana. Por esta razón, en 

el presente trabajo se ha estudiado la expresión de PD-1, PD-L1, y PD-L2 en 

células mononucleares de sangre periférica (CMSPs), linfocitos infiltrantes del 

tiroides (LITs), y en las propias células foliculares tiroideas (CFTs) en pacientes 

con enfermedad de Graves (EG) y tiroiditis de Hashimoto (TH), utilizando 

muestras de pacientes con bocio multinodular (BMN) como control no 

autoinmune. Mediante el uso combinado de citometría de flujo sobre células 

frescas, inmunofluorescencia en secciones de tejido criopreservado, y 

experimentos de inducción in vitro en cultivos primarios de CFTs y de líneas 

celulares derivadas de tiroides, hemos demostrado de forma fehaciente que las 

CFTs tienen la capacidad de expresar PD-L1 y que, de hecho, este se expresa muy 

moderadamente en CFTs en las glándulas afectadas por procesos autoinmunes. 

Los resultados obtenidos sugieren, por tanto, que el eje de señalización PD-1/PD-

L1 mantiene un papel activo en el control de la respuesta autoinmune en el 

tiroides de pacientes con EAT.   

Para explorar la capacidad funcional de la expresión de PD-L1 en CFTs, pero no 

en células de origen hematopoyético, en experimentos posteriores se estudió en 

cultivos primarios la interacción de CFTs y CMSPs autólogos, y su efecto sobre la 

capacidad proliferativa de estos últimos. Los resultamos obtenidos muestran que 

el cocultivo con CFTs autólogos es capaz de inhibir la proliferación de CMSPs 

inducida mediante la estimulación con anticuerpos anti-CD3/CD28, aunque este 

proceso no es dependiente de la señalización mediada por PD-1 (Datos no 

mostrados). Con el objetivo de identificar otras posibles vías 

inmunomoduladoras implicadas en el mantenimiento de las respuestas 

autorreactivas frente al tiroides, se analizaron los datos de RNA-seq obtenidos de 

tejido tiroideo de donantes de órganos pertenecientes al proyecto GTEx (144), y 

cedidos a nuestro grupo por el NIH. 

 

El presente trabajo aporta datos que demuestran por primera vez la implicación 

de la vía de señalización PD-1/PD-L1 en las EAT. Si bien los resultados obtenidos 

sugieren que la expresión de PD-L1 por parte de las CFTs podría constituir un 

mecanismo de tolerancia periférica que favorecería el control de los linfocitos 

autorreactivos, la interacción entre las CFTs y los LITs es un fenómeno 

presumiblemente complejo que requerirá de la intervención de múltiples 

moléculas. Caracterizar en detalle la contribución de PD-1/PD-L1, así como de 
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otras vías de señalización, a este proceso requerirá estudios adicionales. Creemos 

que los datos aquí expuestos son fiables al haberse obtenido mediante distintas 

técnicas complementarias como la citometría de flujo en células frescas y cultivos, 

la inmunofluorescencia indirecta en secciones de tejidos congelados, o la 

determinación de la expresión génica mediante qPCR.  

 

En primer lugar, empleando citometría de flujo demostramos que los linfocitos T 

CD4 circulantes de pacientes con EG mostraban un ligero aumento de la 

expresión de PD-1 respecto a muestras de controles obtenidos de donantes de 

sangre. El incremento de la expresión de PD-1 en linfocitos T de sangre periférica, 

tanto CD4 como CD8, se ha observado previamente asociado a otras 

enfermedades autoinmunes como el LES, la trombocitopenia autoinmune, o la 

esclerosis sistémica en humanos (161–163). Al comparar la expresión de PD-1 en 

linfocitos circulantes e intratiroidales en muestras de pacientes con enfermedad 

de Graves, observamos un incremento significativo en la expresión de PD-1 en 

LITs, detectándose las mayores diferencias en las subpoblaciones de memoria 

TCM y T efectoras, las cuales constituían además la mayor parte del infiltrado T en 

los tiroides estudiados. Estas subpoblaciones de linfocitos intratiroidales 

presentaban a su vez una proporción variable de células con una alta expresión 

de PD-1 (PD-1hi), este patrón de expresión de PD-1 no pudo detectarse en 

muestras de sangre periférica. Mediante el uso de IFI en secciones de tiroides 

congelado se confirmó la alta expresión de PD-1 los LITs CD4 y CD8 en muestras 

de pacientes con EG y TH. Esto permitió además realizar una descripción general 

de la organización de los infiltrados en estas glándulas. De acuerdo a lo publicado 

previamente por otros grupos, la mayor parte de los linfocitos T se encontraban 

en grandes infiltrados en espacios interfoliculares, los cuales estaban formados 

principalmente por linfocitos CD4, mientras que los linfocitos CD8 podían 

encontrarse además infiltrando de forma difusa grandes áreas del tejido 

(164,165).  

El predominio de un fenotipo de memoria y efector, y la alta expresión de PD-1 

en estas subpoblaciones de los linfocitos T infiltrantes, sugieren que una elevada 

proporción de estas células podrían corresponder con las denominadas células T 

exhausted, ya que estos rasgos serían comunes a los descritos previamente para 

este tipo de células en infecciones crónicas o en infiltrados tumorales (57,75). A 

pesar de ello, existen otras poblaciones minoritarias de linfocitos T que se 

caracterizan por la expresión de PD-1, como las células Treg, las células Tfh, o las 

recientemente descritas Tph (T peripheral helper) presentes en infiltrados de 

pacientes con AR o cáncer de mama (160,166,167). La presencia de células Tfh o 
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Treg en los infiltrados de pacientes con EAT ha sido descrita previamente por 

otros grupos (168,169), por ello sería recomendable profundizar en la 

caracterización de estos infiltrados linfoides mediante la realización de análisis 

adicionales empleando técnicas que permitan una mayor resolución. 

Empleando IFI sobre secciones de tejido congelado se estudió la expresión de los 

ligandos de PD-1. En primer lugar, demostramos que PD-L1 se expresaba hasta 

en el 80% de los tiroides examinados de pacientes con algún tipo de EAT, 

mientras que tan solo se expresa en un 25% de los tejidos control empleados, en 

los que además el número de células positivas era siempre menor que en los 

tejidos autoinmunes. El hecho más destacable es que dicha expresión se daba 

preferentemente en células que por su morfología y disposición fueron 

identificadas como CFTs, mientras que solo en unos pocos tejidos pudo 

observarse su expresión en células infiltrantes. Por el contrario, la expresión de 

PD-L2 resultó negativa tanto en CFTs como en células infiltrantes en todos los 

tejidos estudiados independientemente de su diagnóstico inicial. Mediante 

tinciones múltiples se confirmó la expresión de PD-L1 en tirocitos por su 

coexpresión con TPO, aunque no se observó una relación clara entre las zonas de 

expresión de PD-L1 y la presencia de infiltrados contiguos CD45+ 

independientemente de la expresión o no en dichas células de PD-1. Al igual que 

lo observado para PD-L1, se sabe que una gran proporción de CFTs de pacientes 

con EAT expresan HLA de clase II (8,170). Sin embargo, en los tejidos estudiados 

mediante IFI triple las áreas de expresión para PD-L1 y HLA-DR solapaban solo 

parcialmente, mostrando diferencias no solo en el área afectada sino también en 

la intensidad de dicha expresión, que en ambos casos era considerablemente 

mayor para HLA-DR. Este hecho se basa en el análisis visual de las muestras, sin 

que la extensión e intensidad de ambas señales llegasen a cuantificarse 

experimentalmente. 

Como se ha comentado anteriormente en la sección correspondiente de 

resultados, recientemente se han identificado las proteínas CMTM4 y CMTM6 

como reguladores positivos de PD-L1 en distintas líneas tumorales (150,152). En 

una serie de muestras de tiroides estudiadas mediante IFI se ha observado que 

ambas moléculas presentan una elevada expresión en CFTs tanto en secciones 

obtenidas de pacientes con EAT y como de controles. Por lo tanto, es poco 

probable que las diferencias de expresión de PD-L1 entre ambos grupos de 

muestras se deban a cambios en la regulación postraduccional dependientes de 

alguna de estas proteínas. 

Se sabe que la expresión de PD-L1 en distintas líneas celulares y cultivos 

primarios es inducible por IFN-γ, y en menor medida por IFN de tipo I (120,171). 
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En tiroides de pacientes con EG pero no en controles se ha demostrado la 

presencia de una firma de IFN (11). Estos hechos sugieren que la expresión de 

PD-L1 en tiroides de pacientes con EAT puede ser consecuencia de la producción 

local de IFNs por los infiltrados presentes en estos tejidos. Mediante RT-PCR 

detectamos un aumento significativo de los niveles del mRNA codificante para 

PD-L1 en el tiroides de pacientes con EAT,  estos presentaban además una 

correlación positiva con la expresión de PD-L1 observada previamente en estos 

tejidos mediante IFI. La capacidad del IFN-γ para inducir PD-L1 en CFTs se 

estudió mediante estimulación   in vitro empleando las líneas celulares HT93, 

TPC-1 y HTH-83, y cultivos primarios de CFTs obtenidos de tiroides de pacientes 

con EG y BMN. Mediante citometría de flujo y RT-PCR se confirmó en todas las 

líneas celulares derivadas de tiroides la inducción de la expresión de PD-L1 

durante las primeras 24 horas tras la estimulación con IFN-γ. La expresión de 

PD-L1 en estos cultivos fue paralela a la de HLA-DR, aunque en cultivos 

primarios esta presentó una inducción mayor en CFTs de pacientes con EG que 

en controles, tanto en el porcentaje de células positivas como en la MFI que esta 

población presentó. Por el contrario, mientras que en líneas celulares se observó 

una inducción de PD-L2 de magnitud similar a la de PD-L1, en cultivos primarios 

la estimulación con IFN-γ no produjo un aumento significativo de la expresión 

en superficie de PD-L2, o de los niveles de su mRNA correspondiente.  

La expresión de PD-L1 y HLA-DR en CFTs tras la estimulación con IFN-γ está en 

consonancia con los resultados descritos en diversos trabajos anteriores. Sin 

embargo, ambas moléculas presentan in vitro una inducción de magnitud 

similar, lo cual no concuerda con lo observado in vivo mediante IFI en tiroides 

de pacientes con EAT, donde la expresión de HLA-DR es muy superior a la de 

PD-L1, tanto en extensión como en la intensidad de su señal. Es además 

interesante destacar que, los cultivos primarios de CFTs en ausencia de 

estimulación presentaron tras 24 horas la expresión espontanea de PD-L1. A 

pesar de que el IFN-γ es considerado el principal inductor de PD-L1, se han 

descrito varias vías de señalización y mecanismos de regulación que pueden 

afectar a su expresión (172,173). Estas observaciones podrían indicar la 

coexistencia de mecanismos adicionales de regulación de PD-L1 en las CFTs, 

como por ejemplo, mediante la represión activa de su expresión in vivo, o bien 

mediante su inducción in vitro causada por la pérdida parcial de los contactos 

célula-célula tras la digestión enzimática de los folículos,  de forma similar a la 

inducción de PD-L1 asociada al proceso de transición epitelio-mesénquima 

(EMT, epithelial–mesenchymal transition) descrita en algunos tumores (174). 

Dos recientes trabajos de investigación publicados durante la realización de este 

proyecto respaldan los datos aquí expuestos hasta el momento en el contexto de 
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la diabetes tipo I (171,175). Ambos grupos demuestran la expresión de PD-L1 en 

las células β de los islotes pancreáticos en pacientes con diabetes tipo I pero no 

en controles, y como dicha expresión podía ser inducida en cultivo mediante la 

estimulación con IFNs de tipo I y tipo II. Sin embargo, en estos no se llegó a 

estudiar la expresión de PD-1 en el infiltrado presente en el órgano diana. 

 

Los resultados discutidos hasta el momento demuestran la expresión de PD-1 y 

PD-L1 en el tiroides de pacientes con EAT. Sin embargo, estos no comportan en 

sí mismos una evidencia de que dicha vía participe activamente en el control de 

los linfocitos autoreactivos. Con el objetivo de demostrar el efecto de la 

interacción entre células epiteliales de tiroides y linfocitos sobre la activación de 

estos últimos, se llevaron a cabo los experimentos de cocultivo descritos en este 

trabajo, en el que se pretende emular el tipo de interacciones que pueden ocurrir 

en una glándula tiroidea afecta de un proceso autoinmune. Una vez establecido 

el sistema, este pretende servir como herramienta para estudiar el papel de 

distintas parejas de correceptores y ligandos en la modulación de la interacción 

entre linfocitos infiltrantes y células epiteliales tiroideas. Cabe señalar que 

aunque los cocultivos son de uso habitual en inmunología celular tienen 

limitaciones importantes.  

Uno de los usos históricamente más importantes fue para valorar el grado de 

compatibilidad entre donante y receptor en el trasplante. Aunque este método fue 

muy útil para comprender mejor la especial característica de la respuesta 

alogénica, se tuvo que abandonar por la complejidad técnica, pero sobre todo por 

su gran variabilidad.  

Los cocultivos, en este caso autólogos, entre las células infiltrantes del tumor y la 

células tumorales se ha utilizado ampliamente en el campo de la investigación 

oncológica, donde suele emplearse para evaluar la eficacia o mecanismo de acción 

de distintos fármacos, o la propia respuesta inmune en distintas condiciones. Es 

común en estos casos el cultivo previo de los linfocitos con altas dosis de IL-2 

para conseguir una expansión importante previa de la población de LITs. Sin 

embargo, la expansión de linfocitos mediante este procedimiento da lugar a un 

cambio en el fenotipo y el estado de activación de estos, además de poder 

introducir sesgos producidos por una respuesta desigual a esta citocina por las 

distintas subpoblaciones (176). Por esta razón, para tratar de emular en cultivo lo 

más fielmente posible las interacciones entre linfocitos y células epiteliales 

tiroideas que puedan ocurrir in vivo, se decidió no realizar una expansión previa 

de las células efectoras. 
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El abordaje seguido en este trabajo ha quedado limitado por la reducción del 

acceso a tejido tiroideo autoinmune por la pandemia producida por el SARS-CoV-

2 durante el último año, que ha dificultado la realización de intervenciones 

quirúrgicas programadas, incluidas las resecciones de tiroides de pacientes con 

enfermedad de Graves. La cantidad de tejido disponible y el grado variable de 

infiltración que pueden presentar los tiroides de pacientes con enfermedad de 

Graves dificultan la obtención del número de linfocitos infiltrantes (LITs) 

necesarios para la realización de los experimentos de cocultivos descritos en este 

trabajo. Por ello este trabajo se llevó a cabo empleando células mononucleares de 

sangre periférica de pacientes con enfermedad de Graves y de donantes. 

Aparte de las diferencias generales entre los modelos in vitro e in vivo, la 

diferente composición de las poblaciones separadas de sangre periférica –donde 

hay una alta proporción de células naïve y sólo una proporción mínima es 

concebible que reconozcan específicamente los tirocitos, incluso entre las células 

memoria-, y los linfocitos intratiroidales -donde la mayoría de las células son 

memoria y está expandida la proporción de linfocitos específicos de antígenos 

tiroideos- limitan la utilidad de este modelo. Sin embargo, se han obtenido 

resultados de gran interés.  

Por un lado la activación de los linfocitos T mediante el uso simultáneo  de anti-

CD3 y anti-CD28 nos permite medir el efecto de la presencia de tirocitos sobre 

linfocitos recién activados. Como se puede ver en los resultados de cocultivos de 

células mononucleares periféricas, la mera presencia de tirocitos produce una 

fuerte reducción en la proporción y proliferación de linfocitos CD4+ y CD8 

(Figura 30). Su número no sólo no aumenta sino que se reduce, lo que supone 

que la activación de los linfocitos T en presencia tirocitos induce muerte celular. 

Sin embargo, los linfocitos que persisten si experimentan cambios fenotípicos de 

activación como la adquisición de la expresión de PD-1. La medición de citocinas 

en el sobrenadante de los cultivos complementará estas observaciones. Lo que si 

se deduce de estos experimentos es que la citocina IFN-gamma no parece ser la 

principal responsable de estos cambios. Este efecto no es particular de las 

glándulas autoinmunes porque se produce tanto en los cocultivos generados a 

partir de donantes de órganos como de tejidos obtenidos de pacientes con 

enfermedad de Graves.  

Es necesario comentar que este efecto negativo sobre las CMSPs no parece 

depender, al menos no exclusivamente del eje PD1-PDL1 porque la adición de 

cantidades crecientes de anticuerpos anti-PD1 bloqueantes de uso clínico no 

redujo tampoco el efecto. En experimentos que no se han incluido a espera de 

mostrar su reproducibilidad, el uso de transwells en un sistema de cocultivo entre 



 
 

DISCUSIÓN 

151 
 

células mononucleares de sangre periférica y células epiteliales tiroideas de 

glándulas de pacientes con bocio multinodular sugiere que este efecto negativo es 

dependiente de contacto.  

 

Los co-cultivos con los tirocitos transformados de la línea TPC-1 son algo más 

complejos de interpretar porque, tal como se ha comentado en resultados, tienen 

un rápido crecimiento intrínseco y es difícil mantener la proporción linfocitos – 

tirocitos, pero se observa el mismo efecto sobre la proporción de linfocitos CD4 y 

CD8, aunque en este caso no se produzca una disminución clara del número total 

de células CD45+ por efecto del cocultivo. 

 
El efecto del co-cultivo sobre los tirocitos es menos sorprendente. En el caso de 
lo tirocitos no transformados se produjo una inducción de la expresión de HLA 
clase II y de PD-L1 que se demuestra en parte dependiente de IFN-gamma.  Esta 
inducción ocurre en los cultivos activados mediante anti-CD3/ CD28 incluso en 
ausencia de CMSPs, lo cual puede explicarse por la presencia en estas muestras 
de células residuales CD45+ no eliminadas junto al sobrenadante durante la 
preparación del cultivo. Los anticuerpos bloqueantes anti-IFN-γ producen una 
disminución de la MFI de PD-L1 y HLA-DR, pero tienen un efecto mínimo sobre 
el número de CFTs positivas, por lo que no inhiben por completo su inducción. 
Esto podría deberse a la utilización de una cantidad insuficiente de anticuerpos 
anti-IFN-γ para bloquear completamente su producción en estos cultivos, o al 
efecto de otras citocinas como TNFα, la cual puede tener un efecto sinérgico con 
el IFN-γ en la inducción de PD-L1, y cuya producción en cocultivos autólogos 
entre CMSPs y CFTs ha sido demostrada anteriormente (160,177,178). 
En el caso de los cultivos empleando la línea celular TPC-1, estas células 

responden de forma semejante a los CFTs en los cultivos autólogos. Tanto PD-L1 

como HLA-DR se inducen en estas células cuando son cultivadas en presencia de 

CMSPs estimulados con Anti-CD3/CD28, disminuyéndose este aumento si son 

tratados adicionalmente con anticuerpos bloqueantes anti-IFN-γ. 

El cultivo de CMSPs con células TPC-1 produce un descenso significativo de su 

número, fenómeno que no se observó en los co-cultivos autólogos con CFTs. A 

pesar de esto el diseño experimental no nos permite confirmar si este fenómeno 

se debe a una inhibición de la proliferación de las células TPC-1, o a un efecto 

citotóxico directo producido por las CMSPs estimulados por la naturaleza 

alogénica y transformada de estos. 

Los resultados obtenidos mediante los experimentos de cocultivos indican que 

las CFTs pueden ejercer una acción inmunomoduladora sobre los linfocitos T 

autólogos al inhibir su proliferación, a pesar de lo cual, dicho efecto no parece 

estar mediado por la expresión de PD-L1 en CFTs. A lo largo de los años distintos 

grupos han demostrado la expresión en CFTs de pacientes con EAT de moléculas 
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inicialmente asociadas a células de origen hematopoyético, como HLA de clase 

II, CD40, o moléculas de adhesión como ICAM-1 o NCAM (8,179–181). Por tanto, 

es lógico suponer que las interacciones entre estas células epiteliales y los 

linfocitos autorreactivos sean complejas, y que dependan de distintas moléculas, 

algunas de ellas de expresión constitutiva, y otras inducibles por un ambiente 

proinflamatorio, como HLA de clase II, CD40, o PD-L1. 

 

El estudio transcriptómico entre tejidos autoinmunes y controles debería de 

permitir identificar otras vías de señalización que pudiesen estar implicadas en 

la regulación de las respuestas autorreactivas por parte de las CFTs. El aumento 

de la prevalencia de la tiroiditis focal y la tiroiditis subclínica en la población 

general con la edad, y la disponibilidad de imágenes histológicas de la mayor 

parte de las muestras nos han permitido realizar este análisis empleando los 

datos de RNA-seq de tiroides obtenidos como parte del proyecto GTEx (144). 

La clasificación de las muestras en base a las imágenes histológicas ha mostrado 

una mayor prevalencia de procesos de tiroiditis focal o extendida en mujeres, de 

forma similar a lo descrito para las EAT (1–3). A pesar de que nuestro análisis no 

muestra un incremento de los casos de tiroiditis con la edad en las muestras 

analizadas, un estudio previo empleando el mismo grupo de muestras describió 

una relación entre distintos genes de procesos asociados al sistema inmune y la 

edad de los donantes. (182). Dicho estudió basó su clasificación en los datos 

anatomopatológicos cedidos por el proyecto GTEx, los cuales fueron valorados 

por varios expertos. En nuestro caso, las imágenes de las muestras incluidas 

fueron revisadas por un único experto en patología del tiroides del equipo de 

Anatomía Patológica del Hospital Universitario Vall d’Hebron, lo permitió 

completar los datos referentes a cada tejido y evitó la introducción sesgos 

interobservador. Esto podría explicar en parte la diferente asociación encontrada 

entre la edad y la presencia de infiltrados linfoides entre ambos estudios. 

De acuerdo con lo esperable, el análisis comparativo entre los tres grupos de 

muestras previamente definidos indica que la mayor parte de los genes cuya 

expresión más aumenta en los tejidos con pequeños infiltrados focales (SFI), son 

aquellos relacionados específicamente con el sistema inmune. Además, la 

magnitud de estos cambios incrementa en los tejidos con infiltraciones extensas 

(ELI). Por el contrario, la mayoría de los genes con expresión disminuida al 

comparar ambos grupos de tejidos infiltrados con el grupo control, pertenecen a 

vías de señalización o a procesos ubicuos, o sin relación específica con el 

metabolismo del tiroides o con el sistema inmune. Estos resultados se 

confirmaron mediante el análisis de significación biológica mediante Reactome y 
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Gene Ontology, los cuales muestran un aumento de los procesos ligados a la 

respuesta inmune al comparar los grupos SFI y ELI con el grupo control.  

El objetivo principal de este análisis era la identificación de posibles vías de 

coestimulación y coinhibición, que al igual que el de señalización formado por 

PD-1/PD-L1, pudiesen encontrarse diferencialmente expresadas en los tejidos 

infiltrados y, por tanto, pudiesen tener un papel importante en el establecimiento 

o el control de estas respuestas autorreactivas. A pesar de que ningún gen 

codificante para receptores o ligandos inmunomoduladores se encontró entre los 

más diferencialmente expresados entre las distintas comparativas, se realizó una 

búsqueda manual entre los resultados obtenidos de las principales moléculas 

implicadas en la regulación de la respuesta inmune (65). Al comparar los tejidos 

con pequeños infiltrados linfoides con los controles se observó el aumento de 

expresión de varias moléculas asociadas a la regulación de la respuesta de los 

linfocitos T y B, como TIGIT o BTLA. De forma similar a lo observado en los 

resultados anteriores, la expresión de estos genes aumentaba considerablemente 

en los tejidos con infiltraciones linfocitarias extensas, además de comprobarse el 

incremento en la expresión de otras moléculas reguladoras. La mayor parte de los 

genes identificados de esta manera codifican para receptores expresados 

principalmente en distintas poblaciones de linfocitos. Es probable, por tanto, que 

el aumento de su expresión en los grupos SFI y ELI sea proporcional al grado de 

infiltración de estos, y no un indicador de cambios en el tipo de respuesta inmune. 

El estudio de los cambios transcripcionales asociados a diversas enfermedades 

autoinmunes en el órgano diana ha sido empleados por múltiples grupos con el 

objetivo de identificar las vías de señalización o los procesos implicados en 

distintas fases de estas patologías (183,184). Sin embargo, el uso directo del tejido 

diana como fuente de material genético genera limitaciones en el análisis de los 

datos conforme aumenta la heterogeneidad de las células contenidas en la 

muestra (185). En este trabajo hemos demostrado la expresión de PD-L1 por 

parte de las CFTs en tejido de pacientes con EAT, sin embargo, los resultados 

transcriptómicos obtenidos del proyecto GTEx muestran únicamente un ligero 

aumento de su expresión en los tiroides con infiltrados extensos con respecto a 

los controles. Esto podría explicarse por la progresiva pérdida de parénquima 

tiroideo que ocurre paralelamente a la infiltración de la glándula en las EAT, y 

que podría enmascarar los cambios sufridos por las CFTs en respuesta al 

microambiente inflamatorio. 

Basándonos en los resultados obtenidos mediante el análisis de los datos 

transcriptómicos, podemos identificar varios ejes de coestimulación y 

coinhibición de la respuesta inmune que podrían estar implicados en el 
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mantenimiento o atenuación de los procesos autoinmunes en el tiroides durante 

distintas fases de la enfermedad. Sin embargo, el estudio del papel específico de 

los CFTs en el control de las respuestas autorreactivas requerirá el uso de técnicas 

alternativas que permitan el análisis específico de las células de interés. 

Adicionalmente, el uso conjunto de la plataforma Cibersort (149) y el análisis de 

los datos transcriptómicos del proyecto GTEx nos han permitido describir la 

composición del infiltrado presente en estas glándulas. Los resultados obtenidos 

indican que las principales células presentes en los tejidos con tiroiditis focal y 

extendida son macrófagos M2 y células CD4 de memoria en reposo. Se observó 

además un aumento específico de genes asociados a una respuesta T CD4 de tipo 

Th1 en los tejidos con pequeños infiltrados linfoides, cambios que se intensifican 

en las muestras con infiltrados más extensos. Estos resultados apoyarían el 

trabajo previo realizado por nuestro grupo, en el que mediante el uso de arrays 

de RNA se identificó una firma de interferón en los tiroides de un pequeño 

número de pacientes con EG. Adicionalmente, en dicho estudio se observó el 

aumento de diversos genes ligados a macrófagos M2, cuya presencia fue 

confirmada en estos tejidos mediante inmunofluorescencia indirecta (11). 

 

La implicación de distintas vías de coestimulación y coinhibición en las 

enfermedades autoinmunes ha sido ampliamente descrita en modelos animales, 

y en menor medida en humanos (186). La mayor parte de dichos estudios se han 

centrado en la expresión de moléculas inmunomoduladoras en las propias células 

del sistema inmune, a pesar de lo cual, algunos trabajos en modelos animales 

sugieren un posible de papel de diversos órganos diana en el control de las 

respuestas autorreactivas (187). 

En base a los base a lo expuesto en este trabajo puede deducirse que, el eje 

formado por PD-1/PD-L1 podría tener un papel activo en el control de las 

respuestas autoinmunes en humanos. La expresión de PD-L1 en células 

foliculares tiroideas en respuesta a un microambiente inflamatorio podría 

constituir un mecanismo de tolerancia periférica. Este proceso podría tener una 

especial importancia en el tiroides que, unido a la prevalencia de tiroiditis focal 

en la población general, podría explicar la alta incidencia de cuadros de 

autoinmunidad tiroidea asociados a los tratamientos bloqueantes anti-PD-1 y 

anti-PD-L1 empleados como terapia en diversos tipos de tumores (135–137). 

Los resultados descritos contribuyen a explicar, al menos parcialmente, la lenta 

progresión de las enfermedades autoinmunes del tiroides. Hemos demostrado 

que la expresión de PD-L1 se produce de forma clara en el tiroides de pacientes 

con EAT, y que esta puede ser inducida in vitro por un estimulo proinflamatorio 
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como el IFN-γ, cuya acción en el órgano diana y las CMSPs ha sido descrita por 

diversos estudios (11,188). Aunque hemos demostrado la capacidad de las células 

foliculares tiroideas de inhibir la proliferación de linfocitos T previamente 

estimulados in vitro, no hemos podido asociar dicha acción a la expresión en 

estas de PD-L1. Lo cual estaría en consonancia con el papel de PD-1 en el 

mantenimiento del estado de exhaustion en células T, pero no en su 

establecimiento (189). Por ello se necesitarán experimentos adicionales para 

investigar su efecto en otros aspectos asociados a la activación de los linfocitos, la 

polarización de su respuesta, o su implicación en fases posteriores de la 

respuesta. La expresión de PD-L1, y su posible interacción con los linfocitos 

infiltrantes, instan a reinterpretar la expresión ectópica de HLA de clase II en las 

CFTs y su efecto sobre los linfocitos autorreactivos (8,190). Adicionalmente no se 

puede descartar un efecto directo sobre los propios CFTs producido por la 

señalización a través de PD-L1, como ya se ha demostrado en líneas tumorales, 

donde la unión de PD-1 confiere a las células tumorales cierto grado de resistencia 

a la lisis mediada por células citotóxicas y a la apoptosis mediada por fármacos 

(191).  

El análisis de los datos transcriptómicos muestran la expresión de múltiples 

receptores coinhibidores en el tiroides de donantes que presentan infiltrados 

linfoides, lo cual apoyaría la hipótesis de que una gran proporción de los linfocitos 

infiltrantes en estas glándulas se encuentran en estado de exhaustion (61). Estos 

resultados hacen necesario investigar la posible expresión de otros ligandos 

inmunomoduladores por parte de las CFTs que pudiesen contribuir al control de 

las respuestas autoinmunes. 

 

El presente trabajo, y el artículo fruto de los resultados obtenidos (192), 

constituyen la primera demostración directa de la expresión de PD-L1 en las 

células foliculares tiroideas de pacientes con EAT. Estos resultados son similares 

a los descritos recientemente en células β pancreáticas de pacientes con diabetes 

de tipo I (171,175), y sientan las bases para el desarrollo de nuevas estrategias de 

tratamiento de las enfermedades autoinmunes.



CONCLUSIONES 
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1. La expresión de PD-1 se encuentra significativamente aumentada en los 

linfocitos T infiltrantes de tiroides con respecto a los circulantes en 

pacientes con enfermedad de Graves. 

2. PD-L1, pero no PD-L2, se expresa tirocitos del 86% de las glándulas de 

pacientes con enfermedades autoinmunes del tiroides (EAT) evaluadas. 

Por el contrario, solo se detectaron tirocitos PD-L1+ en el 25% de las 

muestras de pacientes con bocio multinodular (BMN), estas presentaron 

generalmente un menor número de células positivas que las glándulas 

autoinmunes. 

3. No se ha podido establecer una relación directa entre la presencia o 

extensión de los infiltrados linfoides y la expresión de PD-L1 en tirocitos 

adyacentes a estos. Sin embargo, si se ha encontrado una correlación entre 

la expresión relativa de IFNG y la expresión de PD-L1 en tirocitos en las 

glándulas estudiadas, siendo este relación independiente del diagnóstico 

de los pacientes. 

4. Se ha demostrado que la estimulación mediante IFN-γ induce la expresión 

de PD-L1, pero no PD-L2, en tirocitos de pacientes con enfermedad de 

Graves o con bocio multinodular.  Por el contrario, en las líneas celulares 

de tiroides evaluadas, la estimulación mediante IFN-γ inducia la expresión 

tanto de PD-L1 como de PD-L2. 

5. Se ha conseguido diseñar un protocolo de cocultivo adecuado para evaluar 

el papel de distintas moléculas en la interacción entre tirocitos y células 

mononucleares de sangre periférica (CMSPs) o linfocitos infiltrantes del 

tiroides (LITs). Mediante su uso hemos demostrado la capacidad de los 

tirocitos autólogos, pero no de células TPC-1, para inhibir la proliferación 

de CMSPs previamente activados mediante anti-CD3/CD28, aunque no 

hemos encontrado evidencias de que este efecto se deba a la señalización 

del eje formado por PD-1 y PD-L1. 

6. El análisis de los datos de expresión génica cedidos por el proyecto GTEx 

ha permitido evaluar las diferencias presentes en tiroides con distintos 

grados de infiltración linfocitaria. Este análisis ha puesto de manifiesto el 

aumento de expresión de diversos correceptores inhibidores en el grupo 

de muestras con infiltrados extensos (ELI), los cuales podrían tener un 

papel relevante en la cronificación de la respuesta autoinmune. 
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FIGURAS SUPLEMENTARIAS 

 
 
  

Figura suplementaria 1. Expresión de PD-1 en linfocitos infiltrantes CD4 y CD8 en 
tiroides de pacientes con enfermedad de Graves cuantificados mediante citometría de 
flujo (FC) o inmunofluorescencia indirecta (IFI). ** p < 0,01; *** p < 0,001. 
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cambia ren la figura B la leyenda del X, 
no es PDL1 sino PDL2

Figura suplementaria 2. Expresión de (A) PD-L1 y (B) PD-L2 en CFTs de 
suspensiones celulares obtenidas de tejido tiroideo fresco mediante digestión 
enzimática. Se muestra la expresión cuantificada para cada anticuerpo con sus 
respectivos controles de isotipo. 
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Figura suplementaria 3. Análisis mediante citometría de flujo de la MFI para HLA de 
clase I y HLA-DR tras la estimulación mediante IFN-γ en las líneas celulares (A) HT93, (B) 
TPC-1, y (C) HTh83. En la figura (C) se muestra además el cambio en el porcentaje de 
células HTh83 positivas para HLA-DR. 
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Figura suplementaria 4. Análisis mediante qPCR de la expresión relativa de HLA-DRA 
tras la estimulación mediante IFN-γ en las líneas celulares (A) HT93, (B) TPC-1, y (C) HTh83. 
En el eje Y izquierdo la expresión génica relativa se representa normalizada con respecto a 
GAPDH mediante barras, y en el eje Y derecho se representa mediante puntos el incremento 
de expresión con respecto a la situación basal. 
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  Figura suplementaria 5. Expresión espontanea de PD-L1 tras 24 horas de cultivo en dos 
muestras pertenecientes al mismo paciente y digeridas con colagensa IV o Liberasa TM. 
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Figura suplementaria 6. Análisis mediante qPCR de la expresión génica relativa de HLA-
DRA en respuesta a la estimulación mediante distintas dosis de IFN-γ durante 24 y 48 horas 
en cultivos primarios de CFTs de pacientes con (A) BMN o (B) EG. En el eje Y izquierdo la 
expresión génica relativa se representa normalizada con respecto a GAPDH mediante 
barras, y en el eje Y derecho se representa mediante puntos el incremento de expresión con 
respecto a la situación basal. Debido a la variabilidad entre las muestras los resultados se 
representan de forma individualizada. 
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Figura suplementaria 7. Representación gráfica de la relación entre la proporción de 
CFT:CMSP teórico sembradas a día 0 (eje X), y proporción de CFT:CMSP sin estimular 
recuperadas en el día +3 (eje Y) en (A) muestras de donantes de órganos, y (B) muestras de 
pacientes con enfermedad de Graves. 
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Figura suplementaria 8. Ratio CD4/CD8 en las distintas condiciones experimentales 
de cocultivo en (A) donantes de órganos y (B) pacientes con enfermedad de Graves. El área 
gris de cada gráfica representa la media (línea continua) ± la desviación estándar en las 
muestras previamente a su cultivo.  
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  Figura suplementaria 9. Análisis mediante citometría de flujo de la expresión basal de 
PD-L1 y HLA-DR en CFTs de suspensiones celulares obtenidas tras la digestión enzimática 
de tejido tiroideo de donantes de órganos y pacientes con enfermedad de Graves. . 
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  Figura suplementaria 10. Representación gráfica de la relación entre la proporción de 
TPC-1:CMSP teórico sembradas a día 0 (eje X), y proporción de TPC-1:CMSP sin estimular 
recuperadas en el día +3 (eje Y). 
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  Figura suplementaria 11. Representación mediante heatmap de la distancia 
ecludiana entre las muestras analizadas. Las muestras que presentan menor 
distancia euclidiana entre sí (más semejantes) se muestran en rojo, mientras que 
las que presentan mayor distancia entre sí se muestran en azul. 
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Figura suplementaria 12. Red de genes encontrados en los términos de Gene Ontology más 
representados para la categoría de procesos biológicos en la comparación entre muestras de 
tejidos con pequeños infiltrados focales (SFI) y tejidos con infiltración extensa (ELI). Cada gen se 
representa unido con los términos a los que pertenece. Los términos GO enriquecidos se 
muestran como nodos cuyo tamaño es proporcional al número de genes que los forman y que se 
han encontrado diferencialmente expresados. 
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Figura suplementaria 13. Red de genes encontrados en los términos de Gene Ontology más 
representados para la categoría de componentes celulares en la comparación entre muestras de 
tejidos no infiltrados (NIT) y tejidos con pequeños infiltrados focales (SFI). Cada gen se 
representa unido con los términos a los que pertenece. Los términos GO enriquecidos se 
muestran como nodos cuyo tamaño es proporcional al número de genes que los forman y que se 
han encontrado diferencialmente expresados. 

 



 
 

ANEXOS 

189 
 

Figura suplementaria 14. Red de genes encontrados en los términos de Gene Ontology más 
representados para la categoría de componentes celulares en la comparación entre muestras de 
tejidos no infiltrados (NIT) y tejidos con infiltración extensa (ELI). Cada gen se representa unido 
con los términos a los que pertenece. Los términos GO enriquecidos se muestran como nodos 
cuyo tamaño es proporcional al número de genes que los forman y que se han encontrado 
diferencialmente expresados. 
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Figura suplementaria 15. Red de genes encontrados en los términos de Gene Ontology más 
representados para la categoría de componentes celulares en la comparación entre muestras de 
tejidos con pequeños infiltrados focales (SFI) y tejidos con infiltración extensa (ELI). Cada gen se 
representa unido con los términos a los que pertenece. Los términos GO enriquecidos se muestran 
como nodos cuyo tamaño es proporcional al número de genes que los forman y que se han 
encontrado diferencialmente expresados. 
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Figura suplementaria 16. Red de genes encontrados en los términos de Gene Ontology más 
representados para la categoría de funciones celulares en la comparación entre muestras de tejidos 
no infiltrados (NIT) y tejidos con pequeños infiltrados focales (SFI). Cada gen se representa unido 
con los términos a los que pertenece. Los términos GO enriquecidos se muestran como nodos cuyo 
tamaño es proporcional al número de genes que los forman y que se han encontrado diferencialmente 
expresados. 
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Figura suplementaria 17. Red de genes encontrados en los términos de Gene Ontology más 
representados para la categoría de funciones celulares en la comparación entre muestras de tejidos no 
infiltrados (NIT) y tejidos con infiltración extensa (ELI). Cada gen se representa unido con los términos 
a los que pertenece. Los términos GO enriquecidos se muestran como nodos cuyo tamaño es 
proporcional al número de genes que los forman y que se han encontrado diferencialmente expresados. 
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Figura suplementaria 18. Red de genes encontrados en los términos de Gene Ontology más 
representados para la categoría de funciones celulares en la comparación entre muestras de 
tejidos con pequeños infiltrados focales (SFI) y tejidos con infiltración extensa (ELI). Cada gen se 
representada unido con los términos a los que pertenece. Los términos GO enriquecidos se 
muestran como nodos cuyo tamaño es proporcional al número de genes que los forman y que se 
han encontrado diferencialmente expresados. 
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Figura suplementaria 19. Mapas de relación entre los términos de Gene Ontology más 
representados para la categoría de procesos biológicos en la comparación entre muestras de tejidos no 
infiltrados (NIT) y tejidos con pequeños infiltrados focales (SFI). Los términos GO más enriquecidos 
se representan relacionados entre sí según su similitud. El tamaño de cada nodo y su color representan 
el número de genes enriquecidos y el p-valor para dicho término. 
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Figura suplementaria 20. Mapas de relación entre los términos de Gene Ontology más 
representados para la categoría de procesos biológicos en la comparación entre muestras de tejidos 
no infiltrados (NIT) y tejidos con infiltrados extensos (ELI Los términos GO más enriquecidos se 
representan relacionados entre sí según su similitud. El tamaño de cada nodo y su color 
representan el número de genes enriquecidos y el p-valor para dicho término. 
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Figura suplementaria 21. Mapas de relación entre los términos de Gene Ontology más 
representados para la categoría de procesos biológicos en la comparación entre muestras de tejidos 
con pequeños infiltrados focales (SFI) y tejidos con infiltrados extensos (ELI). Los términos GO 
más enriquecidos se representan relacionados entre sí según su similitud. El tamaño de cada nodo 
y su color representan el número de genes enriquecidos y el p-valor para dicho término. 
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Figura suplementaria 22. Mapas de relación entre los términos de Gene Ontology más 
representados para la categoría de componentes celulares en la comparación entre muestras de 
tejidos no infiltrados (NIT) y tejidos con pequeños infiltrados focales (SFI). Los términos GO más 
enriquecidos se representan relacionados entre sí según su similitud. El tamaño de cada nodo y su 
color representan el número de genes enriquecidos y el p-valor para dicho término. 
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Figura suplementaria 23. Mapas de relación entre los términos de Gene Ontology más 
representados para la categoría de componentes celulares en la comparación entre muestras de 
tejidos no infiltrados (NIT) y tejidos con infiltrados extensos (ELI Los términos GO más 
enriquecidos se representan relacionados entre sí según su similitud. El tamaño de cada nodo y su 
color representan el número de genes enriquecidos y el p-valor para dicho término. 
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Figura suplementaria 24. Mapas de relación entre los términos de Gene Ontology más 
representados para la categoría de componentes celulares en la comparación entre muestras de 
tejidos con pequeños infiltrados focales (SFI) y tejidos con infiltrados extensos (ELI). Los términos 
GO más enriquecidos se representan relacionados entre sí según su similitud. El tamaño de cada 
nodo y su color representan el número de genes enriquecidos y el p-valor para dicho término. 
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Figura suplementaria 25. Mapas de relación entre los términos de Gene Ontology más 
representados para la categoría de funciones celulares en la comparación entre muestras de 
tejidos no infiltrados (NIT) y tejidos con pequeños infiltrados focales (SFI). Los términos GO 
más enriquecidos se representan relacionados entre sí según su similitud. El tamaño de cada 
nodo y su color representan el número de genes enriquecidos y el p-valor para dicho término. 
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Figura suplementaria 26. Mapas de relación entre los términos de Gene Ontologys más 
representados para la categoría de funciones celulares en la comparación entre muestras de tejidos 
no infiltrados (NIT) y tejidos con infiltrados extensos (ELI Los términos GO más enriquecidos se 
representan relacionados entre sí según su similitud. El tamaño de cada nodo y su color representan 
el número de genes enriquecidos y el p-valor para dicho término. 
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Figura suplementaria 27. Mapas de relación entre los términos de Gene Ontology más 
representados para la categoría de funciones celulares en la comparación entre muestras de tejidos 
con pequeños infiltrados focales (SFI) y tejidos con infiltrados extensos (ELI). Los términos GO más 
enriquecidos se representan relacionados entre sí según su similitud. El tamaño de cada nodo y su 
color representan el número de genes enriquecidos y el p-valor para dicho término. 
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Figura suplementaria 28. Red de genes encontrados en los términos de Reactome más 
representados en la comparación entre muestras de tejidos no infiltrados (NIT) y tejidos con 
pequeños infiltrados focales (SFI). Cada gen se representa unido con los términos a los que 
pertenece. Los términos enriquecidos se muestran como nodos cuyo tamaño es proporcional al 
número de genes que los forman y que se han encontrado diferencialmente expresados. 
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Figura suplementaria 29. Red de genes encontrados en los términos de Reactome más 
representados en la comparación entre muestras de tejidos no infiltrados (NIT) y tejidos con 
infiltración extensa (ELI). Cada gen se representada unido con los términos a los que pertenece. Los 
términos enriquecidos se muestran como nodos cuyo tamaño es proporcional al número de genes que 
los forman y que se han encontrado diferencialmente expresados. 
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Figura suplementaria 30. Red de genes encontrados en los términos de Reactome más 
representados en la comparación entre muestras de tejidos con pequeños infiltrados focales 
(SFI) y tejidos con infiltración extensa (ELI). Cada gen se representada unido con los términos 
a los que pertenece. Los términos enriquecidos se muestran como nodos cuyo tamaño es 
proporcional al número de genes que los forman y que se han encontrado diferencialmente 
expresados. 
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Figura suplementaria 31. Mapa de los términos de Reactome más representados en la 
comparación entre muestras de tejidos no infiltrados (NIT) y tejidos con pequeños infiltrados 
focales (SFI). Los términos se asocian en base a su similitud. El tamaño de los nodos es 
proporcional al número de genes encontrados para el término al que representan, y su color 
indica el p-valor obtenido. 
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Figura suplementaria 32. Mapa de los términos de Reactome más representados en la 
comparación entre muestras de tejidos no infiltrados (NIT) y tejidos con infiltración extensa (ELI). 
El tamaño de los nodos es proporcional al número de genes encontrados para el término al que 
representan, y su color indica el p-valor obtenido. 
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Figura suplementaria 33. Mapa de los términos de Reactome más representados en la 
comparación entre muestras de tejidos con pequeños infiltrados focales (SFI) y tejidos con 
infiltración extensa (ELI). El tamaño de los nodos es proporcional al número de genes encontrados 
para el término al que representan, y su color indica el p-valor obtenido. 
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Figura suplementaria 34. Tabla de resultados obtenida tras el análisis de los datos de 
RNAseq en tiroides mediante Cibersort. Las poblaciones celulares identificadas por el archivo 
de referencia LM22 se representan por columnas, mientras que las muestras analizadas se 
muestran en las distintas filas de la tabla. Para cada muestra, la presencia de las distintas 
poblaciones celulares se representa como un valor relativo normalizado sobre 1. 
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Tabla suplementaria 1. Listado de tejidos congelados y 

experimentos de inmunofluorescencia indirecta para los que fueron 

empleados. 

 

TABLAS SUPLEMENTARIAS 

 
 
  

Tejido Diagnóstico PD-1 PD-L1 PD-L2 CMTM4 CMTM6 

TB-290 HT X  X    
TB-297 BMN  X X   
TB-299 BMN  X X   
TB-378 GD  X X   
TB-385 HT X X X   
TB-387 BMN  X X   
TB392 BMN  X    
TB394 GD  X    
TB395 BMN  X    
TB398 BMN  X    
TB401 BMN  X    
TB-403 GD X X X   
TB-406 BMN  X X   
TB409 BMN  X    
TB413 GD  X    
TB414 BMN  X    
TB420 BMN  X    
TB421 GD X X    
TB428 GD  X    
TB430 GD X X    
TB439 BMN  X    
TB-441 HT  X X   
TB442 GD X X    
TB443 GD X X    
TB-444 HT X X X   
TB-446 GD X X X   
TB-447 HT X X X   
TB-450 GD X X X   
TB-452 GD  X    
TB-455 GD  X X   
TB-456 BMN  X X   
TB-462 BMN  X X   
TB464 GD X X    
THV-58 GD  X    
THV-61 BMN  X X   
THV-63 HT X X X   
THV-68 GD X X X   
THV-69 BMN  X X   
THV-1 GD    X X 
THV-3 GD    X X 
THV-8 GD    X X 
THV-15 GD    X X 
THV-21 GD    X X 
THV-23 BMN    X X 
THV-24 BNM    X X 
THV-25 GD    X X 
THV-26 BMN    X X 
THV-30 GD    X X 
THV-33 BMN    X X 
THV-43 BMN    X X 
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Tabla suplementaria 2. Listado de anticuerpos y sus diluciones empleados en los 

experimentos de inmunofluorescencia indirecta. 

 
  

 Dilución Clon Compañía 

    

Anticuerpos primarios 

CD4 1:100 RIV6 Invitrogen 

CD8 1:400 MEM-31 ImmunoTools 

PD-1 1:200 NAT105 Biolegend 

CK (wide spectrum) 1:600 Policlonal Dako 

PD-L1 1:200 D8T4X Cell Signaling 

PD-L1 1:200 29E.2A3 Biolegend 

PD-L2 1:200 MIH14 ThermoFisher 

PD-L2 1:200 Policlonal Invitrogen 

TPO 1:600 A-5 Santa Cruz 

CD45 1:200 F10-89-4 Abcam 

HLA-DR 1:200 L243 BD 

CMTM4 1:200 Policlonal ThermoFisher 

CMTM6 1:400 Policlonal Invitrogen 

    

Anticuerpos secundarios 

 AF488 Goat anti-Mouse IgG (H+L) 1:200 Policlonal ThermoFisher 

AF488 Goat anti-Mouse IgG2a 1:100 Policlonal ThermoFisher 

Cy5 Goat anti-Mouse IgG1 1:200 Policlonal Jackson Immunoresearch 

Rhodamine red-X Goat anti-Mouse IgG2a 1:200 Policlonal Jackson Immunoresearch 

DyLight550 Donkey anti-Rabbit IgG (H+L) 1:400 Policlonal ThermoFisher 

AF594 Goat anti-Rabbit IgG (H+L) 1:400 Policlonal ThermoFisher 
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Tabla suplementaria 3. Contenido final de las suspensiones celulares y el medio preparados para el 
establecimiento del cocultivo.  

 
 
  

  Volumen 
Anti-CD3 

Anti-CD28 
IL-2 

(Dil.1:10) 
Anti-IFNγ 

      
PBMCs S/E      

 PBMCs Sin estimular 2mL - - - 
 PBMCs AntiIFNγ 2mL - - 20µL 
PBMCs AntiCD3/AntiCD28      

 PBMCs AntiCD3/AntiCD28 + IL-2 2mL 25µL 2,5uL - 
 PBMCs AntiCD3/AntiCD28 + IL-2 + AntiIFNγ 2mL 25µL 2,5µL 20µL 
Medio sin PBMCs      

 RPMI Sin estimular 0.25mL - - - 
 RPMI AntiIFNγ 0.25mL - - 2,5µL 
 RPMI AntiCD3/AntiCD28 + IL-2 0.25mL 3,1µL 0,5µL - 
 RPMI AntiCD3/AntiCD28 + IL-2 + AntiIFNγ 0.25mL 3,1µL 0,5µL 2,5µL 
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Tabla suplementaria 4. Anticuerpos empleados para el análisis mediante citometría de flujo en los 
distintos experimentos realizados en CMSPs, eLITs, CFTs y líneas celulares. 

 
 
  

Anticuerpo Isotipo Fluorocromo Clon Compañia Referencia 

      
Expresión de PD-1 en CMSPs y eLITs 

CD3 Ms IgG1 Pacific blue UCHT1 BD Pharmigen 558117 
CD4 Ms IgG1 FITC SK3 BD Bioscience 345768 
CD8 Ms IgG1 PerCP SK1 BD Biosciences 345774 

CD45RA Ms IgG2b PE-Cy7 HI100 Biolegend 304126 
CD45RO Ms IgG2a BV510 UCHL1 Biolegend 304246 

CCR7 Rat IgG2a PE 3D12 BD Pharmigen 552176 
PD-1 Ms IgG1 APC EH12.2H7 Biolegend 329908 

      
Expresión de PD-L1 y PD-L2 en CFTs y líneas celulares 

PD-L1 Ms IgG2b APC 29E.2A3 Biolegend 329708 
PD-L2 Ms IgG1 APC MIH18 Biolegend 345508 

HLA clase I (A/B/C) Ms IgG1 FITC G46-2.6 BD Pharmigen 555552 
HLA-DR Ms IgG2a PE L243 BD Biosciences 347401 

Control de isotipo Ms IgG1 APC MOPC-21 Biolegend 400122 
Control de isotipo Ms IgG2b APC MCP-11 Biolegend 400322 

      
Supresión de la proliferación de CMSPs por CFTs 

CD45 Ms IgG1 PE HI30 Biolegend 304008 
CD4 Ms IgG1 PE-Cy7 SK3 BD Biosciences 557852 
CD8 Ms IgG1 APC-Cy7 RPA-T8 Biolegend 301016 
PD-1 Ms IgG1 BV421  EH12.2H7 Biolegend 329920 
CD45 Ms IgG1 FITC HI30 Biolegend 304006 

HLA-DR Ms IgG2a PE L243 Biolegend 307606 
PD-L1 Ms IgG2b APC 29E.2A3 Biolegend 329708 

Control de isotipo Ms IgG2b APC MCP-11 Biolegend 400322 
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Tabla suplementaria 5. Concentración y calidad de las muestras de RNA 
obtenidas de cada condición experimental en los experimentos de estimulación de 
líneas celulares mediante IFNγ. 

 
 

  

Tipo celular Concentración IFNγ Tiempo estimulación [RNA] ng/µL A260/280 A260/230 

HT93 
Réplica #1 

0 U/mL 

24h 

334 2.01 1.23 
25 U/mL 333 2 2.01 
50 U/mL 291 2.01 1.55 

100 U/mL 186 2 1.54 
0 U/mL 

48h 

466 2.01 1.89 
25 U/mL 373 2.02 2.17 
50 U/mL 290 2.02 2.05 

100 U/mL 291 2.02 2.00 

HT93 
Réplica #2 
 

0 U/mL 

24h 

379 1,96 1,89 
25 U/mL 429 1,97 2,08 
50 U/mL 462 1,98 1.84 

100 U/mL 403 1,98 2.00 
0 U/mL 

48h 

468 2.02 1,97 
25 U/mL 372 2.02 1.97 
50 U/mL 338 1,97 1.89 

100 U/mL 477 2.01 1.89 

HT93 
Réplica #3  

0 U/mL 

24h 

424 2.00 1.82 
25 U/mL 520 1.99 2.01 
50 U/mL 507 1.99 1.55 

100 U/mL 335 1.96 1.54 
0 U/mL 

48h 

630 1.96 1.89 
25 U/mL 370 1.95 2.17 
50 U/mL 352 2.00 2.05 

100 U/mL 433 2.02 2.00 

TPC-1 
Réplica #1  

0 U/mL 

24h 

518 1,98 2,02 
25 U/mL 452 1,98 1,55 
50 U/mL 516 1,95 2.00 

100 U/mL 515 1,96 1,83 
0 U/mL 

48h 

381 1,97 1,76 
25 U/mL 443 1,97 1,76 
50 U/mL 461 1,96 1,74 

100 U/mL 397 1,99 1,16 

TPC-1 
Réplica #2  

0 U/mL 

24h 

752 1,73 1,75 
25 U/mL 626 1,92 1,86 
50 U/mL 677 1,87 1,86 

100 U/mL 745 1,75 1,72 
0 U/mL 

48h 

791 1,58 1,33 
25 U/mL 600 1,9 1,28 
50 U/mL 746 1,73 1,78 

100 U/mL 677 1,86 1,78 

HTH-83 
Réplica #1  

0 U/mL 

24h 

611 1,93 2,01 
25 U/mL 502 1,97 1,69 
50 U/mL 561 1,95 1,76 

100 U/mL 615 1,92 2.00 
0 U/mL 

48h 

723 1,79 1,85 
25 U/mL 499 1,97 2,05 
50 U/mL 336 1,99 1,36 

100 U/mL 362 1,98 2,07 

TPC-1 
Réplica #3  

0 U/mL 

24h 

315 1,99 1,78 
25 U/mL 421 1,98 2,1 
50 U/mL 329 1,98 2,09 

100 U/mL 399 1,98 2,08 
0 U/mL 

48h 

568 1,95 1,64 
25 U/mL 652 1,9 1,29 
50 U/mL 625 1,9 1,98 

100 U/mL 675 1,86 1,85 

HTH-83 
Réplica #2  

0 U/mL 

24h 

442 1,98 1,94 
25 U/mL 535 1,95 2,05 
50 U/mL 494 1,97 1,75 

100 U/mL 526 1,96 1,99 
0 U/mL 

48h 

602 1,93 1,97 
25 U/mL 363 1,99 2,01 
50 U/mL 421 1,98 2,12 

100 U/mL 349 1,98 2,15 

HTH-83  
Réplica #3 

0 U/mL 

24h 

487 1,97 2,03 
25 U/mL 554 1,95 1,94 
50 U/mL 516 1,96 2,00 

100 U/mL 428 1,98 1,96 
0 U/mL 

48h 

636 1,9 1,89 
25 U/mL 312 1,97 2,07 
50 U/mL 359 1,97 1,93 

100 U/mL 301 1,98 1,88 
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Tabla suplementaria 6. Concentración y calidad de las muestras de RNA 
obtenidas de cada condición experimental en los experimentos de estimulación de 
cultivos primarios de CFTs mediante IFNγ. 

  

Tipo celular Concentración IFNγ Tiempo estimulación [RNA] ng/µL A260/280 A260/230 

THV-54 (GD) 
 

0 U/mL 

24h 

158 2.00 1.93 
25 U/mL 257 1.99 1.9 
50 U/mL 223 2.00 1.65 

100 U/mL 248 2.00 1.97 
0 U/mL 

48h 

298 2.00 2.00 
25 U/mL 346 2.00 1.89 
50 U/mL 287 2.00 1.82 

100 U/mL 258 1.99 2.09 

THV-56 (GD) 
 

0 U/mL 

24h 

295 1.99 1.7 
25 U/mL 348 1.99 2.02 
50 U/mL 233 1.96 2.00 

100 U/mL 193 1.97 1.6 
0 U/mL 

48h 

519 1.96 1.99 
25 U/mL 513 1.96 2.04 
50 U/mL 398 1.98 2.03 

100 U/mL 476 1.97 1.99 

THV-57 (BMN)  

0 U/mL 

24h 

481 1.98 1.96 
25 U/mL 393 1.99 1.33 
50 U/mL 759 1.7 1.73 

100 U/mL 786 1.58 1.6 
0 U/mL 

48h 

570 1.95 1.77 
25 U/mL 504 1.97 1.92 
50 U/mL 537 1.96 1.94 

100 U/mL 431 1.99 1.98 

THV-59 (BMN)  

0 U/mL 

24h 

90 1.98 0.4 
25 U/mL 82 1.99 2.1 
50 U/mL 85 1.98 1.05 

100 U/mL 71 1.67 1.86 
0 U/mL 

48h 

152 1,95 2,13 
25 U/mL 96 1,98 0,48 
50 U/mL 138 1,95 1,21 

100 U/mL 132 2.00 1,89 

THV-60 (BMN)  

0 U/mL 

24h 

485 1,97 1,98 
25 U/mL 327 1,98 2,07 
50 U/mL 410 1,99 1,41 

100 U/mL 386 1,98 2,06 
0 U/mL 

48h 

534 1,96 1,76 
25 U/mL 411 1,98 1,32 
50 U/mL 411 1,98 1,76 

100 U/mL 427 1,97 1,93 

THV-62 (BMN)  

0 U/mL 

24h 

194 1,97 1,81 
25 U/mL 248 1,97 2,11 
50 U/mL 213 1,98 1,98 

100 U/mL 266 1,98 1,97 
0 U/mL 

48h 

332 1,07 1,86 
25 U/mL 462 1,96 2.00 
50 U/mL 361 1,96 1,89 

100 U/mL 354 1,97 2,08 
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Tabla suplementaria 7. Concentración y calidad de las muestras de 
RNA obtenidas de muestras de tiroides congelados para la determinación 
de la expresión relativa de genes de IFN tipo I y tipo II. 

  

Tejido Patología [RNA] ng/µL A260/280 A260/230 

TB-387 BMN 120 1,99 1,52 
TB-406 BMN 139 1,99 1,95 
TB-462 BMN 196 1,99 2,01 
THV-61 BMN 190 1,98 1,95 
THV-69 BMN 105 1,99 1,93 
TB-297 BMN 218 2,01 1,97 
TB-299 BMN 222 2,00 2,00 
TB-456 BMN 229 2,00 1,99 
TB-414 BMN 167 1,98 1,81 
TB-398 BMN 270 1,99 1,72 
TB-395 BMN 103 1,96 1,5 
TB-420 BMN 231 2,00 1,61 
TB-392 BMN 202 1,99 2,04 
TB-401 BMN 339 2,01 0,73 
TB-409 BMN 128 1,97 2,04 
TB-439 BMN 123 1,97 1,66 
THV-68 GD 300 1,99 2,07 
THV-58 GD 394 2,00 1,56 
TB-446 GD 128 2,00 1,98 
TB-450 GD 159 1,99 1,68 
TB-452 GD 463 1,99 2,02 
TB-378 GD 236 1,99 1,94 
TB-403 GD 147 1,99 1,86 
TB-455 GD 565 1,96 2,01 
TB-430 GD 367 1,99 2,04 
TB-428 GD 402 199 1,7 
TB-442 GD 406 2,00 1,46 
TB-394 GD 186 1,98 1,66 
TB-413 GD 286 2,00 1,35 
TB-421 GD 301 1,98 1,67 
TB-443 GD 595 1,92 1,99 
TB-464 GD 157 1,72 1,72 
TB-441 HT 221 1,99 2,03 
TB-444 HT 157 1,99 2,06 
THV-63 HT 759 1,73 1,62 
TB-447 HT 163 1,98 1,99 
TB-385 HT 323 1,99 1,65 
TB-290 HT 687 1,85 1,76 
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Tabla suplementaria 8. Listado de sondas empleadas para la cuantificación 
de la expresión relativa de distintos genes mediante qPCR. 

 
  

Gen Fluorocromo Referencia 

GAPDH FAM-MGB Hs_99999905_m1 
HLA-DRA1 FAM-MGB Hs_00219578_m1 
CD274 FAM-MGB Hs_00204257_m1 
PDCD1LG2 FAM-MGB Hs_00228839_m1 
IFNA1 FAM-MGB Hs_03044218_g1 
IFNA4 FAM-MGB Hs_01652742_gH 
IFNB1 FAM-MGB Hs_01077958_s1 
IFNG FAM-MGB Hs_00989291_m1 
SOCS1 FAM-MGB Hs_00705164_s1 
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Tabla suplementaria 9. Cuantificación de la expresión de PD-1 en células CD4+ y 

CD8+ infiltrantes en secciones de tiroides mediante inmunofluorescencia. 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

 CV1 CD4+ CD4+PD-1+ (%) OF CD8+ CD8+PD-1+ (%) CD4/CD8 index 

GD SAMPLES 

TB-446 6 312 55.8 6 155 69 2.0 

TB-450 3 178 57.3 5 185 49.2 1.0 

THV-68 6 263 57.4 7 271 66.8 1.0 

TB-403 5 1721 54.7 8 683 58.3 2.5 

TB-443 3 40 65 4 58 65.5 0.7 

TB-442 6 73 72.6 5 86 66.3 0.8 

TB-430 3 27 63 4 49 65.3 0.6 

TB-421 4 559 67.6 5 556 62.1 1.0 

TB-464 4 21 76.2 4 20 75 1.1 

Mean 4.4 354.9 63.3 5.3 229.2 64.2 1.2 

SD 1.3 541.7 7.7 1.4 236.6 7.2 0.6 

HT SAMPLES 

TB-441 6 1123 60.3 8 586 56.5 1.9 

TB-444 5 1368 59.6 6 682 49.3 2.0 

TB-447 6 760 59.3 7 819 51.4 0.9 

THV-63 5 451 58.8 5 809 74.4 0.6 

TB-290 3 501 51.5 4 767 53.7 0.7 

Mean 5 840.6 57.9 6 732.6 57.06 1.2 

SD 1.2 397.3 3.6 1.6 98.2 10.1 0.7 

GD + HT SAMPLES 

Mean 4.6 528.4 61.4 5.6 409.0 61.6 1.2 

SD 1.3 536.1 6.9 1.5 316.3 8.7 0.6 
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Tabla suplementaria 10. Anticuerpos primarios 
anti-PD-L1 evaluados en las pruebas preliminares. 

Tabla suplementaria 11. Anticuerpos primarios 
anti-PD-L2 evaluados en las pruebas preliminares. 

  

Origen e isotipo Compañía Referencia 

mAb Ms IgG1 Abcam ab109052 
pAb Rb IgG Thermo Fisher PA-20343 
mAb Ms IgG2b Biolegend 329702 
mAb Rb IgG Cell Signalling 86744S 

Origen e isotipo Compañía Referencia 

pAb Rb IgG Thermo Fisher PA520344 
mAb Ms IgG1 Abcam ab110182 
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Tabla suplementaria 12. Puntuación de la expresión de PD-L1 mediante 
inmunofluorescencia indirecta evaluada por dos observadores independientes en 
tejidos de pacientes con enfermedad de Graves (EG), tiroiditis de Hashimoto (HT) y 
bocio multinodular (BMN). 

 
 
 
 
  

Tejido Observador 1 Observador 2 Puntuación media 

BMN 
THV-69 0 0 0 
THV-61 0 0 0 
TB-406 0 1 0,5 
TB-297 0 0 0 
TB-299 0 0 0 
TB-387 0 1 0,5 
TB-456 0 0 0 
TB-462 0 0 0 
TB-392 0 0 0 
TB-395 0 0 0 
TB-398 0 0 0 
TB-401 0 0 0 
TB-409 1 1 1.0 
TB-414 0 0 0 
TB-420 1 0 0,5 
TB-439 0 0 0 
  Media 0,2 
GD 
TB-446 1 1 1 
TB-450 0 1 0,5 
THV-58 1 1 1 
THV-68 2 1 1,5 
TB-403 1 1 1 
TB-452 1 1 1 
TB-378 1 1 1 
TB-455 1 1 1 
TB-443 1 1 1 
TB-442 1 1 1 
TB-430 0 0 0 
TB-428 0 0 0 
TB-394 0 0 0 
TB-421 1 1 1 
TB-413 2 1 1,5 
TB-464 0 1 0,5 
  Media 0,8 
HT 
TB-385 2 0 1 
TB-441 1 1 2 
TB-444 3 3 3 
TB-447 1 0 0,5 
THV-63 2 2 2 
TB-290 2 2 2 
  Media 1,75 
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Tabla suplementaria 13. Genes diferencialmente expresados en las 

distintas comparativas realizadas según el límite del p-valor ajustado aplicado. 

 

 
SFI vs NIT ELI vs NIT ELI vs SFI 

upRegAdj0.01 517 2810 1128 

downRegAdj0.01 19 1881 2111 

upRegAdj0.05 673 3548 2174 

downRegAdj0.05 85 3133 2863 

upRegAdj0.15 911 4412 3537 

downRegAdj0.15 278 4612 3811 

upRegAdj0.25 1123 4985 4454 

downRegAdj0.25 514 5573 4491 
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