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INTRODUCCIÓN

La enfermedad de Graves (EG) es una patología común con

una incidencia anual en mujeres de 1 en 100 000. En condi-

ciones de hipertiroidismo, el involucro ocular clínicamente

significativo se presenta en 25 a 50% de los pacientes con EG.

La incidencia anual de oftalmopatía de Graves (OG) en muje-

res es de 16 en 100 000 y en hombres es de 3 en 100 000 (1, 2).

Contrariamente a la mayoría de enfermedades autoinmu-

nes, los pacientes con OG tienden a estabilizarse y tener

una remisión espontánea de la enfermedad dentro de los 18

meses del inicio de la misma (2).
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RESUMEN

Objetivo: Determinación de células T CD57+ y CD4+CD25+FOXP3+ en pacientes con orbitopatía de Graves en diversos
estadios clínicos.
Métodos: Quince pacientes se dividieron en tres grupos: grupo A con diagnóstico de orbitopatía de Graves inactiva (I),
grupo B con orbitopatía de Graves activa sin tratamiento (AST), grupo C con actividad con tratamiento (ACT). Se
extrajeron células mononucleares de sangre periférica utilizando anticuerpos contra CD4, CD8, CD25, CD57 y FOXP3.
Se analizó mediante citometría de flujo y T de Student para análisis estadístico.
Resultados: En pacientes del grupo C el porcentaje de células CD4+ fue similar al grupo A y 1.1 veces menor que el
grupo B. Observamos 1.9 veces más células CD4+CD25+ en el grupo B que en el A. Ambos tipos de células CD57+
(CD4+ y CD8+) con incremento en el grupo C que en el grupo B. Células CD4+CD25+ mostraron incremento 3.4 veces
más en el grupo C que el grupo B. La expresión de FOXP3 en células CD4+CD25+ fue similar en los tres grupos.
Conclusiones. Es posible que la regulación de la enfermedad de Graves dependa de más de un tipo celular. Se requieren
de estudios funcionales para establecer el papel que tienen cada una de éstas en la orbitopatía de Graves.
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 SUMMARY

Purpose: To determine CD57+T cells and CD4+CD25+FOXP3T cells in patients with different clinical-stages of ocular
Graves’ disease.
Methods: Patients (n=15) were divided into 3 groups: Group A with diagnosis of inactive Graves disease (I), Group B
with active Graves disease without treatment (AST), Group C with active Graves disease with treatment (ACT). Peripheral
blood mononuclear cells were obtained and were labeled with fluorescent antibodies against CD4, CD8, CD25, CD57,
and FOXP3. Results were analyzed by flow-cytometry and T test used for statistical analysis.
Results: In ACT patients the percentage of CD4+T cells was similar to I patients and was diminished 1.1 times in
contrast to AST patients. We observed 1.9 times more percentage of CD4+CD25+ Tcells in AST patients than in I
patients. Both subsets of CD57+ Tcells, CD4+ and CD8+T cells were significantly increased in ACT patients than in
AST patients. CD4+CD25+T cells were increased 3.4 times more in ACT patients than in AST patients. FOXP3 expression
on CD4+CD25+T cells was similar in all groups.
Conclusions: It is possible that the regulation of Graves’ hyperthyroidism depends on more than one regulatory T cell
subset. Functional studies are needed to know the real function of these T cells in Graves’ disease.
Key words: Regulatory T cells, Graves’ ophthalmopathy.
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En pacientes con manifestaciones severas, la respuesta al

tratamiento es insatisfactoria y las recaídas y secuelas co-

munes, lo que disminuye de forma importante la calidad de

vida (3).

La clasificación clínica de la OG que se considera prácti-

ca y permite tomar decisiones terapéuticas en el momento

de ver al paciente en la consulta es la clasificación VISA

propuesta por Dolman y cols. (4), la cual incluye paráme-

tros objetivos como la visión, datos inflamatorios, motili-

dad ocular y la apariencia de la superficie, así como la im-

presión subjetiva del paciente en términos del curso del pa-

decimiento. El objetivo de la clasificación VISA es estable-

cer si la enfermedad está en una fase activa o no activa y

cuantificar la severidad de la misma, de tal forma que nos

permita formular diferentes planes terapéuticos de acuerdo

con el resultado (4).

En la fisiopatología de la OG existen factores que con-

tribuyen a la etiología de la misma, como la participación

de la respuesta inmunológica a través del brazo efector

celular y humoral que ha sido reconocida como mecanis-

mo de daño desde hace mucho tiempo (5). Se sabe que el

edema de los tejidos periorbitarios es atribuido a la secre-

ción excesiva de glicosaminoglicanos (GAGs) por los fi-

broblastos los cuales, in vitro, responden a varias citoci-

nas producidas por infiltrado linfocitario en la órbita. Este

infiltrado está compuesto predominantemente por linfoci-

tos T CD4+ y CD8+ y linfocitos B. La afinidad de los lin-

focitos T por la órbita es facilitada por la expresión de

HLA-DR y moléculas de adhesión en las células endote-

liales y fibroblastos orbitarios, lo cual es facilitado por In-

terleucina I (IL-1-α), Factor de Necrosis Tumoral alfa

(TNF-α), Interferón (IFN)-γ e IgG.

Estos hallazgos indican que el blanco del ataque autoin-

mune en OG son los fibroblastos (6, 7). De éstos, se sabe

que tienen dos subpoblaciones fenotípicamente diferentes,

la primera puede producir altas cantidades de ácido hialu-

rónico y prostanoides inflamatorios que se localizan sobre

todo en el tejido conectivo que rodea a los músculos extrao-

culares, y la segunda, de fibroblastos preadipocitos, se dife-

rencian en adipocitos maduros y se localizan en el tejido

orbitario. Estas diferencias explican la presentación clínica

tan diversa en pacientes con OG (1).

Se ha observado que el receptor de TSH (TSHR) se expre-

sa en los fibroblastos preadipocitos estimulados de los pa-

cientes con OG. Todo lo anterior sugiere que los pacientes

con OG tienen una adipogénesis aumentada a nivel orbita-

rio y que, secundario a esto, hay una sobre-expresión de

TSHR, el cual funge como un autoantígeno (1, 6). Se han

implicado sobre todo IL-4 e IL-10 a nivel tiroideo, lo que

conlleva una respuesta auto-inmune Th2 hacia TSHR para

el desarrollo de la OG (6).

Lo que se sabe hasta el momento es que predomina la

respuesta Th1 en fases tempranas de la OT y en fases tar-

días la respuesta Th2 (6).

La deficiencia de linfocitos T reguladores (Treg), ha sido

un factor poco estudiado que se cree tiene un papel primor-

dial en la susceptibilidad para padecer enfermedades auto-

inmunes como la OT (6). Los estudios hasta ahora realiza-

dos al respecto han sido en modelos experimentales y no se

conoce el comportamiento celular en humanos con esta pa-

tología.

Se ha observado que en enfermedades tiroideas autoin-

munes las células supresoras o reguladoras tienen una res-

puesta disminuida a antígenos irrelevantes pero una res-

puesta normal a antígenos relevantes. En una persona sana

la respuesta es igual con ambos antígenos (7).

Se sabe que las Treg juegan un papel importante en el ba-

lance de la respuesta inmune, de tal manera que se mantiene

la tolerancia periférica a antígenos múltiples, incluyendo au-

toantígenos y alergenos. Se caracterizan por su habilidad para

suprimir linfocitos T efectores con fenotipo tanto Th1 como

Th2 y por expresar moléculas CD4+CD25+ de superficie y

citocinas supresoras como IL-10 (Th1) y TGF-b1 (Th3). De-

bido a lo anterior hay evidencia de que las Treg tienen un

papel preponderante para el desarrollo de anormalidades en

la tolerancia periférica como la que hay en enfermedades au-

toinmunes como la OG. Estos padecimientos se controlan con

tratamientos inmunosupresores, los cuales serían mejor utili-

zados de conocerse los mecanismos por los cuales regulan las

Treg (8, 9).

Normalmente los linfocitos T CD4+CD25+ reguladores

(Tregs) representan la mayor parte de la población linfocita-

ria encargada del control de la respuesta autoinmune y la

tolerancia inmunológica en general (11). En ratones, la po-

blación de células Tregs CD4+CD25+ representan 1 a 10%

de los linfocitos T CD4+ en sangre periférica, en humanos es

de menos de 3% (12, 13). Fenotípicamente Treg CD4+CD25+

son Foxp3+ y estas células suprimen la proliferación de las

células T CD4+ efectoras (14).

Recientemente se ha propuesto que el desequilibrio entre

linfocitos T efectores y reguladores es crucial en la patogé-

nesis de la enfermedad de Graves murina. En humanos se

ha reconocido que los linfocitos T CD57+ actúan como cé-

lulas efectoras de memoria (14).

El objetivo de este estudio fue evaluar la frecuencia de

células T efectoras y reguladoras en pacientes con OG en

sus diferentes estadios clínicos.

MATERIAL Y MÉTODOS

Pacientes

Se estudiaron 10 individuos (2 de sexo masculino, 8 de sexo

femenino), edad media 52 años (rango 39-75) diagnostica-

dos con OG. El estadio clínico se determinó de acuerdo con la

clasificación VISA y se dividieron en tres grupos: pacientes

con OG activa sin tratamiento (AST), pacientes con OG con

tratamiento (ACT) y pacientes inactivos (I). Se utilizaron 15

pacientes sanos como controles (3 sexo masculino, 12 sexo

femenino), edad promedio 48 años (rango 39-75). Todos los

participantes con consentimiento informado. Este estudio

fue realizado de acuerdo con las normas de la Declaración
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de Helsinki y fue aprobado por el comité de Bioética e In-

vestigación Médica de nuestro instituto.

Anticuerpos monoclonales y reactivos

Se utilizaron anticuerpos monoclonales murinos (mAbs) IgG

contra CD25 así como contra CD57 (FITC) aquiridos en BD

PharMingen (San Diego, CA, USA). Además se utilizaron

mAbs anti-CD8 y anti-CD4 así como para FOXP3 de e-Bio-

sciences (San Jose, CA, USA). El Lymphoprep (densidad de

Ficoll 1.077) se obtuvo de Nycomed Pharma (Nyegaard, Oslo,

Norway). Saponina, brefeldina-A y sales fueron obtenidas de

Sigma Chemical Co. (St. Louis MO, USA).

Células mononucleadas en sangre periférica (PBMCs)

Se diluyó sangre total heparinizada 1:2 (vol/vol) en PBS

(phosphate buffered saline), ph 7.2. Se separaron las PBMCs

en ficoll por medio de centrifugación a 1700 rpm por 30

minutos a temperatura ambiente, posterior a la cual se se-

paran las células de la interfase lavándose dos veces y con-

tándolas utilizando el hemocitómetro por medio de tinción

azúl de tripano.

Inmunofluorescencia de marcadores de superficie

Se realizó doble tinción en las PBMC por medio de inmu-

nofluorescencia directa utilizando mAbs PE-Cy5 dirigido

hacia CD4 y CD8 así como mAbs FITC contra anti-CD57.

En resumen, se suspendieron 2 x 105 células en 20 µl de

PBS con 0.2 % de albúmina bovina sérica y 0.2% de azide

de sodio (PBA). Se incubaron con mAb fluorocromo por 30

min a 4°C. Posterior a la incubación, las células fueron la-

vadas dos veces con PBA, fijadas con formaldehído al 1 %

para su análisis con citómetro de flujo.

Inmunofluorescencia de proteínas intracelulares

Las PBMC aisladas fueron lavadas con PBA y teñidas con

mAbs PECy5 fluorescente contra CD4 así como mAbs PE

contra CD25 por 30 minutos. Posterior a su lavado, las cé-

lulas fueron fijadas con p-formaldehído al 4 % en PBS por

10 minutos a 4°C. Las células fueron lavadas dos veces con

PBS y permeabilizadas con buffer de saponina agitándolas

gentilmente por 10 minutos a temperatura ambiente. Las

células fueron incubadas con mAbs FITC contra FOXP3.

Posterior a 30 minutos las células fueron lavadas con PBS,

fijadas nuevamente en p-formaldehído al 1% para su análi-

sis con citómetro de flujo.

Análisis de citometría de flujo

Todas las células fueron analizadas adquiriendo 5000 even-

tos y utilizando Citómetro de flujo FACScan (Becton Dic-

kinson, CA, USA) y con software CellQuest Pro. Para ana-

lizar la marca de superficie se dibujó una ventana alrededor

de la población linfocitaria basada en sus propiedades físi-

cas y una segunda ventana fue dibujada basada en la unción

del anticuerpo para CD4 o CD8. Para analizar la tinción

intracelular, la fluorescencia negativa o positiva para célu-

las FOXP3+ fue determinada manualmente basada en la

distribución de la tinción celular. Los datos fueron presen-

tados como histogramas bidimensionales.

Análisis estadístico

Se utilizaron las pruebas de Kurtosis y Kolmogorov-Smir-

nov para evaluar si la distribución fue simétrica o asimétri-

ca. Dependiendo de la distribución normal o anormal se

usaron las pruebas de T o Wilcoxon (Mann-Whitney) para

detectar diferencias significativas.

Para evaluar la correlación entre el coeficiente y las varia-

bles analizadas se utilizó el test de Pearson o Spearmen. El

análisis fue realizado con los softwares Sigma-Stat 3.1MR y

el Sigma-Plot 10.0MR. Las diferencias fueron consideradas

estadísticamente significativas cuando la p fue menor de 0.05.

RESULTADOS

Frecuencia de linfocitos en sangre periférica de pacientes

con OG

Determinamos el porcentaje de linfocitos en sangre perifé-

rica en pacientes con OG. Encontramos que la frecuencia de

células T CD4+ fue 1.2 veces más alta en pacientes AST

que en pacientes ACT (p=0.04), y 1.1 veces más alta en

ambos, pacientes inactivos (p=0.03) y en sanos (p=0.01).

En contraste con lo anterior, la frecuencia de células T CD8+

fue 1.3 veces más alta en ambos, pacientes AST (p=0.04) y

en pacientes ACT (p=0.04) que en pacientes inactivos.

Llama la atención que se observó una correlación signifi-

cativa de células T CD4+ en pacientes AST cuando estuvie-

ron asociados con linfocitos T CD8+ (r=0.68, p=0.02). No

se encontró correlación en linfocitos de pacientes ACT ni

en pacientes inactivos o controles sanos (Cuadro 1).

Frecuencia de células efectoras o de memoria (linfocitos

T CD57) en sangre periférica de pacientes con OG

Linfocitos CD4. Se encontró que la frecuencia de linfocitos

CD57 fue 1.9 veces menor en pacientes inactivos que en los

controles sanos y 1.52 veces menor en AST que en sanos.

En contraste, la frecuencia fue de 1.22 veces más en ACT

que en sanos, 1.26 veces más en AST que en inactivos, 2.35

veces más en ACT que en inactivos y 1.83 veces más en

ACT que en AST (Cuadro 1).

Linfocitos CD 8

Se encontró que la frecuencia de linfocitos CD57 fue 2.22

veces mayor en pacientes inactivos que en los controles sa-

nos y 1.55 veces mayor en AST que en sanos. La frecuencia

fue de 1.19 veces más en ACT que en sanos, 1.43 veces más

en AST que en inactivos, 2.67 veces más en ACT que en

inactivos y 1.85 veces más en ACT que en AST (Cuadro 1).

Frecuencia de linfocitos Treg en sangre periférica de pa-

cientes con OG

Se encontró que la frecuencia de células Treg fue 3.48 veces

mayor en pacientes inactivos que en los controles sanos y
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2.65 veces mayor en AST que en sanos. La frecuencia fue

de 3.12 veces más en ACT que en sanos, 1.31 veces más en

inactivos que en AST, 1.11 veces más en inactivos que en

ACT y 1.17 veces más en ACT que en AST (Cuadro 1).

DISCUSIÓN

La orbitopatía de Graves representa una reacción órgano-

específica en la que existe un desequilibrio inmunológico

desencadenado por varios mecanismos. Aunque poco estu-

diadas en esta patología, se cree que las células Treg tienen

un papel crucial en la modulación de la tolerancia inmuno-

lógica. Inclusive se ha propuesto que el desequilibrio entre

células efectoras y reguladoras pudiera estar relacionado con

la severidad en la presentación clínica en la enfermedad de

Graves (15).

Independientemente del promedio encontrado de células

T CD4 y CD8 en los tres grupos de pacientes, nuestros re-

sultados revelaron un incremento en las células CD4+CD57+

y CD25+FOXP3 en pacientes ACT comparados con los AST,

lo cual nos habla de la regulación inmunológica a la que

conlleva la utilización de esteroides en este tipo de pacien-

tes. Lo anterior ya fue descrito por Xin Chen y cols. cuyos

resultados muestran que la utilización de dexametasona con-

lleva a una polarización hacia TH2, induce la generación

de IL-10 y promueve la función supresora de células Treg

CD4+CD25+ (16). Coincidimos con otros autores como Ohki

y cols. en que la depleción de CD4+CD 25+ pudiese impli-

car mayor susceptibilidad a padecer una presentación clíni-

ca más severa de OG (15).

De acuerdo con nuestros resultados las células T

CD4+CD57+ se elevan en pacientes ACT por lo que es po-

sible que en estos casos su función sea de regulación.

Los linfocitos T CD8+CD57+ pudieran tener una fun-

ción bimodal dependiendo del microambiente, por ejemplo

en pacientes inactivos como efectoras y en pacientes AST

como supresoras. En pacientes ACT faltaría determinar si

su estado está cambiando de efectoras a supresoras.

Ya se ha comprobado que la depleción de linfocitos

CD4+CD25+ favorece la susceptibilidad a padecer enfer-

medades autoinmunes como la enfermedad de Graves y la

tiroiditis de Hashimoto así como el incremento en la severi-

dad de éstas (15). Hasta el momento no existen estudios

acerca de los niveles de Treg en humanos y su relación con

la presentación clínica de OG. Sabemos que el control in-

munológico de estos pacientes es impredecible y que los ni-

veles séricos de anticuerpos antitiroideos y otros marcado-

res son de ayuda aunque no muy específicos. De acuerdo

con nuestros resultados, es posible que se pueda predecir el

curso clínico de estos pacientes antes y durante el tratamien-

to, así como identificar fases subclínicas. Es posible que los

niveles séricos de Treg pudieran predecir recaídas. Un ejem-

plo de lo anterior son pacientes con pobre respuesta al trata-

miento habitual con esteroide cuyos linfocitos Treg no se

elevan.
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CONCLUSIONES

Puesto que es posible que la regulación específica en OG sea

dependiente de más de un grupo de células T reguladoras, se

requerirán estudios funcionales para saber el papel real de

este tipo de linfocitos en dicha patología así como establecer

si hay o no correlación con anticuerpos antitiroideos.
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