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RESUMEN 
 
 El cáncer de tiroides es la malignidad más común del sistema endócrino. Todos los 
tipos de carcinomas tiroideos, excepto el carcinoma medular, derivan de las células 
foliculares. El cáncer diferenciado es la forma más frecuente de las neoplasias tiroideas e 
incluye el carcinoma papilar (70-80%) y el carcinoma folicular (10-15%), que suelen 
relacionarse con buen pronóstico. En contraposición, los carcinomas anaplásicos (2-5%) son 
altamente malignos, invaden rápidamente tejidos adyacentes y metastatizan a distancia. El 
70% de los carcinomas papilares (PTCs) posee alteraciones somáticas que comandan la 
activación de genes efectores de la vía de señalización de proteínas quinasas activadas por 
mitógenos (MAPKs), incluyendo mutaciones puntuales de los genes BRAF y RAS, así como 
rearreglos cromosómicos que implican al RET y NTRK, siendo el evento genético observado 
con mayor frecuencia la mutación BRAFV600E (30-80%). 

 Por otro lado, los receptores tipo toll (TLRs) que se identificaron originalmente en 
células del sistema inmune, constituyen una familia de moléculas de superficie y 
citoplasmáticas capaces de reconocer componentes microbianos o moléculas endógenas. 
Creciente evidencia sugiere que la señalización desregulada de los TLRs promueve señales de 
supervivencia que favorecen la progresión tumoral. En coincidencia, en el presente trabajo 
evidenciamos un aumento de la expresión de TLR4 en carcinomas tiroideos diferenciados 
respecto al tejido tiroideo normal. Hemos identificado un incremento de TLR4 en metástasis 
a nódulos linfáticos de PTCs respecto a muestras apareadas de tumores primarios. Además, 
encontramos niveles incrementados de TLR4 en tejidos de PTCs derivados de ratones 
transgénicos Tg-BRAFV600E (que poseen actividad oncogénica BRAFV600E dirigida 
específicamente al tejido tiroideo). Observamos que niveles incrementados de expresión de 
TLR4 se asocian con menor supervivencia libre de enfermedad en pacientes con PTCs que 
albergan la mutación BRAFV600E. Por otro lado, nuestros resultados indican que la proteína de 
unión a Ets 1 (ETS1) es un factor de transcripción esencial para inducir la sobreexpresión de 
TLR4 en dependencia de la vía de señalización de MAPK/ERK estimulada por el oncogén 
BRAFV600E. 

 La activación crónica del sistema inmune y la respuesta tisular a través del 
reconocimiento de patógenos o ligandos endógenos mediado por TLRs, generarían un 
microambiente rico en factores de crecimiento y de supervivencia que se relaciona con el 
desarrollo de procesos neoplásicos. Todos los TLRs señalizan a través de la activación del 
factor de transcripción NF-κB. La actividad de NF-κB está constitutivamente elevada en 
numerosas neoplasias humanas y generalmente es asociada a mal pronóstico. Se demostró 
que el comportamiento invasivo y la resistencia a la apoptosis en células tiroideas 
transformadas por la actividad oncogénica de BRAFV600E son mediados por la activación de 
NF-κB. En correspondencia, en el presente trabajo hemos evidenciado que la estimulación 
del receptor TLR4 incrementa la actividad transcripcional de NF-κB e induce la expresión de 
genes de respuesta inflamatoria, demostrando que la vía de señalización TLR4/MyD88/IκB-
α/NF-κB se encuentra funcionalmente conservada en modelos celulares de cáncer de 
tiroides que albergan la mutación BRAFV600E.  

 Numerosos reportes han evidenciado una interacción cruzada entre TLR4 y el 
Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico (EGFR), donde agonistas de TLR4 son 
capaces de activar el señalamiento de EGFR independientemente de su ligando (efecto 
referido como transactivación). En el presente trabajo hemos identificado que EGFR se 
encuentra diferencialmente incrementado en PTCs que albergan el oncogén BRAFV600E. 
Además, demostramos el efecto de transactivación de EGFR a través de la activación de TLR4 



 

en modelos celulares de cáncer tiroideo BRAFV600E positivos. En concordancia, observamos 
que niveles incrementados de expresión de TLR4 se correlacionan con niveles aumentados 
de EGFR en pacientes con PTCs que albergan la mutación BRAFV600E. Nuestros resultados 
sugieren la adquisición de una potencial hipersensibilidad a estímulos endógenos y exógenos 
para ambos receptores en el cáncer tiroideo, complejizando los efectos mediados por TLR4 
en función de los niveles de expresión de EGFR. 

 En conjunto, nuestros datos indican que la sobreexpresión funcional de TLR4 es una 
consecuencia de la desregulación de la señalización MAPK/ERK/ETS1 inducida por oncogenes 
promotores de cáncer tiroideo. Considerando el potencial oncogénico de la activación 
aberrante de la señalización de NF-κB en la promoción del crecimiento tumoral tiroideo y la 
asociación de niveles incrementados de TLR4 con tumores más agresivos, nuestros 
resultados sugieren un rol pro-oncogénico de TLR4 en la tumorigénesis tiroidea, dando la 
base molecular tanto para el diseño de herramientas diagnósticas capaces de identificar 
carcinomas tiroideos potencialmente más agresivos como para el desarrollo de nuevas 
modalidades terapéuticas que redunden en el beneficio de los pacientes.



 

ABSTRACT 

 
 Thyroid cancer is the most common malignancy of the endocrine system. All types of 
thyroid carcinomas, except medullary carcinoma, are derived from follicular cells. 
Differentiated cancer is the most common type of thyroid cancer and includes papillary 
carcinoma (70-80%) and follicular carcinoma (10-15%), which are usually associated with a 
good prognosis. In contrast, anaplastic carcinomas (2-5%) are highly malignant tumors and 
characterized by the presence of local or distant metastatic lesions. 70% of papillary 
carcinomas (PTCs) have somatic alterations that command the activation of effector genes of 
the signaling pathway of mitogen-activated protein kinase (MAPKs), including point 
mutations of the BRAF and RAS genes, as well as chromosomal rearrangements that they 
involve the RET and NTRK, being the most frequently genetic event the BRAFV600E mutation 
(30-80%). 

 The emerging role of Toll-like receptors (TLRs) in the maintenance of tissue 
homeostasis as critical regulators of inflammatory processes and tissue regeneration 
response under physiological conditions has led to the identification of aberrant functions of 
these receptors in different diseases, including inflammatory and infectious disorders, 
autoimmunity and cancer. Particularly, unregulated TLR signaling has been described in 
several neoplastic processes associated with exacerbated production of pro-inflammatory 
cytokines involved in tumor progression. Here, the mechanism underlying TLR4 
overexpression in papillary thyroid carcinomas (PTCs) mainly harboring the BRAFV600E 
mutation was studied. TLR4 was overexpressed in PTCs compared to non-neoplastic thyroid 
tissue. Moreover, paired clinical specimens of primary PTC and its lymph node metastasis 
showed a significant upregulation of TLR4 levels in the metastatic tissues. In agreement, 
conditional BRAFV600E expression in normal rat thyroid cells and mouse thyroid tissue 
upregulated TLR4 expression levels. Of note, The Cancer Genome Atlas (TCGA) data analysis 
revealed that BRAFV600E-positive tumors with high TLR4 expression were associated with 
shorter disease-free survival. Transcriptomic data analysis indicated a positive correlation 
between TLR4 expression levels and MAPK/ERK signaling activation. Consistently, chemical 
blockade of MAPK/ERK signaling abrogated BRAFV600E-induced TLR4 expression. A detailed 
study of the TLR4 promoter revealed a critical MAPK/ERK-sensitive Ets binding-site involved 
in BRAFV600E responsiveness. Subsequent investigation revealed that the Ets-binding factor 
ETS1 is critical for BRAFV600E-induced MAPK/ERK signaling-dependent TLR4 gene expression. 
Together, these data indicate that functional TLR4 overexpression in PTCs is a consequence 
of thyroid tumor-oncogenic driver dysregulation of MAPK/ERK/ETS1 signaling. 

 Chronic activation of the immune system and tissue response might generate an 
inadequate negative regulation of TLRs signal pathways leading to an excessive pro-
inflammatory microenvironment that facilitates the promotion of neoplastic processes. 
Here, functional TLR4 expression was demonstrated in PTC cells by increased NF-κB 
transcriptional activity in response to the exogenous TLR4-agonist lipopolysaccharide (LPS). 
Furthermore, the stimulation of the TLR4 induces the expression of inflammatory response 
genes, demonstrating that the signaling pathway TLR4/MyD88/IκB-α/NF-κB is functionally 
conserved in thyroid cancer cell models that harbor the BRAFV600E mutation. 

 Several reports have shown a cross-interaction between TLR4 and the Epidermal 
Growth Factor Receptor (EGFR), TLR4 agonists are able to activate the signaling of EGFR 
independently of its ligand (effect referred to as transactivation). In the present work we 
have identified that EGFR is differentially increased in PTCs that harbor the BRAFV600E 



 

oncogene. In addition, we demonstrated the effect of transactivation of EGFR through the 
activation of TLR4 in BRAFV600E positive thyroid cancer cell models. In concordance, we 
observed that increased levels of TLR4 expression correlate with increased levels of EGFR in 
patients with PTCs harboring the BRAFV600E mutation. Our results suggest the acquisition of a 
potential hypersensitivity to endogenous and exogenous stimuli for both receptors in 
thyroid cancer, complicating the effects mediated by TLR4 in function of EGFR expression 
levels.  

 Taken together, our data indicate that functional overexpression of TLR4 is a 
consequence of the deregulation of MAPK/ERK/ETS1 signaling induced by oncogenes 
promoters of thyroid cancer. Considering the oncogenic potential of the aberrant activation 
of NF-κB signaling in the promotion of thyroid tumor growth and the association of 
increased levels of TLR4 with more aggressive tumors, our results suggest a pro-oncogenic 
role of TLR4 in thyroid tumorigenesis, giving the molecular basis both for the design of 
diagnostic tools able to identify potentially more aggressive thyroid carcinomas and for the 
development of new therapeutic modalities that result in the benefit of patients. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 
1.1. ESTRUCTURA Y FUNCIÓN DE LA GLÁNDULA TIROIDES 

 
 La glándula tiroides es el órgano endocrino más grande del ser humano, con un peso 
entre 15 y 25 gramos, regula el metabolismo sistémico a través de la producción de 
hormonas tiroideas. La glándula tiroides del adulto normal está situada en la parte frontal 
del cuello debajo del cartílago tiroideo y está compuesta por dos lóbulos encapsulados, uno 
a cada lado de la tráquea, conectados entre sí por un istmo que cruza la tráquea anterior. La 
tiroides es la única glándula endócrina capaz de almacenar los productos hormonales en una 
localización extracelular. La unidad funcional de este órgano se denomina folículo tiroideo. 
Cada folículo está constituido por una capa simple de células epiteliales recubiertas por una 
membrana basal, rodeando una cavidad central o lumen que contiene un material 
homogéneo denominado coloide (1) (Figura 1). 
 Las células foliculares tiroideas son células epiteliales polarizadas. Esta característica 
es fundamental para la síntesis de hormonas porque condiciona la localización del sistema 
responsable de la captación de ioduro en la región externa del folículo tiroideo (membrana 
basal), en contacto con los capilares sanguíneos, mientras que las proteínas involucradas en 
la producción hormonal se encuentran en la región interna (membrana apical) en contacto 
con el coloide. Por lo tanto existe un flujo de ioduro desde la membrana basal hasta el 
lumen del folículo. La membrana apical presenta microvellosidades que se extienden hacia 
la luz coloidal incrementando la superficie de la célula folicular en contacto con el coloide. 
Además el tejido tiroideo contiene, en menor número, células parafoliculares o células C, 
secretoras de la hormona calcitonina involucrada en la regulación de los niveles de calcio en 
el organismo (1) (Figura 1).  
 La glándula tiroides sintetiza y secreta las hormonas 3,5,3’,5’ tetraiodotironina o 
tiroxina (T4) y 3,5,3’ triiodotironina (T3). Ambas hormonas son estructuralmente tironinas 
iodadas compuestas por un anillo fenólico unido mediante una unión éster a una tirosina, 
conteniendo cuatro o tres átomos de iodo, respectivamente. Además, se secretan pequeñas 
cantidades de los precursores monoiodotirosina (MIT) y diiodotirosina (DIT) y el compuesto 
sin actividad biológica 3, 3, 5’ triiodotironina o T3 reversa (rT3) (2, 3). 
 La biosíntesis de las hormonas tiroideas, su almacenamiento y su secreción son 
altamente regulados por diversos mecanismos. La disponibilidad de niveles suficientes de 
hormonas tiroideas es de vital importancia para el normal desarrollo y la homeostasis del 
organismo. El almacenamiento de T4 y T3 en el coloide folicular sirve como reservorio de 
estas hormonas. En el control de la adecuada provisión de hormonas tiroideas operan 
mecanismos hormonales sensibles y específicos. La tirotropina (TSH) es la hormona 
fundamental para la regulación morfológica y funcional de la glándula tiroides. El proceso es 
controlado por un mecanismo clásico de retroalimentación negativa del eje hipotálamo-
hipófisis-tiroides. El eje hipotálamo-hipófisis, mediante la liberación de TSH, activa la síntesis 
y secreción de T4 y T3 ante una disminución de los niveles plasmáticos de estas hormonas. 
Por el contrario, un aumento en la concentración plasmática de T4 y T3 ejerce una 
retroalimentación negativa sobre el sistema hipotálamo-hipófisis (Figura 1). Por otra parte, 
dentro de la propia célula folicular también operan mecanismos de autorregulación 
tendientes a mantener constante la producción hormonal (1). 
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Figura 1. Modelo esquemático de la estructura y función de la glándula tiroides. La glándula 
tiroides es un órgano en forma de mariposa. Presenta dos lóbulos compuestos por folículos 
relativamente esféricos (de 50 a 500 μm) revestidos por una única capa de células foliculares 
epiteliales que albergan el material coloide. Las células C, productoras de calcitonina, se encuentran 
en la unión del tercio superior y medio de ambos lóbulos tiroideos, y están situadas dentro de los 
folículos o en una localización parafolicular. Las principales funciones de la tiroides son la síntesis, el 
almacenamiento y la secreción de hormonas tiroideas, triiodotironina (T3) y tetraiodotironina (T4), 
bajo el control del eje hipotálamo-hipófisis con retroalimentación negativa ejercido por las 
hormonas tiroideas. La hormona liberadora de tirotropina (TRH), es secretada por el hipotálamo, 
para estimular la secreción de la hormona estimulante de tiroides o tirotropina (TSH) en la glándula 
pituitaria anterior. La TSH estimula a las células foliculares para sintetizar y secretar hormonas 
tiroideas. La interrupción de la homeostasis de la hormona tiroidea resulta en hipotiroidismo y 
formación de bocio en respuesta a la mayor secreción de TSH. Tiroglobulina (Tg), Ioduro (-I) 
Representación esquemática adaptada de Kondo et al. 2006 (1).  

 
 El proceso de producción de hormonas tiroideas involucra tres etapas secuenciales. 
La primera comprende el transporte de ioduro (I-) desde la sangre hacia el interior de la 
célula folicular a través de su membrana basal mediante el simportador de Na+/I- (NIS). La 
siguiente etapa es la organificación del ioduro, en la cual éste es incorporado a los residuos 
tirosina de la molécula de tiroglobulina (Tg) con la formación de MIT y DIT. Este proceso es 
catalizado por la peroxidasa tiroidea (TPO) en presencia de peróxido de hidrógeno (H2O2) 
generado por la oxidasa tiroidea dependiente de NADPH (Duox). Posteriormente tiene lugar 
la producción de iodotironinas mediante la reacción de acoplamiento de MIT y DIT, con 
formación de T4 y T3. Los procesos de organificación y acoplamiento ocurren en la zona 
apical de la célula folicular más específicamente en la interfase célula-coloide, en el 
transcurso de la fusión de las vesículas exocíticas que contienen la Tg con la membrana 
apical de las vellosidades (3) (Figura 2). 
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Figura 2. Modelo esquemático de la síntesis y secreción hormonal en la célula folicular tiroidea. El 
proceso de síntesis de las hormonas tiroideas empieza por la captación de iodo circulante en la 
sangre en forma de ioduro (I-). La incorporación del ioduro a través de la membrana basal de la 
célula folicular tiroidea o tirocito es mediada por el simportador Na+/I- (NIS). El eflujo del halógeno 
hacia el coloide es mediado por pendrina (PDS) en la membrana apical, zona en la cual ocurre la 
organificación. Este proceso es catalizado por la peroxidasa tiroidea (TPO) en presencia de peróxido 
de hidrógeno (H2O2) generado por la oxidasa tiroidea dependiente de NAPDH (Duox). Durante el 
proceso de organificación el ioduro es incorporado a residuos tirosinas en la molécula de 
tiroglobulina (Tg). TPO también actúa en la reacción de acoplamiento de las tirosinas (MIT y DIT) 
para formar las iodotironinas T4 y T3. Estas hormonas pueden permanecer almacenadas en el 
material coloide unidas a la Tg, o ser captadas principalmente mediante micropinocitosis del 
material coloide por parte del tirocito. En lisosomas del tirocito se degrada la Tg y se libera MIT, DIT, 
T4 y T3. Luego T4 y T3 son liberadas al espacio intersticial para ser introducidas a los capilares 
sanguíneos y linfáticos. Por otra parte, las moléculas de MIT y DIT son deshalogenadas en el interior 
de las células por las deshalogenasas de iodotironinas (DEHAL), siendo el ioduro liberado reciclado 
para una próxima síntesis hormonal. La conversión de T4 a T3 ocurre mediante la deshalogenación 
del anillo externo 5’ y es catalizada por la desahalogenasa de iodotironinas tipo 1 (DIO1) en tejidos 
periféricos y en menor medida dentro de la glándula tiroides. Representación esquemática adaptada 
de la Tesis Doctoral de la Dra. Magalí Nazar, 2013.  
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1.2. EL CÁNCER DE TIROIDES 

 

1.2.1. Epidemiología del cáncer de tiroides 

 El cáncer de tiroides es una neoplasia relativamente rara, representando 
aproximadamente el 1 al 5% de todos los cánceres en mujeres y menos del 2% en hombres 
(4). Sin embargo, el cáncer de tiroides es la neoplasia más prevalente de órganos 
endócrinos. Afecta a la población en general pero se manifiesta mayoritariamente en 
pacientes de 20 a 50 años de edad (5) y presenta un porcentaje de muerte relativamente 
bajo. Sin embargo, la tasa de recurrencia o persistencia es alta en pacientes con esta 
neoplasia, asociándose con mayor morbilidad (6). La incidencia del cáncer de tiroides está 
globalmente en aumento, tanto en mujeres como en hombres, manteniendo la relación 
mujer/hombre en 3:1 (7, 8). Durante las últimas tres décadas (1973 al 2002) la tasa de 
cáncer de tiroides ha incrementado en todo el mundo, en un 66,7% en mujeres y un 48% en 
hombres (9). Si bien en la Argentina no existen estadísticas oficiales sobre la incidencia de la 
enfermedad, la Asociación de pacientes con cáncer de tiroides de la República Argentina 
(ACTIRA) estima que son diagnosticadas aproximadamente 3000 personas por año. En los 
Estados Unidos se reportó que el incremento anual medio de la incidencia para el cáncer de 
tiroides fue del 6,6% desde el 2000 al 2009, siendo este incremento de incidencia el más 
alto entre todos los tipos de cánceres (10). Además, en un estudio de proyección para 
diagnóstico de cáncer en los Estados Unidos (11) se reportó que si la tendencia continúa en 
aumento, la neoplasia tiroidea podría reemplazar al cáncer colorectal liderando el cuarto 
puesto de diagnóstico de cáncer hacia el año 2030. 
 La causa del incremento en la incidencia del cáncer de tiroides es actualmente un 
tema de debate y de discrepancia. Dado que el aumento en la incidencia fue encontrado en 
poblaciones de todo el mundo, muchos autores coinciden en que este incremento no 
estaría asociado a una región geográfica ni a diferencias étnicas, de edad, o de sexo (7, 9). 
Sin embargo, hay quienes no descartan la posibilidad de que factores hereditarios y factores 
ambientales como la cantidad de iodo en la ingesta y radiaciones ionizantes pudieran estar 
involucrados en la mayor frecuencia de esta neoplasia (7). Por otro lado, hay quienes 
argumentan que el incremento de la incidencia se debe al acceso generalizado al 
diagnóstico por imágenes de alta resolución y a una mejora de estas técnicas diagnósticas. 
Por lo tanto, se objeta que la frecuencia observada sea un incremento real sino que existiría 
una mayor detección de tumores pequeños (microcarcinomas) antes no diagnosticados (7, 
12). En concordancia, algunos autores sostienen que la obtención de biopsias por punción 
aspirativa con aguja fina (PAAF) como método diagnóstico estaría contribuyendo en gran 
medida a la mayor incidencia reportada, debido a que existe una frecuencia más 
pronunciada para los microcarcinomas tiroideos (<2 cm de diámetro) (7, 13). Basándose en 
el hecho de que la tasa de mortalidad permaneció invariable en las últimas décadas (9), hay 
quienes argumentan que el incremento de la incidencia del cáncer de tiroides podría 
deberse a un sobrediagnóstico de tumores que no estarían destinados a causar 
sintomatología ni muerte (7, 12). Sin embargo, estudios epidemiológicos reportaron que la 
aumentada frecuencia observada podría reflejar mayoritariamente una incrementada 
incidencia de tumores tiroideos papilares en las últimas décadas, dado que los demás tipos 
de tumores permanecieron sin alteraciones a lo largo del tiempo (12, 14). En coincidencia 
con lo anterior, se reportó que la tasa de mutación V600E en el transductor BRAF 
(BRAFV600E), perteneciente a la familia de proteínas RAF, incrementó significativamente en 
los últimos 15 años (1991 al 2005), sugiriendo que una mayor tasa de mutación BRAFV600E 
podría estar contribuyendo al aumento de la incidencia de cáncer de tiroides (15). 
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1.2.2. Clasificación del cáncer de tiroides 

 Los nódulos tiroideos pueden deberse a una hiperplasia benigna de células foliculares 
denominada adenoma tiroideo folicular (FTA) o a una lesión maligna derivada de los dos 
tipos de células tiroideas endócrinas, células parafoliculares (3% de los casos) o células 
foliculares (95% de los casos). El cáncer tiroideo medular (MTC) es la única neoplasia tiroidea 
que no deriva de la célula folicular (5). Las células foliculares pueden dar lugar a cuatro tipos 
de tumores incluyendo al cáncer papilar tiroideo (PTC, 80% de los casos), el cáncer folicular 
tiroideo (FTC, 10% de los casos), el cáncer tiroideo pobremente diferenciado (PDTC, 3,5% de 
los casos) y el cáncer tiroideo anaplásico (ATC, 2% de los casos) (5) (Figura 3).  
 El PTC y el FTC se clasifican conjuntamente como cáncer tiroideo diferenciado (DTC) 
ya que estos tumores suelen comportarse de manera indolente y generalmente presentan 
buen pronóstico, siendo un 85-95% el porcentaje de supervivencia luego de 35 a 40 años de 
su diagnóstico (5). En contraposición, el PDTC es morfológicamente un tumor intermedio 
entre el DTC y el ATC que presenta pronóstico severo, especialmente si se diagnostica en 
etapas avanzadas, con una tasa de supervivencia menor a un 20% luego de 5 años de su 
diagnóstico (5). Por otra parte, el ATC es una neoplasia altamente agresiva y letal que se 
presenta dramáticamente e invade rápidamente tejidos adyacentes, siendo su tasa de 
supervivencia de sólo 6 a 8 meses luego de su detección (16). 
 Clásicamente los PTCs se subclasifican según sus características histopatológicas y 
parámetros clínicos. Los subtipos de PTCs incluyen: el PTC convencional o clásico (CPTC), la 
variante folicular de PTC (FVPTC), PTC de células altas (TCPTC) y otras variantes raras de PTC 
(5) (Figura 3). Estudios moleculares recientes a través de la utilización de la tecnología de 
Next-Generation Sequencing (NGS) proponen reclasificar los tumores tiroideos en subtipos 
moleculares ya que de esta manera se reflejarían mejor las propiedades de señalización y de 
diferenciación (17, 18). Actualmente se invierte gran esfuerzo en proporcionar nuevas 
perspectivas sobre la biología de los tumores tiroideos y se espera que en un futuro próximo 
las técnicas moleculares mejoren la precisión del diagnóstico y además se utilicen para la 
búsqueda de marcadores de pronóstico. En este sentido, el progreso en el entendimiento de 
las alteraciones genéticas del cáncer de tiroides podría abrir la posibilidad de individualizar 
el tratamiento de los pacientes, dirigiendo la terapia hacia las vías intracelulares 
involucradas en la progresión tumoral. 
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Figura 3. Clasificación de tumores tiroideos. Se resume la clasificación de los tumores tiroideos 
según las células de los que derivan. Entre paréntesis se indican las abreviaturas comúnmente 
utilizadas para cada tipo de tumor. En azul se indica el porcentaje de frecuencia. 

 
1.2.3. Factores de Riesgo 

 El DTC ocurre a cualquier edad, pero el riesgo incrementa más tempranamente en 
mujeres (40 a 50 años de edad) que en hombres (60 a 70 años de edad), siendo la 
enfermedad más frecuente en mujeres que en varones con una relación promedio de 3:1, 
respectivamente (7, 8, 19). La diferente distribución de la incidencia por sexo y por edad 
indicaría que las hormonas femeninas podrían de alguna manera influir en la carcinogénesis 
tiroidea. Sin embargo, aún no se definió con claridad el mecanismo por el cual la disminución 
de los niveles de estrógenos podrían participar en este proceso (1). 
 Alrededor del 3-10% de los carcinomas tiroideos son de origen familiar. El carcinoma 
tiroideo se define como familiar cuando dos o más parientes de primer grado están 
afectados en ausencia de otros síndromes familiares conocidos (20). 
 La exposición a la radiación es un factor de riesgo comprobado para el cáncer de 
tiroides, especialmente para el PTC. Las fuentes de radiación incluyen ciertos tratamientos 
médicos y radiaciones emitidas por accidentes de plantas de energía o armas nucleares (21, 
22). Después del accidente de Chernobyl hubo un incremento en la frecuencia de PTC por 
efecto de la exposición a la radiación, siendo la incidencia más pronunciada en niños. Sin 
embargo, no está claro porque la tiroides es más susceptible al daño por radiación durante la 
infancia (23). 

Estudios recientes han reportado un riesgo incrementado de cáncer de tiroides en 
pacientes sobrevivientes al cáncer de mama. Se considera que esta correlación es a causa de 
efectos relacionados con el tratamiento y/o a las técnicas diagnósticas del cáncer de mama 
más que por factores de riesgo comunes para ambas neoplasias (24). No obstante estos 
hallazgos continúan bajo investigación.  
 Como se mencionó anteriormente, el ioduro es necesario para la síntesis de las 
hormonas tiroideas. En este sentido, la deficiencia de iodo en la dieta produce proliferación 
de las células tiroideas por una mayor liberación de TSH, conduciendo a la formación de 
bocio como un mecanismo compensatorio. Sin embargo, el PTC es más frecuente en 
regiones ricas en iodo. Por el contrario, la incidencia del FTC en áreas con deficiencia de iodo 
es mayor que en áreas con dietas ricas en iodo (25). En concordancia, la suplementación con 
iodo en la dieta de modelos animales para la inducción de cáncer de tiroides provoca un 
cambio morfológico desde una arquitectura folicular a una arquitectura de tipo papilar, lo 
cual parecería indicar que el ioduro estaría modulando la morfología tumoral, en lugar de 
participar como un iniciador tumoral (26). Sin embargo, el preciso rol del ioduro en la 
carcinogénesis tiroidea no está completamente esclarecido. 
 El 48% de los PTCs poseen infiltración linfocítica (27), lo cual indicaría que factores 
inmunológicos podrían estar involucrados en la progresión de estos tumores. La tiroiditis de 
Hashimoto (una de las principales causas de hipotiroidismo autoinmune) se caracteriza por 
poseer una respuesta inmune celular con densa infiltración linfocitaria en la glándula 
tiroides, así como por presentar una respuesta inmune humoral que conduce a la 
producción de autoanticuerpos contra antígenos tiroideos. Recientemente, a través de un 
estudio de metaanálisis se investigó la correlación entre el PTC y la tiroiditis de Hashimoto. 
Los resultados revelaron que la tiroiditis precede con mayor frecuencia al PTC que a 
enfermedades tiroideas benignas. Sin embargo, se reportó que los pacientes con PTC y 
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tiroiditis tienen características clinicopatológicas favorables en comparación con los PTC en 
ausencia de tiroiditis (28). 
 
1.2.4. Detección y tratamiento del cáncer de tiroides 

 El cáncer de tiroides es comúnmente diagnosticado a través de imágenes utilizando 
ultrasonido y a través del análisis citológico de una biopsia obtenida mediante PAAF guiada 
por imágenes. Luego del diagnóstico de cáncer tiroideo la terapéutica consiste en la 
realización de una cirugía que comprende generalmente la tiroidectomía total con o sin 
vaciamiento ganglionar cervical y la posterior ablación del tejido remanente y posibles 
metástasis con iodo radiactivo (generalmente 131I). Además, luego de la tiroidectomía total o 
parcial, los pacientes son tratados con levotiroxina (T4) sintética tanto para suplir la 
necesidad de esta hormona como para suprimir la liberación de TSH (terapia de supresión) e 
intentar de esta manera prevenir el crecimiento del tejido tiroideo remanente, las 
recurrencias y la progresión del tumor.  
 Aproximadamente el 30% de los pacientes con DTC avanzado y metastásico son 
refractarios a la terapia con iodo radioactivo, debido a una reducción de los niveles de 
expresión de NIS y/o a una disminución de la llegada del simporter a la membrana basal de 
las células foliculares. Por lo tanto, estos pacientes no son susceptibles al tratamiento con 

131I. Se propusieron varias terapias alternativas para tumores refractarios a la terapia con 
131I, siendo los inhibidores de tirosina quinasa los quimioterapéuticos más comúnmente 
utilizados (29). Históricamente, los pacientes con tumores tiroideo refractarios a la 
radioiodo terapia han tenido resultados negativos, en parte porque estos tumores a 
menudo desarrollan resistencia a la citotoxicidad de los agentes quimioterapéuticos 
alternativos y debido a la baja eficiencia de estos tratamientos (29). Sin embargo, no se 
demostró asociación entre la presencia de marcadores moleculares y la respuesta al 
tratamiento (30-33). 
 
1.2.5. Infiltración leucocitaria del cáncer de tiroides 

 La inflamación es un reconocida y distintiva característica del cáncer, que 
generalmente contribuye al desarrollo y la progresión de tumores malignos. Además, la 
presencia de infiltrado inflamatorio en el tejido tumoral puede representar condiciones pro-
inflamatorias que preceden al desarrollo de la malignidad. Existe creciente evidencia del rol 
que tiene la respuesta inmune local y la inflamación sistémica en la progresión de los 
tumores y la supervivencia de los pacientes con cáncer (30, 31). Diversos estudios 
demostraron que un microambiente inflamatorio podría contribuir a la proliferación y 
supervivencia de células malignas, el escape a la inmunidad adaptativa y la estimulación de 
la angiogénesis y metástasis (32).  
 La inflamación se ha implicado en el inicio y la progresión del cáncer de tiroides (33). 
Se identificaron diferentes tipos de células inflamatorias asociadas a tumores tiroideos. Estas 
consisten en células del sistema inmune innato (principalmente macrófagos, mastocitos y 
neutrófilos), y células asociadas al sistema inmune adaptativo (células T y B). En general, las 
células del sistema inmune innato están ligadas a procesos que promueven la progresión 
tumoral (34). El análisis de la relación neutrófilo-linfocito en sangre de pacientes con DTC 
demostró que valores altos de esta relación se correlacionan con un aumento del tamaño 
tumoral y alto riesgo de recurrencia (33). Además, la presencia de macrófagos asociados a 
tumores (TAM) se correlacionó con mayor progresión tumoral y metástasis en el PTC y el 
ATC (35). Por el contrario, el papel del sistema inmune adaptativo es un tema de debate. 
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Varios estudios han demostrado que pacientes cuyos tumores tiroideos no están infiltrados 
por linfocitos presentan una tasa alta de recurrencia, sugiriendo que la presencia de 
linfocitos en el microambiente tumoral puede favorecer el pronóstico de los pacientes (36). 
Sin embargo, otros investigadores informaron que pacientes con cáncer de tiroides que 
poseen linfocitos asociados al tumor presentan etapa avanzada de la enfermedad y mayor 
incidencia de metástasis ganglionar (37). Recientemente se reportó que la presencia de 
infiltrado linfocitario en el PTC se asocia con una regulación positiva de la respuesta inmune, 
con producción de citoquinas y con una mayor supervivencia en estos pacientes (27).  
 
1.2.6. Patogenia molecular del cáncer de tiroides  

 A nivel molecular la patogénesis de los tumores derivados de la célula folicular radica 
en alteraciones genéticas producto de mutaciones puntuales o rearreglos cromosomales 
que originan proteínas con actividad constitutiva (oncogenes) o pérdida de la actividad de 
supresores tumorales (10). Se identificaron numerosas alteraciones que cumplen un rol 
fundamental en la tumorigénesis, y la comprensión de estas bases moleculares constituye 
una gran promesa en el desarrollo de estrategias terapéuticas eficaces para el cáncer de 
tiroides (29).  
 El proceso de progresión del carcinoma tiroideo comprende una paulatina 
acumulación de múltiples alteraciones genéticas, que cooperan sinérgicamente para su 
oncogenicidad (10). Hace 25 años se propuso por primera vez un modelo molecular de 
progresión para el cáncer de tiroides, en el que se describe que el DTC progresa 
secuencialmente hacia el PDTC y el ATC (38). Este modelo de progresión tumoral es 
sustentado principalmente por la coexistencia de DTCs junto a carcinomas más 
indiferenciados, así como por la presencia de alteraciones genéticas idénticas en secciones 
indiferenciadas y bien diferenciadas (38). Actualmente, un creciente número de reportes 
continúan aportando evidencia que avala el modelo de progresión del cáncer tiroideo (1, 10, 
39). Sin embargo, también existen elementos que sustentan que tanto el PDTC como el ATC 
son neoplasias que pueden ocurrir de novo (10, 40). 
 Los adenomas tiroideos hiperfuncionantes derivan de la proliferación de células 
foliculares, albergan mutaciones activantes del receptor de TSH (TSHR) y de la subunidad α 1 
de la proteína G unidora de nucleótidos de guanina (GNAS1) causando activación de la 
cascada de señalización de AMPc (41). Sin embargo, las mutaciones en TSHR y GNAS1 rara 
vez son detectadas en neoplasias tiroideas, sugiriendo que la activación constitutiva de la 
señalización de AMPc por si sola sería insuficiente para la transformación maligna de la 
célula folicular tiroidea (1, 10) (Figura 4). 
 En relación a los DTCs, en las células foliculares ocurren mutaciones o 
reordenamientos de genes que codifican para efectores de la vía de señalización de 
proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPKs) y estos oncogenes son requeridos para 
la transformación maligna de la célula tiroidea. En este sentido, los PTCs poseen un 70% de 
alteraciones en efectores de la vía de MAPKs, incluyendo mutaciones puntuales en genes 
BRAF y RAS (42, 43), como así también fusiones cromosómicas que implican tirosinas 
quinasas como RET (44) y NTRK dando oncogenes quiméricos (45). Estas mutaciones por lo 
general ocurren como evento mutuamente exclusivo, sugiriendo efectos corriente abajo 
similares o redundantes (1). Por otro lado, se conoce que el 70-75% de los FTCs albergan 
mutaciones puntuales en RAS o rearreglos cromosómicos PAX8/PPARϒ, siendo también 
eventos mutuamente excluyentes (46) (Figura 4). 
 Alteraciones genéticas que involucran la vía de señalización de PI3K/AKT se 
presentan mayoritariamente en PDTC y rara vez en el DTC (47, 48). Por otro lado, 
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mutaciones con pérdida de función del gen supresor tumoral TP53, también llamado 
“guardián del genoma” porque interviene en la reparación del DNA, son eventos cruciales 
para impulsar la progresión de tumores tiroideos indolentes hacia tumores letales, ya que 
estas mutaciones están restringidas a tumores agresivos, presentándose en el 17-38% de los 
PDTCs y un 67-88% de los ATCs (1, 49). Adicionalmente, mutaciones activantes del gen que 
codifica para β-Catenina (CTNNB1) se reportaron exclusivamente en el 21% de PDTCs y el 
48% de ATCs (Figura 4) (1). 
 

 
 
Figura 4. Modelo esquemático de la progresión tumoral tiroidea en múltiples etapas. Se proponen 
diferentes vías para la progresión de la célula folicular tiroidea, incluyendo al adenoma folicular 
tiroideo hiperfuncionante (tumor benigno con o sin propensión a la progresión maligna), carcinoma 
folicular de tiroides (FTC) y carcinoma papilar de tiroides (PTC). Defectos genéticos que resulten en la 
activación de RAS conjuntamente con la activación de PPARϒ son eventos frecuentes en el desarrollo 
del FTC. Alteraciones genéticas que resultan en la activación de RET o BRAF representan eventos 
tempranos y frecuentes en el desarrollo del PTC. La sobreexpresión de la ciclina D1 y la disminución 
de la expresión del inhibidor de la quinasa dependiente de ciclina p27 son fuertes predictores de 
metástasis a ganglios linfáticos del PTC. La mayoría de los carcinomas tiroideos pobremente 
diferenciados (PDTCs) y anaplásicos (ATCs) derivan de carcinomas de tiroides bien diferenciados 
(DTCs) preexistentes a través eventos genéticos adicionales, incluyendo mutaciones en el gen que 
codifica β-catenina (CTNNB1), inactivación del gen supresor tumoral p53 (TP53) y mutaciones en 
RAS. Sin embargo el PDTC y el ATC pueden ocurrir de novo. Representación esquemática adaptada 
de Kondo et al. 2006 (1).  

 
1.2.7. La vía de señalización MAPK 

 La señalización de MAPK es una vía de señalización intracelular que normalmente se 
activa luego del reconocimiento de factores de crecimiento por receptores con actividad 
tirosina quinasa (RTK) intrínseca ubicados en la membrana plasmática celular, 
produciéndose la activación secuencial RTK→RAS→RAF→MEK→ERK. La cascada de 
señalización por MAPK presenta un rol fundamental en la regulación de la proliferación, 
diferenciación, apoptosis y supervivencia, encontrándose aberrantemente activada en una 
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gran variedad de neoplasias en humanos. En este sentido, la importancia de la vía de MAPK 
en la tumorigénesis tiroidea está bien establecida (40). Particularmente en el DTC, la vía 
MAPK se activa constitutivamente a través de mutaciones puntuales en BRAF y RAS o a 
través de fusiones cromosómicas de receptores tirosinas quinasas incluyendo los genes RET 
o NTRK1 (Figura 5), siendo estas alteraciones genéticas requeridas para la transformación 
maligna de la célula tiroidea (1). Se describió que la transfección de la mutante HRASG12V o la 
mutante BRAFV600E inducen inestabilidad genómica en la línea celular tiroidea de rata PCCL3, 
manifestándose con pérdida de material cromosómico y formación de rearreglos 
cromosómicos (50, 51). Por lo tanto, la activación constitutiva de la señalización de MAPK en 
el cáncer tiroideo podría promover la inestabilidad genómica, causando mutaciones 
somáticas adicionales y conduciendo así a la progresión tumoral (1). 
 
1.2.8. La vía de señalización PI3K/AKT 

 En el síndrome de Cowden, un síndrome autosómico dominante, caracterizado por 
presentar tumores en mama, colon, piel y tumores foliculares tiroideos benignos (FTA) y 
malignos (FTC), se identificó la inactivación del gen supresor tumoral PTEN (52). PTEN es una 
lipoproteasa que regula negativamente la señalización de PI3K. Así, los tumores con 
inactivación de PTEN tienen exacerbada señalización de PI3K, dando como resultado la 
activación de la serina/treonina quinasa AKT. La activación de AKT fosforila efectores 
corriente abajo que inhiben la apoptosis, inducen el crecimiento celular, aumentan la 
captación y utilización de glucosa y aumentan la síntesis de proteínas (53). Sin embargo, 
también se reportó inactivación de PTEN en tumores tiroideos espontáneos en ausencia de 
síndrome de Cowden (52). De las tres isoformas de AKT identificadas (AKT1-3), sólo AKT1 y 
AKT2 se encuentran robustamente expresadas y activadas en el cáncer de tiroides, lo que 
sugiere un papel importante para estas dos isoformas en la tumorigénesis tiroidea (54). 
Particularmente en el FTC y el ATC se identificó una amplificación genómica con ganancia en 
el número de copias de PIK3CA el cual codifica a la subunidad catalítica de PI3K p110α (55). 
Otros autores han reportado que las mutaciones PIK3CA son comunes en el ATC pero no en 
el DTC (47). Además, las mutaciones en RAS también dan activación constitutiva de la 
señalización de PI3K/AKT particularmente en el FTA y FTC (56) (Figura 4). 
 La sobreexpresión constitutiva de la isoforma activada de AKT1 en células tiroideas 
normales da lugar al crecimiento independiente de la presencia de suero y TSH, 
conduciendo a la resistencia a la muerte celular, aunque la señalización exacerbada de AKT 
parece no ser suficiente para la transformación maligna de las células tiroideas (57). Estos 
datos indicarían que adicionales alteraciones genéticas en efectores de otras vías de 
señalización serían necesarias para el desarrollo del cáncer de tiroides.  
 
1.2.9. Mutaciones en BRAF 

 El protooncogén BRAF situado en el cromosoma 7q24 codifica para una 
serina/treonina quinasa perteneciente a la familia de proteínas RAF, que son efectores 
intracelulares de la vía de señalización de MAPK. Su activación es disparada por la activación 
de RAS en respuesta al reconocimiento de mitógenos en la membrana celular mediante 
receptores tirosinas quinasas, y resulta en la fosforilación y estimulación de efectores 
corriente abajo de la cascada de MAPK. 
 Las mutaciones con ganancia de función del gen BRAF conducen a la activación 
aberrante de la señalización de MEK/ERK la cual está implicada en la tumorigénesis de 
varios cánceres humanos, incluyendo melanoma (70% de prevalencia), cáncer colorectal y 
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de ovario (15% de prevalencia) (58). Mutaciones en BRAF están presentes en el 30-80% del 
PTC, en más del 13% del PDTC y en el 35% del ATC; sin embargo no se identificaron en el FTC 
(43, 59). Respecto a los PTCs, las mutaciones en BRAF son típicamente halladas en las 
variantes TCPTC (55-100%) y CPTC (60%), mientras que se reportó una baja prevalencia en la 
variante FVPTC (7-14%) (60). 
 Se identificaron más de 40 mutaciones en el gen de BRAF (61). Sin embargo, la 
mutación de BRAF más prevalente es la T1799A (90% del total) originada por una 
transversión de timina por adenina en el nucleótido 1799 que se traduce en una sustitución 
de valina por glutamina en el residuo aminoacídico 600 (V600E) (40). La mutación BRAFV600E 
produce una disrupción hidrofóbica de la interacción entre residuos del loop de activación y 
residuos en el sitio de unión a ATP que mantienen la conformación inactiva, permitiendo el 
desarrollo de nuevas interacciones de plegamiento para la quinasa en la estructura del 
componente catalítico, liderando así la activación constitutiva de la quinasa BRAF y la 
consecuente estimulación crónica de la señalización de MAPK (51). Otras mutaciones 
activantes de BRAF son raramente encontradas en el cáncer de tiroides. Solo el 1-2% de los 
PTCs poseen otras mutaciones en BRAF, incluyendo la mutación puntual K601E (BRAFK601E) y 
pequeñas inserciones o deleciones alrededor del codón 600 (BRAF V600E+K601del, BRAF 
V599ins y V600D+FGLAT601-605ins), además BRAF puede dar un rearreglo cromosomal con 
AKAP9 dando el oncogén quimérico AKAP9/BRAF (40). 
 La prevalencia de la mutación BRAFV600E es baja en PTCs inducidos por radiación en 
adultos, en contraste con los PTCs esporádicos (62). En concordancia, la mutación BRAFV600E 
no fue un evento significativo en niños post-Chernobyl (0-12%). A diferencia de los PTCs del 
adulto, los PTCs espontáneos durante la infancia tienen baja prevalencia de la mutación 
BRAFV600E (20%) (23, 62, 63). 
 BRAFV600E se expresa en el 36.5% de los microcarcinomas papilares ocultos o 
microscópicos, sugiriendo que esta mutación es un evento temprano en la carcinogénesis 
del PTC (64). La expresión de BRAFV600E dirigida a la glándula tiroides en ratones transgénicos 
induce el desarrollo de tumores con características histológicas compatibles con el PTC 
humano y además dan progresión a PDTC. Estos hallazgos develaron la capacidad de la 
mutación BRAFV600E como iniciador tumoral y promovedor de la progresión de estos 
tumores hacia fenotipos más agresivos (65). Además, en modelos de xenoinjertos tumorales 
silenciados para BRAFV600E se demostró que la expresión de este oncogén es un 
requerimiento necesario para el mantenimiento y el crecimiento del PTC (66). Sin embargo, 
algunos PTCs humanos presentan heterogeneidad intratumoral en el genotipo BRAF, con 
una minoría de células albergando BRAFV600E y una mayoría albergando BRAF nativo (67), 
planteando el dilema del “huevo o la gallina", ya que no se sabe si BRAFV600E inicia la 
tumorigénesis del PTC o si BRAFV600E ocurre durante el desarrollo de un tumor tiroideo ya 
iniciado (68). Una posibilidad alternativa es que una vez que el PTC es originado por 
BRAFV600E, alteraciones oncogénicas secundarias podrían tomar el control para impulsar la 
tumorigénesis del PTC (68). En contraposición con lo anterior, estudios más recientes donde 
se determinaron alteraciones genéticas en muestras apareadas de tumores papilares 
primarios y metástasis a distancia, demostraron alta concordancia en la expresión de 
oncogenes entre los PTC y sus metástasis, sugiriendo que la mutación BRAFV600E es un 
evento importante para la progresión tumoral (64, 69, 70). 
 Cabe destacar que la mutación BRAFV600E es considerada un marcador de mal 
pronóstico para el PTC ya que se asocia con características tumorales más agresivas como 
extensión extra tiroidea, estadio avanzado del tumor al momento del diagnóstico y mayor 
prevalencia de metástasis a ganglio linfático o a distancia (60). Además, la mutación 
BRAFV600E es útil como predictor de fracaso al tratamiento convencional con iodo radioactivo 
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y recidiva tumoral (incluso en pacientes con PTC de bajo riesgo) (71) y es considerado un 
factor predictivo de muerte relacionada al cáncer (72). Asimismo se reportó asociación de la 
expresión de BRAFV600E en muestras de tumores tiroideos obtenidas por PAAF con mayor 
probabilidad de recurrencia (73). 
 Por otro lado, las mutaciones en el promotor de una subunidad catalítica de la 
enzima Telomerasa, denominada Transcriptasa Reversa de la Telomerasa (TERT), son 
significativamente más frecuentes en PTCs que albergan la mutación BRAFV600E en 
comparación con los PTCs que expresan BRAF en estado nativo (74). Además, se identificó 
que los PTCs BRAFV600E positivos que presentan mutaciones en el promotor de TERT, son 
sustancialmente más indiferenciados que los tumores BRAFV600E positivos con expresión de 
TERT en estado nativo (18).  
 
1.2.10. Mutaciones en RAS 

 La familia de protooncogenes RAS, los cuales están implicados en la tumorigénesis, 
incluye HRAS (localizado en el cromosoma 11p11), KRAS (localizado en el cromosoma 
12p12) y NRAS (localizado en el cromosoma 1p13), (75). Estos genes codifican para 
proteínas G monoméricas que están situadas en la superficie interna de la membrana 
celular y participan en la propagación de señales procedentes de la activación de RTK de 
membrana y receptores acoplados a proteína G triméricas a través de la activación dual de 
la señalización de MAPK y de PI3K/AKT. Las proteínas RAS tienen actividad GTPasa; en su 
estado activo se unen a GTP, luego hidrolizan el GTP dando GDP lo cual produce la 
inactivación del transductor y la finalización de la señalización. 
 La mayoría de las mutaciones puntuales en RAS causan la pérdida de la actividad 
GTPasa, permaneciendo constitutivamente activa. Las mutaciones del gen RAS (codones 12, 
13 y 61) son comunes en diferentes tipos de tumores humanos (75). Las mutaciones de RAS 
más comúnmente encontradas en el cáncer de tiroides implican al codón 61 de KRAS y HRAS 
(60). Tumores tiroideos con mutaciones de RAS son más frecuentes en áreas con dietas 
deficientes en iodo en comparación con dietas ricas en iodo (76). En contraste, los tumores 
tiroideos inducidos por radiación presentan baja frecuencia de mutaciones en RAS (77). Es 
conocido que las mutaciones de RAS ocurren más prevalentemente en neoplasias tiroideas 
con arquitectura folicular que en lesiones con arquitectura de tipo papilar (78). En este 
sentido, las mutaciones en RAS están presentes en el 20-40% del FTA, en el 40-50% del FTC, 
en el 10-20% del PTC y en un 60% del ATC (60, 75). Se reportó que todos los tumores 
pertenecientes a la subclasificación FVPTC poseen mutaciones en RAS (60). 
 A pesar que RAS es un clásico activador dual de las vías MAPK y PI3/AKT, en la 
tumorigénesis tiroidea las mutaciones en RAS activan predominantemente la vía de PI3/AKT 
(18). La alta prevalencia de mutaciones RAS en el FTA, una lesión presuntamente 
considerada como premaligna, sugiere que la activación de RAS podría servir como un 
precursor para el FTC y el FVPTC (10). Sin embargo, estudios con ratones transgénicos que 
expresan condicionalmente KRAS mutado en la glándula tiroides no dan lugar a la 
transformación maligna del tejido tiroideo, aunque la co-expresión de KRAS mutado y la 
deleción de PTEN induce rápidamente la formación de FTC agresivos, sugiriendo que 
alteraciones genéticas adicionales son necesarias para la tumorigénesis del FTC (79). 
Además las mutaciones en RAS son más prevalentes en PDTCs y ATCs en comparación con 
DTCs. Estos datos sugieren que las mutaciones en RAS estarían implicadas en el fenómeno 
de progresión tumoral tiroidea (1). 
 Numerosos estudios han reportado que las mutaciones de RAS se correlacionan con 
desdiferenciación tumoral y mal pronóstico (80-82). Además, en el FTC y el PTC se demostró 
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correlación positiva entre mutaciones RAS y el desarrollo de metástasis, especialmente en 
hueso (81). No obstante, dado que las mutaciones de RAS también se encuentran en 
lesiones benignas (FTA), estas mutaciones no deberían ser utilizadas universalmente como 
marcadores de pronóstico para tumores tiroideos (60). 
 
1.2.11. Rearreglos RET/PTC 

 El protooncogén RET, está situado en el cromosoma 10q11.2 y codifica un receptor 
transmembrana con actividad tirosina quinasa intrínseca con cuatro motivos relacionados a 
caderina en el dominio extracelular. El receptor nativo RET está altamente expresado en 
células parafoliculares (o células C) y normalmente no se expresa en células foliculares. 
Mutaciones en RET con ganancia de función están involucradas en MTCs esporádicos y 
familiares, los que forman parte de la neoplasia endocrina múltiple (MEN) 2A, MEN2B y el 
MTC familiar (83). Por el contrario, los oncogenes quiméricos, designados RET/PTC, están 
implicados en el desarrollo del PTC (84). En el rearreglo RET/PTC, la porción que codifica 
para el dominio tirosina quinasa de RET es fusionada con varios genes no relacionados. 
RET/PTC carece de péptido señal y de dominio transmembrana por lo que se expresa en el 
citoplasma de células foliculares, bajo el control de promotores adquiridos. La dimerización 
constitutiva de la proteína de fusión da fosforilación de tirosinas independiente de ligando y 
clásicamente estas oncoproteínas activan las vías de señalización MAPK y PI3K/AKT (1, 18). 
Se reportaron once tipos de rearreglos de RET/PTC (85). Las fusiones más comúnmente 
encontradas en el cáncer de tiroides son, RET/PTC1 que se forma por la fusión del gen de 
CCDC6 (H4) y RET/PTC3 por fusión con el gen NCOA4 (ELE1) (1). 
 Los rearreglos RET/PTC pueden ocurrir en el FTA benigno, en la subclasificación 
VFPTC, y en mayor prevalencia en el subtipo CPTC. Se reportaron rearreglos clonales de 
RET/PTC en el 10-20% del PTC esporádico del adulto. Además, RET/PTC ocurre con alta 
incidencia en pacientes con PTC producidos por exposición a radiación tanto en niños (50-
80%) como en adultos jóvenes (40-70%). RET/PTC1 es la fusión más común y comprende el 
60-70% de todos los casos positivos con este tipo de oncogén quimérico, mientras que 
RET/PTC3 ocurre en el 20-30% (60). La alta incidencia de los rearreglos RET/PTC en PTCs de 
niños después del accidente de Chernobyl indica un posible rol de la radiación en la génesis 
de estas traslocaciones génicas (23). 
 La expresión de RET/PTC1 o RET/PTC3 dirigida a tiroides en ratones transgénicos 
induce la formación de PTC con características histológicas similares al PTC humano (86, 87) 
y sólo la expresión condicional de RET/PTC3 da fenotipo metastásico (87). Estos resultados 
indican que estos oncogenes quiméricos podrían ser iniciadores tumorales del cáncer de 
tiroides y además evidencian un potencial más agresivo de tumores que albergan a 
RET/PTC3 (86). En adición, se reportó alta frecuencia de rearreglos RET/PTC en 
microcarcinomas subclínicos (77%), indicando que RET/PTC podría ser un evento temprano 
en la carcinogénesis tiroidea (88). Por otro lado, se reportó gran heterogeneidad de 
rearreglos RET/PTC en algunos PTCs, indicando que RET/PTC podría ser un evento 
relativamente tardío (68). Sin embargo, otra interpretación alternativa de este hallazgo es 
que distintos y múltiples reordenamientos podrían participar en la transformación maligna 
multifocal a partir de lesiones benignas (68). 
 La correlación entre los reordenamientos RET/PTC y el pronóstico del PTC sigue 
siendo poco clara. La baja prevalencia de expresión de RET/PTC1 en el PDTC y el ATC sugiere 
que este oncogén se asocia con un comportamiento menos agresivo y además podría 
indicar que RET/PTC1 no tiene un rol importante para la progresión del cáncer tiroideo (89). 
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No obstante, existen evidencias de que tumores que expresan RET/PTC3 pueden ser 
propensos a sufrir desdiferenciación y dar un fenotipo metastásico (87, 90).  
 
1.2.12. Señalización y diferenciación del PTC 

 Los principales oncogenes mutuamente excluyentes promotores del PTC son la 
mutación BRAFV600E, mutaciones en RAS (KRAS, HRAS y NRAS) y los rearreglos cromosómicos 
RET/PTC y NTRK. Es conocido que los tumores que albergan la mutación BRAFV600E no 
responden a la retroalimentación negativa ejercida por ERK fosforilado (pERK) sobre 
dímeros de RAF nativo, dando como resultado una robusta y sostenida activación de la 
señalización de MAPK (Figura 5). Por el contrario, tumores impulsados por mutaciones en 
RAS y principalmente fusiones NTRK responden a la realimentación que ejerce pERK sobre 
dímeros de RAF, con lo cual se produce una activación menor de la señalización de MAPK; 
además estos tumores activan marcadamente la señalización de PI3K/AKT (Figura 5). Se 
sugirió que la activación diferencial de estas vías de señalización podría ser la responsable 
de profundas diferencias fenotípicas de la clasificación del PTC (91) (Figura 5).  
 

 
 
Figura 5. Consecuencia funcional de mutaciones promotoras de PTC. En el panel superior se 
muestran imágenes representativas de cortes histológicos de PTCs coloreados con hematoxilina 
eosina. Se indican los oncogenes más prevalentes de las diferentes variantes histológicas de PTC. 
CPTC: PTC convencional o clásico; TCPTC: PTC de células altas; FVPTC: variante folicular de PTC. En el 
panel inferior, las mutaciones en BRAF y RAS y los rearreglos de RTKs activan la vía de señalización 
de MAPKs pero en diferentes grados. La vía de señalización de MAPKs está marcadamente activada 
en PTCs que albergan la mutación BRAFV600E, porque esta oncoproteína señaliza como monómero y 
no responde al efecto de retroalimentación negativa ejercido por pERK. Por el contrario, el flujo de 
la señalización de MAPKs a través de rearreglos de RTKs o mutaciones RAS es atenuado por la 
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retroalimentación negativa ejercida por pERK sobre monómeros RAF. La activación de la vía de 
señalización PI3K/AKT inducida por rearreglos de RTKs o mutaciones RAS no sufre efectos de 
retroalimentación negativa. La expresión de los genes necesarios para la captación y el metabolismo 
de ioduro (que son genes característicos del estado diferenciado tiroideo) son inhibidos en gran 
proporción por la señalización de MAPKs; lo cual explicaría, al menos en parte, el menor grado de 
diferenciación de PTCs que albergan la mutación BRAFV600E respecto a PTCs portadores de 
mutaciones en RAS o rearreglos de RTKs. Representación esquemática adaptada de Fahiminiya et al. 
2016 (92). 

 
 Mediante el proyecto Atlas Del Genoma del Cáncer (TCGA, por sus siglas en inglés), 
que ofrece el secuenciamiento del exoma de 496 PTCs, se desarrolló un score BRAFV600E-RAS 
para cuantificar el alcance de los perfiles de expresión génica en el PTC (18). El score 
BRAFV600E-RAS demostró que existe una marcada diferencia en el patrón de expresión génica 
entre tumores que albergan la mutación BRAFV600E y tumores con mutaciones de RAS, 
proponiéndose así la denominación de tumores con “comportamiento BRAFV600E” o tumores 
con “comportamiento RAS” para el PTC humano (18) (Figura 6). La distinción morfológica 
entre la variante CPTC y la variante FVPTC se validó a nivel molecular por la investigación 
realizada en el TCGA. Así, los PTCs con arquitectura folicular -FVPTC- fueron clasificados con 
“comportamiento RAS”. Además, basándose en la expresión de un número de genes 
tiroideos, los autores desarrollaron un score de diferenciación que permitió evidenciar que 
los FVPTCs tienen un perfil de expresión génica similar a la tiroides normal, mientras que los 
CPTCs muestran menor evidencia de diferenciación tiroidea con niveles bajos de expresión 
de genes en el score de diferenciación. Los PTCs del grupo con “comportamiento RAS” 
representan una sola entidad; por el contrario, los PTCs con “comportamiento BRAFV600E” 
parecen representar un grupo heterogéneo compuesto por un subconjunto de tumores bien 
diferenciados y un subconjunto de tumores con menor diferenciación que además poseen 
mutaciones activantes en el promotor de TERT (18, 93). Así, a nivel oncogénico todas las 
mutaciones BRAF distintas de BRAFV600E exhibieron “comportamiento RAS”, incluyendo a 
BRAFK601E e inserciones y deleciones alrededor del codón 600 de BRAF. Esta observación fue 
consistente con la incrementada frecuencia de BRAFK601E en el subtipo FVPTC con 
arquitectura folicular. Todos los rearreglos cromosómicos de BRAF exhibieron 
“comportamiento BRAFV600E”. Casi todas las fusiones RET/PTC tuvieron “comportamiento 
BRAFV600E” y las fusiones de NTRK fueron en gran medida neutrales mostrando tanto 
“comportamiento BRAFV600E” como “comportamiento RAS”. 
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Figura 6. Modelo esquemático de la señalización de PTC con “comportamiento BRAFV600E” o con 
“comportamiento RAS”. Las vías de señalización MAPK y PI3K/AKT son diferencialmente activadas 
en el PTC con “comportamiento BRAFV600E” y con “comportamiento RAS”. Por un lado, los tumores 
con “comportamiento BRAFV600E” dan fuerte activación de la señalización de MAPK ya que BRAFV600E 

es activo como monómero e insensible a la retroalimentación negativa ejercida por pERK. Estos 
comprenden a PTCs que albergan la mutación BRAFV600E y la mayoría de los rearreglos cromosomales 
RET/PTC. Por otro lado, los tumores con “comportamiento RAS” dan fuerte activación de la 
señalización de PI3K/AKT y moderada activación de MAPK ya que los dímeros de CRAF y BRAF nativo 
son susceptibles a la retroalimentación ejercida por pERK, este grupo comprende los PTCs que 
albergan mutaciones en RAS (N/H/KRAS), mutaciones de BRAF diferentes a la mutación BRAFV600E 
(principalmente BRAFK601E) y diferentes inserciones y deleciones en BRAF. Los PTCs que albergan 
rearreglos NTRK presentan tanto “comportamiento BRAFV600E” como “comportamiento RAS”. 
Representación esquemática adaptada de The Cancer Genome Atlas (TCGA) Research Network, 2014 
(18).  

 
 La patogénesis de los tumores tiroideos es relativamente sencilla en comparación 
con la patogénesis de otros tipos de cánceres. Particularmente, el PTC tiene una de las 
densidades mutacionales más bajas de los cánceres estudiados mediante el 
secuenciamiento del exoma completo a través de la tecnología NGS (92). Como se mencionó 
anteriormente la gran mayoría de los tumores tiroideos derivados de la célula folicular 
resultan de alteraciones genéticas somáticas que originan oncogenes o genes supresores 
tumorales (1). Sin embargo, las vías de señalización que favorecen tanto el inicio como la 
progresión de estos tumores aún no están completamente esclarecidas y continúan bajo 
investigación. Gran cantidad de evidencia indica una asociación entre la sobre-activación de 
la señalización de receptores tipo toll (TLRs) y la progresión de diversos tipos de tumores 
(94). En este sentido, en el presente trabajo de tesis doctoral abordaremos el estudio de la 
expresión y funcionalidad del receptor TLR4 como así también su potencial rol durante la 
carcinogénesis y la progresión tumoral tiroidea. 
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1.3. RECEPTORES TIPO TOLL 

 
 La inflamación es la respuesta que genera el organismo para eliminar estímulos 
perjudiciales, así como un proceso para reparar y proteger al tejido del daño (95). La 
inflamación es causada por diversos factores como infecciones microbianas, injurias 
tisulares y el infarto de tejidos. Normalmente la respuesta inflamatoria debe estar 
estrechamente regulada para finalizar rápidamente luego que el daño tisular ha sido 
reparado. Sin embargo, la sobreproducción de citoquinas por parte de las células inmunes y 
no inmunes en infecciones con ciertos patógenos puede ser fatal (96). 
 El sistema inmune en mamíferos tiene dos componentes clásicamente diferenciados 
que cooperan para proteger al huésped contra infecciones microbianas, la inmunidad innata 
y la inmunidad adquirida o adaptativa. En particular, el sistema inmune innato está 
conformado por distintos módulos funcionales que han evolucionado en el desarrollo de 
diferentes formas de protección contra patógenos y constituye la primera línea de defensa 
frente a microorganismos invasores (97). El sistema inmune innato es el principal 
contribuyente en la respuesta inflamatoria aguda inducida por infección microbiana o por 
daño tisular. Además, la inmunidad innata es importante para la activación de la inmunidad 
adquirida. A pesar que las células del sistema inmune innato, incluyendo macrófagos y 
células dendríticas (DC), juegan un importante papel en la respuesta inflamatoria, se 
propuso que células no inmunes tales como células epiteliales, células endoteliales y 
fibroblastos también participarían en el proceso inflamatorio (96). La presencia de 
microorganismos es detectada por una familia de receptores de reconocimiento de 
patrones (PRRs), capaces de reconocer estructuras conservadas entre las especies 
microbianas, llamadas patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs). Los PRRs son 
también responsables de reconocer moléculas endógenas liberadas de células dañadas, 
denominadas patrones moleculares asociados al daño (DAMPs) (98). En la actualidad, se 
identificaron cinco clases de PRRs en mamíferos incluyendo proteínas transmembrana 
denominadas receptores tipo toll (TLRs) y receptores de lectina tipo C (CLRs), proteínas 
citoplasmáticas como los receptores similares al gen inducible por ácido retinoico (RLRs), el 
receptor similar a AIM2 (ALRs) y receptores similares a NOD (NLRs). Cabe destacar que los 
PRRs se expresan no sólo en células inmunes sino también en células no inmunes (96, 99). 
 Los TLRs fueron descubiertos inicialmente en la mosca de la fruta Drosophila 
melanogaster como moduladores de la polarización dorsoventral durante el desarrollo 
embrionario, aunque posteriormente se los reconoció como eslabones fundamentales en la 
inmunidad innata de la mosca contra infecciones bacterianas y micóticas (100, 101). La 
familia TLRs está bien caracterizada y es responsable de detectar patógenos invasores 
presentes en el exterior celular, en endosomas intracelulares y en lisosomas (102). Los TLRs 
se caracterizan por tener repeticiones ricas en leucina en sus extremos N-terminales, un 
dominio transmembrana y un dominio intracitoplasmático homólogo al receptor de IL-1 en 
la región C-terminal (103). Hasta la fecha se identificaron 10 TLRs funcionales en humanos y 
12 TLRs en ratones (96, 99). Gran cantidad de evidencia indica que los TLRs tienen un 
importante papel en la reparación de tejidos y en la inflamación inducida por lesiones 
tisulares. Los ligandos de TLRs pueden ser componentes microbianos (ligandos exógenos) o 
moléculas derivadas del propio huésped (ligandos endógenos) (94). 
 Los TLRs se localizan en la superficie celular o en compartimentos intracelulares tales 
como el retículo endoplásmico (ER), endosomas, lisosomas o endolisosomas. TLR1, TLR2, 
TLR4, TLR5, TLR6 y TLR10 están presentes en la membrana plasmática, mientras que TLR3, 
TLR7, TLR8 y TLR9 se encuentran principalmente en la membrana de diferentes 
compartimentos intracelulares. La localización de estos receptores parece estar en estrecha 
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relación con el tipo de ligando que son capaces de reconocer y además es crítica para 
prevenir el contacto y el reconocimiento de moléculas propias que podrían causar 
autoinmunidad. TLR3, TLR7, TLR8 y TLR9 reconocen ácidos nucleicos derivados de virus y 
bacterias, así como ácidos nucleicos endógenos en contextos patógenos. Al respecto, TLR3 
reconoce ARN de doble cadena (dcARN) viral y ARN de interferencia (siARN) derivados de 
células dañadas, TLR7 y TLR8 reconocen ARN de simple cadena (scARN) de virus y bacterias, 
mientras que TLR9 reconoce ADN viral rico en motivos CpG-DNA no metilados. Mientras que 
TLR10 en ratones es un pseudogen no funcional debido a la inserción de un codón stop, en 
humanos este receptor si es funcional. Hasta hace un tiempo, no se conocían ligandos para 
TLR10, pero recientemente se reportó que este receptor colabora con TLR2 en reconocer 
ligandos de la Listeria y además es capaz de sensar el virus Influenza A. TLR2 forma 
heterodímeros con TLR1 y TLR6 para dar los complejos TLR1/TLR2 y TLR6/TLR2, 
respectivamente. Los complejos de TLR2 reconocen una amplia variedad de PAMPs 
incluyendo lipoproteínas, peptidoglicanos, ácido lipoteicoico, zimosan, manano y tGPI-
mucina. TLR5 reconoce flagelina de bacterias. Por su parte, el TLR4 es el miembro de la 
familia de TLRs mejor caracterizado dada su capacidad de reconocer la endotoxina 
bacteriana lipopolisacárido (LPS) y además una gran variedad de moléculas endógenas (99, 
104). 
 Los TLRs reclutan diferencialmente miembros de adaptores conteniendo dominios 
TIR como TIRAP/MAL, MyD88, TRAM y TRIF. Todos los TLRs, a excepción de TLR3, son 
capaces de activar la vía “dependiente de MyD88” para señalizar a través de NF-κB y MAPKs 
e inducir genes que codifican a citoquinas pro-inflamatorias. La proteína TIRAP/MAL recluta 
MyD88 a través de los dominios TIR de los TLRs que se encuentran tanto en la superficie 
celular como en endosomas, mientras que TRIF es únicamente reclutado por TLR3 y TLR4 
para promover una vía de señalización alternativa “independiente de MyD88” o 
denominada “dependiente de TRIF” para activar IRF3, NF-κB y MAPKs e inducir la 
producción de interferón tipo I (INF-I) y citoquinas pro-inflamatorias. TRAM es 
selectivamente reclutado por TLR4, pero no por TLR3. Es conocido que TLR3 sólo es capaz 
de unirse a TRIF luego de su fosforilación en dos residuos tirosinas del dominio 
citoplasmático mediante la participación de dos tirosinas quinasas, EGFR y Btk como se 
menciona más adelante (30, 99) . 
 
1.3.1. El receptor TLR4 

 El TLR4 fue el primer homólogo a la proteína Toll de Drosophila en ser descubierto en 
mamíferos (101). TLR4 presenta un dominio extracelular de 608 aminoácidos, un único 
dominio transmembrana y un dominio intracelular de 187 aminoácidos. Aunque 
clásicamente se describe una localización y función de TLR4 en el reconocimiento de LPS en 
la membrana plasmática, se demostró que este receptor puede residir en el aparato de 
Golgi siendo completamente funcional en diferentes tipos de células con diferenciación 
epitelial, como células intestinales, endoteliales, pulmonares o prostáticas (105). Aunque el 
reconocimiento de la endotoxina puede ocurrir efectivamente en el aparato de Golgi se 
requiere previamente la internalización de LPS (106). Además se describió que TLR4 puede 
estar localizado en la membrana de vesículas endocíticas, posiblemente por su 
internalización luego de su activación (107). 
 Se describió que ratones C3H/HeJ toleran dosis letales de LPS y poseen respuestas 
inflamatorias alteradas, debido a que tienen una mutación inactivante en la región 
conservada del dominio intracelular de TLR4. Además, ratones mutantes C57BL/10ScCr que 
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son homocigotas para una mutación en TLR4 con pérdida de función también toleran altas 
dosis de LPS(108).  
 La proteína MD-2, que carece de regiones transmembrana e intracelular, se asocia 
con el dominio extracelular de TLR4 para formar el complejo TLR4/MD-2, el cual es 
necesario para el reconocimiento a LPS (Figura 9). La asociación física de TLR4 con MD-2 en 
la superficie celular es un requisito previo para la activación inducida por el ligando (109). El 
proceso de reconocimiento a LPS comienza con su interacción con el complejo TLR4/MD-2 y 
culmina con la señal de activación transmitida por TLR4. Recientemente se resolvió la 
estructura del complejo TLR4/MD-2 por cristalografía proponiéndose tres mecanismos 
diferentes para el reconocimiento de LPS. Se sugirió que el reconocimiento de LPS puede ser 
llevado a cabo por monómeros del complejo TLR4/MD-2 con su posterior dimerización o 
directamente LPS podría ser reconocido a través de dímeros de complejos TLR4/MD-2 
preformados con dos posibles conformaciones estructurales (110). Luego del 
reconocimiento del ligando el dímero de complejos TLR4/MD-2 adquiere una conformación 
adecuada para el reclutamiento de moléculas adaptadoras intracelulares capaces de activar 
dos diferentes vías de señalización. TLR4 es el único miembro conocido de la familia de TLRs 
capaz de activar tanto la vía “dependiente de MyD88” como la vía “independiente de 
MyD88” (111). Estudios en macrófagos deficientes de MyD88, demostraron que la vía 
“dependiente de MyD88” es responsable principalmente de la expresión de citoquinas pro-
inflamatorias, mientras que la vía “independiente de MyD88” media principalmente la 
síntesis de interferones tipo I y en consecuencia la estimulación de genes inducibles por 
interferón (111).  
 
1.3.2. La vía dependiente de MyD88 

 Luego de la activación de TLR4 por unión al ligando, la proteína TIRAP conecta el 
dominio TIR en la región C-terminal de TLR4 con el dominio TIR presente en MyD88. MyD88 
induce el reclutamiento de miembros de la familia de quinasas IRAK formando un complejo 
comúnmente referido como Mydosoma (Figura 7). Durante la formación del Mydosoma, 
IRAK4 fosforila y activa a IRAK1, que luego es autofosforilado en varios sitios y se libera de 
MyD88. IRAK1 se asocia con el dominio RING-E3 ubiquitina ligasa de TRAF6. TRAF6 
ubiquitinado junto con las enzimas UBC13 y UEV1A conjugadas promueve la 
poliubiquitinación tanto del propio TRAF6 como del complejo de la proteína quinasa TAK1. 
TAK1 es miembro de la familia de MAPKKK y forma un complejo con las subunidades 
regulatorias TAB1, TAB2 y TAB3, que interaccionan con las cadenas poliubiquitinadas 
generadas por TRAF6 para dirigir la activación de TAK1. Luego TAK1 activa dos vías de 
señalización diferentes que lideran la activación de los inhibidores de IκB (IKKs), 
denominados como complejo IKK y la vía de MAPKs. El complejo IKK está compuesto por las 
subunidades IKKα, IKKβ y NEMO (también llamada IKKϒ). TAK1 se une al complejo IKK a 
través de sus cadenas de ubiquitina y fosforila a IKKβ. El complejo IKK activo fosforila a la 
proteína inhibitoria de NF-κB, IκB-α, que luego sufre degradación proteosómica, 
permitiendo que las subunidades de NF-κB trasloquen al núcleo para inducir la expresión de 
genes pro-inflamatorios. La activación de TAK1 también resulta en la activación de 
miembros de la familia de MAPK, como ERK1/2, p38 y JNK; esta última media la activación 
de miembros de la familia de factores de transcripción de la proteína activadora 1 (AP-1) 
para regular la respuesta pro-inflamatoria (99, 111, 112) (Figura 7). 
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1.3.3. La vía independiente de MyD88 

 Luego de la activación de TLR4 por unión al ligando, la proteína TRAM conecta el 
dominio TIR en la región C-terminal de TLR4 con el dominio TIR presente en el adaptador 
TRIF. TRIF interacciona con TRAF6 y TRAF3. TRAF6 recluta la quinasa RIP-1, que a su vez 
interacciona y activa al complejo TAK1, conduciendo a la activación de NF-κB y MAPKs que 
median la inducción de citoquinas pro-inflamatorias. En contraste, TRAF3 recluta a las 
quinasas, TBK1 e IKKi junto con NEMO para fosforilar a IRF3. Subsecuentemente, IRF3 forma 
un dímero para traslocar al núcleo e inducir la expresión de genes INF tipo I (99) (Figura 7). 
Cabe destacar que si bien la vía “independiente de MyD88” es un proceso capaz de activar 
la señalización de NF-κB se describió que la cinética de este proceso es más lenta que la de 
la activación “dependiente de MyD88” (111, 112). 
 En resumen, la activación de las cascadas de señalización de TLR4 conduce a la 
fosforilación y activación de diferentes factores de transcripción capaces de generar 
modificaciones en el patrón de expresión génica. Entre los principales factores de 
transcripción involucrados se encuentra AP-1, IRF3 y NF-κB (111, 112) (Figura 7). 
 
1.3.4. Reguladores negativos de la señalización de TLR4 

 La señalización dependiente e independiente de MyD88 es regulada negativamente 
por un gran número de moléculas a través de varios mecanismos, previniendo o finalizando 
así la respuesta que de lo contrario tendría consecuencias desfavorables relacionadas a la 
inmunidad exacerbada y enfermedades inflamatorias. La activación de la vía “dependiente 
de MyD88” es suprimida por ST2825, SOCS1, y Cbl-b; mientras que la activación de la vía 
“dependiente de TRIF” es suprimida por SARM y TAG. Tales moléculas se asocian con 
MyD88 o TRIF, respectivamente, evitando su unión a moléculas corriente abajo de la 
señalización de TLR4. Se sabe que la activación de TRAF3 es regulada negativamente por 
SOCS3 y DUBA, mientras que TRAF6 es blanco de un gran número de moléculas inhibitorias 
tales como A20, USP4, CYLD, TANK, TRIM38 y SHP-1. La activación de TAK1 es inhibida por 
TRIM30α y A20. La activación del factor de transcripción NF-κB es suprimida por Bcl-3, 
IκBNS, Nurr1, ATF3 y PDLIM2, y la activación de IRF3 está regulada negativamente por Pen1 
y RAUL (Figura 7). Por otra parte, la estabilidad del ARNm que codifica moléculas 
involucradas en estas vías de señalización está regulada por numerosos micro ARNs 
(miRNAs) (99). 
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Figura 7. Señalización de TLR4. La activación de TLR4 gatilla la homodimerización del complejo 
TLR4/MD-2 e inicia la señalización corriente abajo a través de dos proteínas adaptadoras, MyD88 y 
TRIF. TIRAP conduce la señal desde TLR4 hacia MyD88 y TRAM media la señal desde TLR4 hacia TRIF. 
En la vía “dependiente de MyD88”, la activación de TLR4 induce la formación del Mydosoma, que 
contiene MyD88 y las quinasas IRAKs. La activación de IRAK1 induce la activación de TRAF6 a través 
de su poliubiquitinación. TAK1 conduce a la activación de MAPKs y del complejo IKK. La activación de 
MAPKs estimula al factor de transcripción AP-1, mientras que la activación de IKK induce la 
fosforilación de IκB-α produciendo la liberación y activación del factor de transcripción NF-κB. En la 
vía “independiente de MyD88” o “dependiente de TRIF”, la activación de TLR4 induce la activación 
de TRIF. TRIF activa y recluta TRAF6 y TRAF3. TRAF6 recluta RIP-1, que activa al complejo TAK1 para 
la activación de MAPK y NF-κB. Además, la activación de RIP-1 regula la ubiquitinación de Pellino-1, 
el cual regula la activación de IRF3 por la unión a DEAF-1. TRAF3 recluta TBK1 e IKKi para la 
fosforilación de IRF3. La activación de PtdIns5P por PIKfyve facilita la formación del complejo entre 
TBK1 e IRF3. Además, varios reguladores negativos modulan la señalización de TLR4, inhibiendo la 
formación de complejos y la ubiquitinación. MyD88 es suprimido por ST2825, NRDP-1, SOCS1 y Cbl-
b; TRIF es suprimido por SARM y TAG; TRAF3 es suprimido por SOCS3 y DUBA; TRAF6 es suprimido 
por A20, USP4, CYLD, TANK, TRIM38 y SHP. La actividad de NF-κB es suprimida por Bcl-3, IκBNS, 
Nurr1, ATF3 y PDLIM2, mientras que IRF3 es negativamente regulado por Pin1 y RAUL. 
Representación esquemática adaptada de Kawasaki et al. 2014 (99) 

 
1.3.5. Regulación de la función del factor de transcripción NF-κB 

 El factor de transcripción NF-κB fue identificado hace 30 años (113) como un factor 
de transcripción capaz de unirse a la región potenciadora presente en el intrón del gen de la 
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cadena liviana kappa de inmunoglobulinas en células de linaje B, dando origen a su nombre 
(114). 
 Los miembros de la familia de NF-κB son factores de transcripción de expresión 
ubicua estructuralmente relacionados y desempeñan un rol esencial en diferentes procesos 
fisiológicos, mediando la respuesta inflamatoria, desarrollo, diferenciación celular, 
proliferación y apoptosis (115). En mamíferos, la familia NF-κB consta de cinco miembros 
ampliamente caracterizados: p50 (NF-κB1), p52 (NF-κB2), RelA (p65), RelB y c-Rel que 
comparte homología N-terminal con el oncogén v-Rel (113). Los factores de transcripción de 
la familia de NF-κB reconocen la secuencia consenso palindrómica 5’- GGGRNWYYCC -3’ (N: 
cualquier base, R: purina, W: adenina o timina, Y: pirimidina) en el ADN, denominada "κB”, 
que se encuentra en promotores de genes blancos para la señalización de NF-κB (113). Los 
miembros de la familia Rel ejercen su mecanismo de acción mediante la formación de 
homodímeros (con la excepción de RelB) o heterodímeros. El complejo activo más 
prevalente y mejor caracterizado en diferentes sistemas celulares es el heterodímero 
conformado por p65 y p50, siendo p65 el principal efector y la subunidad de la familia Rel 
más estudiada de la vía de señalización de NF-κB (116). Estudios realizados en macrófagos 
deficientes de p65 han demostrado la importancia de esta subunidad en relación a la 
repuesta pro-inflamatoria contra agentes patógenos, observándose un severo déficit en la 
expresión de citoquinas pro-inflamatorias en respuesta a la estimulación inducida por LPS e 
INF-ϒ (117). 
 Las distintas subunidades de la familia NF-κB comparten una región conservada 
evolutivamente en la región N-terminal de 300 aminoácidos denominado dominio de 
homología Rel (RHD), el cual presenta tres funciones: reconocimiento y unión a secuencias 
específicas del ADN, dimerización y unión a proteínas inhibitorias (Figura 8) (113, 118). El 
RHD contiene dos subdominios con plegamiento barril-beta similar al plegamiento de las 
inmunoglobulinas. El subdominio N-terminal reconoce específicamente el ADN y se asemeja 
al dominio de unión al ADN de p53. El subdominio C-terminal tiene residuos hidrofóbicos 
que forman interfaces inhibidoras para la unión a proteínas. Los dominios se unen en una 
bisagra que se adhiere a ambos lados del sitio κB afín a través de la ranura mayor del ADN. 
Luego del dominio RHD existe una secuencia de localización nuclear (NLS). Las cinco 
proteínas de la familia Rel se clasifican en dos clases. En primer lugar, p50 y p52 provienen 
de proteínas precursoras, p105 (NF-κB1) y p100 (NF-κB2), respectivamente; estos factores 
de transcripción poseen en la región C-terminal repeticiones de Ankirina (AnkR) que son 
escindidas post-transcripcionalmente. En segundo lugar, RelA, RelB y c-Rel son sintetizados 
como proteínas maduras con dominios de transactivación (TAD) en sus regiones C-
terminales. Los heterodímeros que contienen TAD son activadores transcripcionales, 
mientras que p50 y p52 cuando se encuentran como homodímeros actúan como 
represores; alternativamente estos factores pueden asociarse con los miembros que 
contienen un dominio TAD u otra proteína capaz de reclutar co-activadores funcionando así 
como activadores transcripcionales. Dado que las distintas combinaciones de dímeros 
pueden reconocer diferentes variantes de sitios κB con diferentes afinidades, se pueden 
generar diversos patrones de regulación de genes a partir de esta familia de factores de 
transcripción (113, 118). 
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Figura 8. Familia de factores de transcripción NF-κB. Representación esquemática de los miembros 
de la familia NF-κB, indicando los diferentes dominios en su estructura. La Nomenclatura alternativa 
se indica entre paréntesis. RDH, dominio de homología Rel. NLS, secuencia de localización nuclear. 
Se indica el sitio de procesamiento de los precursores p100 y p105 dando origen a la formación de 
p50 y p52, respectivamente (Δ). TAD, dominio de transactivación. p105 y p100 tienen cinco o siete 
repeticiones en tándem de ankirina. (AnkR). DD, dominio de muerte (death domain). LZ, cierre de 
leucina. Se muestran sitios de regulación de la fosforilación (P) y de ubiquitinación (Ub). Esquema 
adaptado de Zhang 2017 (113). 

 
 En células no estimuladas, NF-κB reside latente e inactivo en el citoplasma debido a la 
unión de un conjunto de proteínas inhibidoras que comprenden la familia de inhibidores de 
κB (IκB). Esta familia de proteínas se compone de tres grupos funcionales: las proteínas IκB-
α, IκB-β e IκB-ε, las porciones C-terminales de las proteínas precursoras p100 (IκBδ) y p105 
(IκBϒ) y las proteínas IκB atípicas (IκB-ζ, IκBNS o NF-κBδ y Bcl-3). Las IκBs se caracterizan por 
contener cinco o siete dominios de AnkR en el extremo C-terminal. Las AnkRs forman un 
motivo de 33 aminoácidos que constituyen asociaciones proteína-proteína que se extienden 
como hélices capaces de unirse a NF-κB cubriendo el NLS fundamental para el tráfico de NF-
κB entre el citoplasma y el núcleo. La región C-terminal de p100 y p105 que contiene las 
AnkRs de las regiones similares a IκB experimentan una proteólisis limitada para formar p52 
y p50 que luego traslocan al núcleo. El control bioquímico de la localización nuclear vía IκB 
tiene dos consecuencias estratégicas: 1) proporciona el principal punto de control para la 
expresión génica inducida por NF-κB. 2) permite que complejos preformados de NF-κB sean 
liberados instantáneamente al activarse la vía, proporcionando un interruptor molecular 
rápido para las respuestas a patógenos o estímulos pro-inflamatorios. 
 En respuesta a un estímulo sensado por TLR4, se puede activar la vía de señalización 
tanto dependiente como independiente de MyD88 desencadenando modificaciones post-
traduccionales particularmente con fosforilación y ubiquitinación de los IKKs. El complejo 
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regulador IKK luego puede direccionar la activación de la señalización a través de la “vía 
clásica o canónica” o a través de la “vía alternativa o no-canónica”.  
 Para la “vía clásica”, el complejo IKK que tiene actividad serina/treonina quinasa 
activa fosforilando específicamente proteínas IκB para conducir su posterior degradación. 
Esto hace que los dímeros de NF-κB activamente transiten hacia el núcleo para inducir la 
expresión génica. La haloenzima citosólica IKK contiene una subunidad reguladora llamada 
''modificador esencial de NF-κB'' (NEMO, también llamado IKKϒ/Fip-3 /IKKAP), y dos 
subunidades de quinasa, IKKα e IKKβ (también conocidas como IKK-1 e IKK-2). NEMO es una 
subunidad no catalítica que fija IKKα e IKKβ en un halocomplejo regulador y se requiere para 
reacciones de ubiquitinación que generan oligomerización de proteínas y señalización (113, 
119, 120) (Figura 9).  
 Recientemente se describieron varias vías alternativas para la activación de la 
señalización de NF-κB (121). Mientras que la “vía clásica” responde rápidamente luego de 
estímulos pro-inflamatorios, generalmente las vías alternativas tienen una cinética más 
lenta pero más sostenida en el tiempo. La “vía alternativa” más conocida involucra la 
activación de la quinasa inductora de NF-κB (NIK) que fosforila complejos de IKKα 
conduciendo el procesamiento de la subunidad p100 y la posterior translocación hacia el 
núcleo de dímeros RelB/p52. A pesar de la similitud estructural entre IKKα e IKKβ, IKKβ es la 
quinasa dominante en la activación de la “vía clásica” de NF-κB, fosforilando IκBs, mientras 
que IKKα tiene un rol parcialmente redundante en la inducción de la “vía clásica” y se asocia 
a la activación de la “vía alternativa” que conduce a la producción de dímeros de p52 (113, 
119, 120) (Figura 9).  
 

 
 

Figura 9. Vías de transducción de señales de NF-κB. En la “vía clásica o canónica”, los dímeros 
p50/RelA son retenidos en el citoplasma por la interacción con una molécula IκB. La unión de un 
ligando a TLR4 recluta adaptadores al dominio citoplasmático del mismo y las moléculas 
adaptadoras reclutan a su vez un complejo IKK que se activa en el proceso. El complejo IKK activo 
fosforila a IκB, que luego de su poliubiquitinación es degradado en el proteosoma, liberando a NF-κB 
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para su translocación hacia el núcleo donde ejerce sus efectos sobre genes blancos. La “vía 
alternativa o no-canónica” más conocida origina principalmente la activación de los complejos 
p100/RelB. En esta vía, la unión del receptor a su ligando conduce la activación de una quinasa 
inductora de NF-κB (NIK), la cual activa un complejo IKK que sólo contiene subunidades IKKα. Este 
complejo fosforila a la subunidad p100, desencadenando su degradación parcial y la liberación del 
complejo p52/RelB, el cual trasloca al núcleo para ejercer sus efectos sobre genes blancos. Esquema 
adaptado de Hoesel et al. 2013 (122). 
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1.4. TLRs Y CÁNCER 

 
 La inflamación es una respuesta adaptativa desencadenada por una variedad de 
condiciones, incluyendo infecciones y lesiones, así como sutiles alteraciones en la 
homeostasis de los tejidos. La presencia de leucocitos dentro de los tumores fue observada 
en 1863 por Rudolf Virchow, quién propuso por primera vez un posible vínculo entre la 
inflamación y el cáncer (123). En la actualidad, el rol de la inflamación en la tumorigénesis 
está generalmente bien aceptado. Sólo una minoría de todos los cánceres (5-10%) son 
causados por mutaciones germinales, mientras que la gran mayoría (90-95%) están 
vinculados a mutaciones somáticas y factores ambientales. En general las causas del 
desarrollo del cáncer por factores ambientales están asociadas de alguna manera a un 
proceso inflamatorio crónico (30, 31). El 18% de los cánceres en humanos son atribuibles a 
procesos inflamatorios en respuesta a diferentes infecciones (124). La obesidad puede 
contribuir a un estado hiperinflamatorio general, siendo el 14-20% de los cánceres atribuido 
a esta condición (30). Además, la injuria tisular a través de diferentes agentes cancerígenos 
ambientales puede desencadenar inflamación local pro-tumorigénica (125). 
 Los mediadores pro-inflamatorios son secretados no solo por las células 
hematopoyéticas infiltrantes del tumor (inflamación extrínseca) sino también por células 
epiteliales, estromales y endoteliales (inflamación intrínseca). La inflamación intrínseca 
inducida por el propio cáncer está presente en todos los tumores, incluso en aquellos que 
no se originan de un tejido inflamado (31, 126). Numerosos trabajos demostraron que la 
proteína adaptadora MyD88 contribuye a la carcinogénesis en distintos modelos de cáncer, 
incluyendo el cáncer de piel, hígado, páncreas y colon, actuando corriente abajo de la 
familia de TLRs o de IL-1R (126). En contraposición, MyD88 tiene un rol protector en la 
carcinogénesis producida por virus oncogénicos y en la carcinogénesis de colon inducida por 
dextrano sulfato de sodio (DSS) (126).  
 Las respuestas a procesos inflamatorios tienen un rol dual. Por un lado pueden 
proporcionar señales pro-tumorigénicas, y por otro también pueden contribuir a la 
respuesta inmune antitumoral (31, 94, 104). En este sentido, los TLRs también ejercen un 
papel dual en el cáncer. Se cree que la amplitud y duración de la activación de TLRs pueden 
tener un impacto crítico en el efecto resultante. La activación crónica y de bajo grado de 
TLRs generalmente favorece el desarrollo de un estado pro-inflamatorio pro-tumoral, 
mientras que la activación terapéutica con altas dosis de ligandos para TLRs habitualmente 
promueve una respuesta antitumoral. Además, la gran cantidad de resultados 
contradictorios en la literatura indicaría que la función de los TLRs en el cáncer es 
dependiente del órgano que afecte, del contexto y del tipo de ligando que se exprese (30, 
104). Como consecuencia de la estrecha relación entre los TLRs y el cáncer existe un 
creciente interés en el desarrollo de terapias diseñadas tanto para estimular como para 
inhibir la función de estos receptores o sus vías intracelulares de señalización (127).  
 
1.4.1. TLRs como reguladores negativos del cáncer 

 En el siglo XIX, Coley observó que inyecciones repetidas de una mezcla de toxinas 
bacterianas servía como un eficiente agente terapéutico antitumoral (128). Posteriormente, 
Shear y Turner describieron que el LPS era la toxina microbiana con propiedad antitumoral 
del efecto observado por Coley et al. (129). La administración de diferentes ligandos 
purificados para TLRs demostró tener potentes efectos anticancerígenos tanto en ratones 
como en humanos. La actividad antitumoral de los agonistas de TLRs puede ser mediada por 
diversos mecanismos. En este sentido, altas dosis de agonistas especialmente de TLR3, TLR7, 
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TLR5 y TLR9 tienen efectos antitumorales principalmente por conducir a la apoptosis de 
células tumorales y de células del microambiente tumoral. Además, la activación de TLRs 
puede causar la regresión tumoral a través de un aumento en la permeabilidad vascular que 
permite una mejor llegada de agentes quimioterapéuticos como así también un mayor 
reclutamiento de leucocitos en el tumor y en consecuencia una incrementada muerte de 
células tumorales por acción de células natural killer (NK) y linfocitos T citotóxicos (94, 104).  
 
1.4.2. Los TLRs como mediadores de la tumorigénesis 

 La activación crónica del sistema inmune y la respuesta tisular a través del 
reconocimiento de patógenos o ligandos endógenos mediadas por TLRs generaría un 
microambiente rico en factores de crecimiento y supervivencia que está relacionado con el 
desarrollo de procesos neoplásicos (31, 130). La función aberrante de TLRs en las células 
tumorales se asoció a mayor supervivencia y progresión del tumor, evasión del sistema 
inmune y resistencia a la apoptosis. Por otro lado, ratones deficientes para la señalización 
de TLRs (ratones MyD88-/-) son más resistentes al desarrollo de algunos tumores inducidos 
experimentalmente (131). Particularmente, la estimulación crónica y en bajas dosis con 
ligandos de TLR4 y TLR2 presenta efectos pro-tumorales, principalmente a través de la 
generación de un ambiente pro-inflamatorio mediado por la activación de la señalización de 
NF-κB, que favorece el crecimiento tumoral y previene la apoptosis (94, 104). 
 
1.4.3. TLR4 y Cáncer 

 Ratones deficientes de TLR4 (ratones TLR4-/-) se encuentran significativamente 
protegidos contra el desarrollo de cáncer de colon inducido químicamente con DSS, 
demostrando que la señalización de TLR4 es crítica para la carcinogénesis de colon en la 
colitis crónica (132). A la inversa, se demostró que ratones transgénicos que sobreexpresan 
TLR4 constitutivamente en células intestinales a través del promotor de villin, un gen 
específico de intestino (ratones villin-TLR4) son significativamente más susceptibles al 
desarrollo de colitis aguda y de neoplasias asociadas a colitis (133). Además, recientes 
resultados indicaron que la señalización exacerbada de TLR4 en ratones villin-TLR4 afecta la 
composición de la microbiota y promueve el riesgo de colitis transmisible (134). 
 Cabe destacar que la expresión funcional de TLR4 se demostró en cáncer humano de 
mama, próstata, pulmón, ovario y colon (135, 136). La activación de TLR4 en cáncer de 
pulmón induce la expresión de la citoquina inmunosupresora TGF-β y factores pro-
angiogénicos como el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) e interleuquina-8 (IL-
8) (137). Estudios realizados en células epiteliales derivadas de cáncer de próstata muestran 
que la estimulación de TLR4 promueve la secreción de TGF-β y de VEGF dependiente de la 
activación de NF-κB (138). Sin embargo, existen discrepancias en relación a la sobrevida de 
la célula tumoral en respuesta a la activación de TLR4 en distintos modelos celulares. El 
señalamiento de TLR4 mejora la sobrevida de células de cáncer de ovario (136, 139) y 
promueve la capacidad invasiva de células de cáncer de colon (140). Por el contrario, 
estudios en tumores pituitarios demostraron que la activación de TLR4 inhibe el crecimiento 
tumoral (141). 
 Aunque TLR4 fue descripto como un gen altamente polimórfico, sólo se asociaron 
algunos polimorfismos de TLR4 con incrementado riesgo para el desarrollo de ciertas 
neoplasias derivadas de células epiteliales. Particularmente, el polimorfismo rs4986790 en 
el gen de TLR4 fue identificado como un factor de riesgo para el desarrollo de cáncer 
gástrico en pacientes infectados con Helicobacter pylori (142). Los polimorfismos 
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rs10116253 y rs1927911 se asociaron con menor riesgo para el desarrollo de cáncer gástrico 
(143), mientras que los polimorfismos rs4986790, rs4986791, y rs10759932 parecen estar 
positivamente asociados al desarrollo de cáncer gástrico (144). Además, el polimorfismo 
rs11536889 localizado en la región 3' no traducida (3’ UTR) del gen de TLR4 se asoció con 
incrementado riesgo para el desarrollo de cáncer de próstata y de colon (145, 146). 
 
1.4.4. TLRs y Cáncer de tiroides 

 En relación a la expresión de TLRs en el tejido tiroideo, Harri et al. (147) demostraron 
expresión de TLR3 en células tiroideas normales y su funcionalidad mediante la estimulación 
con dcARN como agonista del receptor. Dichos autores observaron una marcada 
sobreexpresión de TLR3 en tirocitos de pacientes con la enfermedad autoinmune de 
Hashimoto (tiroiditis con infiltrado linfocitario) pero no en muestras de pacientes con la 
enfermedad autoinmune de Graves (anticuerpos estimulantes del receptor de TSH) (147). 
Posteriormente, McCall et al. (148) evidenciaron incrementada expresión de TLR3 en tejidos 
de PTC en comparación con el tejido tiroideo normal, el FTC o el ATC. Además, el 
tratamiento con dcARN de la línea celular NPA-87 derivada de PTC estimuló la proliferación 
y migración celular (148). 
 En trabajos previos, nuestro grupo demostró la expresión funcional del receptor 
TLR4 en la membrana plasmática de la célula folicular tiroidea y se identificó la presencia de 
todos los componentes del complejo de reconocimiento de LPS (149). Utilizando LPS como 
agonista exógeno de TLR4, comprobamos que la señalización de NF-κB juega un rol central 
en la inducción de la expresión de genes marcadores de diferenciación tiroidea (150, 151). 
Por otra parte, Hagström et al. (152) reportaron una correlación significativa entre el 
incremento de niveles proteicos de TLR4 y el potencial metastásico en el FTC humano. En 
concordancia, Dang et al. (153) observaron expresión incrementada de TLR4 en el PTC 
humano. Además, estos autores demostraron que la estimulación con ácido hialurónico de 
bajo peso molecular (LMW-HA), un ligando endógeno de TLR4, induce proliferación y 
migración en la línea celular W3 derivada de PTC (153). Cabe destacar que hasta el 
momento los mecanismos responsables que regulan la expresión diferencial de TLRs en 
células tumorales continúan si ser dilucidados. Este interrogante motivó abordar, en este 
trabajo de tesis, el estudio del mecanismo molecular por el cual se sobreexpresa el receptor 
TLR4 en el cáncer de tiroides.  
 En relación a los polimorfismos de TLRs, hasta la fecha sólo dos trabajos describieron 
asociación entre polimorfismos de TLRs e incremento de riesgo para el desarrollo de 
tumores tiroideos. Kim et al. (154) informaron una significativa asociación entre el 
polimorfismo rs11466653 en el gen de TLR10 con un riesgo aumentado para el desarrollo de 
PTC de pequeño tamaño (microcarcinoma). Además, Kim et al. (155) reportaron una 
asociación entre los polimorfismos rs3804099 y rs3804100 en el gen de TLR2 con tumores 
tiroideos bilaterales. 
 
1.4.5. NF-κB y Cáncer de tiroides 

 Numerosos trabajos han evidenciado una importante participación de NF-κB en 
procesos pro-tumorigénicos. La actividad de NF-κB está constitutivamente elevada en 
muchos tipos de tumores humanos y se ha asociado con pobre pronóstico (122, 156). En el 
año 1997 Visconti et al. (157) describieron que NF-κB está constitutivamente activo en 
diferentes líneas celulares provenientes de distintos tipos de carcinomas tiroideos. Se 
describió que las proteínas oncogénicas BRAF, RAS y RET/PTC pueden inducir la activación 
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de NF-κB en el DTC y el MTC, mientras que fue evidenciada una desregulación constitutiva 
de la actividad de NF-κB en el ATC (158). En este sentido, el oncogén RET necesita de NF-κB 
para ejercer su actividad transformadora en la línea celular TT derivada de MTC (159). 
Además el comportamiento invasivo y la resistencia a la apoptosis en células tiroideas 
transformadas por la actividad oncogénica de BRAFV600E son mediados por la activación de 
NF-κB (160). Asimismo, la activación constitutiva de la vía de señalización PI3K/AKT debida a 
la inactivación de PTEN acelera la progresión del cáncer de tiroides tras el aumento de la 
actividad de NF-κB (161). Por el contrario, la inhibición de NF-κB a través de la supresión de 
la fosforilación de IκB-α en la línea FRO, derivada de ATC incrementa la susceptibilidad a 
diferentes quimioterapéuticos, generando apoptosis y bloqueo de la actividad oncogénica 
(162). En estrecha relación, el polimorfismo rs2233406 en el gen NFKBIA que codifica para 
IκB-α se asoció a un microambiente pro-inflamatorio dependiente de la secreción de IL-1β, 
favoreciendo la progresión de tumores tiroideos derivados de células foliculares (163). 
 Estudios realizados en células tumorales tiroideas describieron que la actividad de 
NF-κB disminuye la eficiencia de la terapia con radioiodo. Sin embargo, el mecanismo por el 
cual NF-κB ejerce dicho efecto aún no se ha dilucidado (164). En coincidencia, varios 
inhibidores de la vía de señalización de NF-κB inducen efectos antiproliferativos y/o 
apoptóticos, especialmente en combinación con radioiodoterapia o quimioterapia. Estos 
resultados sugieren que NF-κB podría ser un blanco prometedor para el tratamiento del 
cáncer avanzado de tiroides (165). 
 Numerosos reportes describieron que la estimulación de TLR4 a través de la 
utilización de agonistas específicos redunda en la activación del receptor del factor de 
crecimiento epidérmico (EGFR) en ausencia de su ligando (mecanismo referido 
comúnmente como transactivación). Por otra parte, recientemente se demostró que la 
expresión de EGFR es necesaria para la activación de la señalización de NF-κB a través de la 
estimulación de TLR4 (166). Este hallazgo motivó el abordaje, en este trabajo, del estudio de 
la expresión de EGFR y su potencial transactivación en respuesta a la estimulación de TLR4 
en células tumorales tiroideas. 
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1.5. RECEPTORES ErbBs 

 
 La familia de proteínas ErbB que pertenece al grupo de receptores tirosina quinasas, 
recibió su nombre por su homología con el oncogén v-erbB del virus de la eritroblastosis 
aviar. Esta familia de receptores consta de cuatro miembros, el receptor del factor de 
crecimiento epidérmico (EGFR) (también conocido como ErbB1, EGFR1 o HER1), el ErbB2 
(HER2 o Neu), el ErbB3 (HER3) y ErbB4 (HER4). Estos receptores juegan un importante papel 
en la activación y regulación de una variedad de respuestas, que van desde la proliferación, 
diferenciación o apoptosis a la migración y adhesión celular (167). Los cuatro receptores 
humanos tienen en común un dominio de unión al ligando extracelular con alta homología 
estructural, una única hélice transmembrana y una porción citoplasmática que contiene una 
región conservada con actividad tirosina quinasa aunque difiere funcionalmente. Luego de 
la unión de sus ligandos específicos a los dominios extracelulares estos receptores forman 
homo y/o heterodímeros, conduciendo su auto y transfosforilación por la actividad tirosina 
quinasa intrínseca sobre residuos específicos en sus dominios intracitoplasmáticos. La 
familia de ligandos que se unen a los receptores ErbB se divide en tres grupos. El primer 
grupo incluye el factor de crecimiento epidérmico (EGF), el factor de crecimiento 
transformante (TGF)-α, anfiregulina (AR) y epigen (EPG), que se unen específicamente al 
EGFR. El segundo grupo incluye a betacelulina (BTC), el factor de crecimiento similar a EGF 
de unión a heparina (HB-EGF) y epiregulina (EPR), que presentan doble especificidad, dado 
que se unen tanto a EGFR como a ErbB4. El tercer grupo, constituido por las neuregulinas 
(NRG), forma dos subgrupos sobre la base de su capacidad para unir ErbB3 y ErbB4 (NRG-1 y 
NRG-2) o sólo ErbB4 (NRG-3 y NRG-4) (168, 169). Sólo el EGFR y ErbB4 son completamente 
funcionales en términos de unión a ligando y actividad quinasa. ErbB2 carece de dominio de 
unión a ligando, pero aporta una potente actividad quinasa al heterodimerizar con 
cualquiera de los demás ErbB conocidos. ErbB3 tiene una actividad quinasa alterada, y es 
considerada como una seudoquinasa ya que requiere obligadamente de la actividad quinasa 
de sus socios de heterodimerización para su activación. El heterodímero de ErbB2/ErbB3 es 
el par más potente para la señalización mitogénica de la familia de ErbB. Numerosos 
informes demostraron que ErbB2 sólo puede homodimerizar cuando está mutado, 
funcionando como un receptor constitutivamente activo con potencial oncogénico (169, 
170). Tras la unión a ligandos, los receptores diméricos se vuelven catalíticamente activos y 
los dominios citoplasmáticos fosforilados en diferentes residuos sirven de sitios de 
acoplamiento para una gran variedad de moléculas adaptadoras intracelulares cuyo 
reclutamiento conduce a la activación de múltiples vías intracelulares que controlan 
diversos programas genéticos (168). La señalización corriente abajo controlada por la 
activación de ErbB incluye principalmente la vía PI3K-Akt-mTOR y la vía RAS-RAF-MEK-ERK. 
Asimismo, la señalización ErbB puede activar otras moléculas efectoras tales como PLCϒ, 
STATs y Src (169). En adición, los receptores ErbB activan factores de transcripción tales 
como c-fos, c-jun, c-myc, STAT, NF-κB y miembros de la familia de ETSs (171). Así, la 
activación de ErbB regula una vasta variedad de eventos fisiológicos incluyendo 
proliferación celular, apoptosis, angiogénesis, adhesión celular y motilidad, desarrollo 
embrionario y organogénesis (169). 
 
1.5.1. ErbBs y cáncer 

 Numerosos artículos han publicado el rol de los ErbB y sus ligandos en la 
proliferación y supervivencia de células tumorales humanas. Los receptores ErbB pueden 
sufrir distintas alteraciones genéticas con ganancia de función como mutaciones en los 
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dominios tirosina quinasa, formas truncadas, amplificación génica o sobreexpresión en 
ausencia de amplificación génica (171). Se describió que la supervivencia de numerosas 
células cancerosas es estrictamente dependiente de la forma mutante o de la 
sobreexpresión de miembros de la familia de ErbB. Como consecuencia, se estudia 
extensamente la inhibición de miembros de la familia de ErbB como posibles dianas para la 
reducción del crecimiento y progresión tumoral. A menudo terapias con moléculas 
específicas de bajo peso molecular, inhibidores tirosina quinasa o anticuerpos neutralizantes 
son eficientes en el tratamiento contra el cáncer (172-174). Además, las terapias 
combinadas de inhibidores de ErbB con agentes que bloquean otras vías de señalización que 
controlan la proliferación o apoptosis celular son posibilidades terapéuticas prometedoras 
para un futuro ya que podrían ampliar el alcance del tratamiento antitumoral (175, 176). 
 EGFR se encuentra frecuentemente sobreexpresado y/o mutado en el cáncer 
humano. De hecho, se observó que aproximadamente el 30% de los tumores sólidos 
incluyendo al cáncer humano de mama, colorectal, de células no pequeñas de pulmón 
(NSCLC), pancreático, gástrico, de cabeza y cuello, tiroides y renal, poseen alteraciones 
genéticas en EGFR con ganancia de función que generalmente se asocian con mal 
pronóstico (177). En la mayoría de los tumores el EGFR se sobreexpresa más 
frecuentemente a causa de una amplificación focal del gen que lo codifica, pero también 
puede sufrir sobreexpresión en ausencia de amplificación génica. Sin embargo, la activación 
de EGFR de manera ligando independiente puede deberse a mutaciones somáticas en el 
receptor, liderando una actividad tirosina quinasa constitutiva con una activación 
persistente corriente abajo de las vías de señalización oncogénicas (177). Mutaciones en 
EGFR con ganancia de función ocurren en el 10-15% de pacientes caucásicos con NSCLC y en 
el 30-40% de pacientes asiáticos con NSCLC (168). Recientemente se reportó una 
localización nuclear de EGFR junto con algunos de sus ligandos como EGF y TGF-α, en 
diferentes tipos de células tumorales, incluyendo el cáncer de mama, epidermal, vejiga, 
ovario, cavidad oral, pulmones, tiroides y páncreas. De este modo, el EGFR nuclear se 
comporta como regulador transcripcional, tirosina quinasa nuclear y co-regulador al 
interactuar con otras proteínas nucleares. Además, EGFR puede experimentar translocación 
a diferentes organelas, como mitocondrias, donde presenta funciones diferentes a su 
actividad más conocida como receptor tirosina quinasa de membrana plasmática (178). 
 La expresión de ErbB2 en carcinomas primarios humanos es generalmente más 
restringida en comparación con el EGFR. La sobreexpresión de ErbB2 está frecuentemente 
asociada con la amplificación génica, aunque la sobreexpresión en ausencia de amplificación 
génica también fue observada (171). La sobreexpresión de ErbB2 se encuentra 
principalmente en el cáncer de mama ya que el 15–20% de estos tumores sobreexpresan 
ErbB2. En este sentido, numerosos reportes indican que el cáncer de mama metastásico 
ErbB2 positivo se correlaciona con una mayor agresividad, mal pronóstico y menor tiempo 
de supervivencia (167, 175). Además, se demostró que otros tumores, incluyendo cáncer de 
páncreas, vejiga, pulmón, colon, endometrial y cervical sobreexpresan ErbB2 (175). El gen 
ErbB2 no suele estar mutado en los carcinomas, sin embargo, se demostraron mutaciones 
de ErbB2 en el 10% de pacientes con NSCLC (171). 
 Los niveles y la frecuencia de expresión de ErbB3 en carcinomas humanos son 
generalmente comparables a los de EGFR. La expresión de ErbB3 fue demostrada en cáncer 
de mama, colon, gástrico, próstata, vejiga, tiroides y páncreas (171). ErbB3 forma 
predominantemente un heterodímero con ErbB2. El heterodímero ErbB2/ErbB3 funciona 
como una unidad oncogénica debido a que es el dímero de señalización más activo de la 
familia ErbB en el cáncer (168, 175). Se reportaron dos poblaciones tumorales del cáncer de 
mama que se distinguen por sus niveles de expresión de ErbB3, con niveles altos (60% de los 
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tumores) y con niveles bajos (40% de los tumores) de expresión. La sobreexpresión de ErbB3 
se encuentra en tumores ErbB2 positivos, correlacionándose con un potencial más agresivo 
en este tipo de cáncer (179, 180). A pesar de que las mutaciones en ErbB3 son poco 
frecuentes, se describieron mutaciones en ErbB3 en el 10% del cáncer gástrico y de colon 
(180) y en un bajo porcentaje de melanomas (181). 
 La participación de ErbB4 en la carcinogénesis es la menos estudiada. Se describieron 
al menos cuatro isoformas diferentes de ErbB4 como consecuencia de splicing alternativo 
de su ARNm (182). Se demostró expresión de ErbB4 en cáncer de mama, ovárico, esofágico, 
próstata, vesical y pancreático (171). ErbB4 tiene funciones oncogénicas y supresoras de 
tumores. En cáncer de mama y próstata la expresión de este receptor está generalmente 
asociada con mejor pronóstico y fenotipo más diferenciado (167, 171), mientras que la 
sobreexpresión de ErbB4 en cáncer de colon se asocia a un rol pro-tumorigénico (175).  
 
1.5.2. ErbBs y sus ligandos en el cáncer de tiroides 

 La glándula tiroides normal sintetiza EGF y este factor es capaz de inducir 
proliferación de células tiroideas in vitro. A diferencia de la TSH, EGF promueve el 
crecimiento inhibiendo a su vez la expresión de genes de diferenciación específicos de 
tiroides. Se comprobó que EGF induce la migración y la invasión del PTC y del FTC in vivo e in 
vitro (183-185). Se describió una correlación estadísticamente significativa entre la 
expresión de EGF y recurrencia en el PTC humano, por lo que EGF fue propuesto como 
predictor de agresividad para estos carcinomas (186). Por otro lado, la estimulación de 
células de ATC humano con HB-EGF promueve el crecimiento celular y la capacidad invasiva 
in vitro (187). Respecto al TGF-α, las células tiroideas foliculares normales lo expresan 
débilmente, mientras que el 66% de los nódulos tiroideos hiperplásicos y todos los FTA, PTC, 
FTC y MTC expresan abundantes niveles de TGF-α. Además, se observó un aumento en 
paralelo de la expresión de EGFR en estos tejidos, sugiriendo un potencial loop autocrino in 
vivo (188). 
 A diferencia de otros tumores malignos humanos que se caracterizan por la 
presencia de mutaciones activantes del dominio tirosina quinasa de EGFR, se detectaron 
mutaciones de EGFR en una minoría de carcinomas tiroideos, sugiriendo que la activación 
de la señalización de EGFR puede ser impulsada por la regulación positiva de su 
transcripción y/o traducción génica, más que por mutación genómica (189). La expresión de 
EGFR está aumentada principalmente en el PDTC y el ATC en comparación con el tejido 
tiroideo normal (189, 190). La sobreexpresión de EGFR en células tumorales tiroideas 
sugiere una mayor sensibilidad a EGF y otros ligandos que se asocia con la pérdida de 
diferenciación que conduce la transición hacia un fenotipo de crecimiento independiente de 
TSH, invasivo y quimiorresistente (191). Por lo tanto, la sobreexpresión de EGFR se definió 
como un marcador molecular de desdiferenciación y de progresión en carcinomas tiroideos 
(189). Los ATCs responden moderadamente al tratamiento con inhibidores de la activación 
del EGFR, indicando que la función del receptor se encuentra conservada en estas 
neoplasias (192). Por otro lado, la sobreexpresión de EGFR fue descripta en el PTC, en 
correlación con una etapa tumoral avanzada y características patológicas adversas, por lo 
que el incremento en el nivel de EGFR podría servir como un importante biomarcador de 
PTC agresivo, particularmente en el PTC BRAFV600E positivo (190). Experimentos con células 
tiroideas de rata PCCL3 transformadas con los oncogenes quiméricos RET/PTC1 y RET/PTC3 
demostraron una interacción molecular funcional entre RET y EGFR que contribuye a la 
activación de la quinasa RET necesaria para el crecimiento inducido por RET/PTC, indicando 
que EGFR podría ser un atractivo blanco terapéutico en el PTC inducido por rearreglos 
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RET/PTC (193). Mediante inmunohistoquímica, se observó expresión citoplasmática de EGF 
y EGFR en el PTC, mientras que la tinción nuclear de EGFR estuvo prácticamente ausente 
(194). La marcada presencia de EGFR en el citoplasma fue significativamente asociada con 
riesgo incrementado de recurrencia tumoral en el PTC (195). A la inversa, la positividad 
nuclear para EGF y principalmente EGFR fue una característica particular tanto del FTA como 
del FTC. Esta diferencial localización de la sobreexpresión de EGFR en carcinomas tiroideos 
sugirió que el papel que desempeña EGF en el control del crecimiento difiere entre el PTC y 
el FTC (194). Sin embargo, aún no se conocen los mecanismos responsables de la 
sobreexpresión de EGFR en el cáncer de tiroides.  
 Se observaron niveles incrementados de expresión de los transcriptos de ErbB2 y 
ErbB3 en el PTC en comparación con tejido tiroideo normal, sugiriendo que la expresión del 
heterodímero ErbB2/ErbB3 podría correlacionarse con mayor agresividad en el PTC (196). 
Además, niveles incrementados de ARNm de ErbB2 y ErbB3 se correlacionaron con 
metástasis a ganglios linfáticos en el PTC (196, 197). En correlación, se demostró 
inmunotinción positiva para ErbB2 en PTC y negativa en FTA y FTC (198). Estudios en células 
tumorales tiroideas que albergan el oncogén BRAFV600E demostraron que la utilización de 
inhibidores de BRAF o de la vía de señalización MEK/ERK producen una sobreexpresión de 
ErbB2 y ErbB3 que reactiva la vía de señalización de MAPK y AKT como un mecanismo 
contraregulatorio (199). Por lo tanto, la terapia combinada de inhibidores contra BRAF/MEK 
y HER es una posibilidad terapéutica prometedora para el PTC BRAFV600E positivo (200). 
 Se comprobaron niveles bajos de expresión de ErbB4 en el ATC (201), mientras que la 
expresión de ErbB4 fue observada en el 70% del PTC (196). Estudios realizados en células 
foliculares tiroideas de rata FRTL-5 transformadas con el oncogén KRAS demostraron niveles 
altos de expresión del receptor ErbB4 y su ligando Neuregulina-1 (NRG1). Además el 
tratamiento de estas células transformadas con anticuerpos neutralizantes para NRG1 
redujo un 50% la proliferación celular, evidenciando en el sobrenadante la presencia del 
ligando, el cual activa de manera autocrina a ErbB4 y heterodímeros ErbB2/ErbB4 (202).  
 
1.5.3. Transactivación de ErbB por otras vía de señalización 

 Los receptores ErbB también pueden ser transactivados por otras clases de 
receptores de membrana. La transactivación de ErbB se caracteriza por una rápida 
fosforilación de tirosinas de los dominios citoplasmáticos y la posterior activación corriente 
abajo de las vías de señalización. Estos receptores se transactivan por la fosforilación 
ejercida por otras quinasas o a través de su autofosforilación en respuesta a una actividad 
quinasa aumentada. El primer mecanismo es independiente de ligando y es utilizado por 
ejemplo por la tirosina quinasa Janus 2 (Jak2), la cual fosforila dominios tirosinas 
citoplasmáticos de EGFR (Y1068 o Y1092) o de ErbB2 (Y694 o Y699) (171, 203). Del mismo 
modo la familia del Src fosforila algunos residuos tirosinas de EGFR involucrados en la 
actividad tirosina quinasa intrínseca (Y1016, Y1068, Y1092 o Y1110), mientras que otras 
tirosinas (Y869, Y915, Y944 o Y1125) fueron identificadas como sitios de fosforilación únicos 
para la familia Src en el EGFR (203). El segundo mecanismo fue bien definido para agonistas 
de receptores acoplados a proteína G (GPCR), tales como endotelina-1, bombesina, 
trombina y ácido lisofosfatídico (204, 205). Estos ligandos, al unirse a los GPCR, inducen una 
estimulación rápida de metaloproteinasas que producen la escisión de precursores de 
ligandos tipo EGF, aumentando la disponibilidad de los mismos para activar 
consecutivamente a los receptores ErbB (171).  
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1.5.4. Transactivación de EGFR por la señalización de TLRs 

 Recientemente se comprobó que la participación de EGFR es esencial para la 
activación del señalamiento TLR3. EGFR tiene la capacidad de unirse directamente a 
dímeros de TLR3 activados por dcARN dentro de endosomas, en cooperación con las 
proteínas Src y Btk, gatillando la fosforilación secuencial de dos residuos tirosinas 
específicos de TLR3 necesarios para la unión del adaptor TRIF y la consecuente activación 
corriente debajo de la señalización (99, 206, 207). 
 Por otro lado, numerosos reportes describieron una interacción cruzada entre EGFR 
y TLR4, demostrando que la estimación de TLR4 a través de diferentes agonistas específicos 
redunda en la activación EGFR en diversas células tumorales y no tumorales. Al respecto, se 
demostró que la señalización de TLR4 transactiva a EGFR mediante los dos mecanismos 
clásicamente conocidos de transactivación para receptores ErbB: a través de la 
transfosforilación del receptor independiente de ligando y mediado por proteínas 
citoplasmática transductoras con actividad quinasa (107, 166, 208-211) o en respuesta a la 
activación de metaloproteasas que generan una rápida liberación de ligandos de EGFR en la 
superficie celular (209, 212, 213). 
 Recientemente EGFR fue reconocido como un miembro efector de una nueva vía de 
señalización “no-canónica” para el receptor TLR4 (121) (Figura 10). Sin embargo, el 
mecanismo por el cual EGFR forma parte de la vía de señalización de TLR4 aún no está bien 
esclarecido. Existen reportes donde se demuestra una interacción física entre los receptores 
en la membrana citoplasmática y en vesículas endocíticas (107, 208), mientras que en 
trabajos más recientes se describe que la transactivación de EGFR por activación de TLR4 se 
debe a la participación de quinasas de la familia de Src como transductores intermediarios y 
no a una co-localización de ambos receptores (166, 214, 215). 
 La participación de EGFR como transductor de una vía “no-canónica” de TLR4 
adquirió importancia al demostrarse que la señalización de TLR4 a través de NF-κB requiere 
de la actividad quinasa de EGFR, dado que la inhibición de EGFR por distintas estrategias 
metodológicas impide la activación de NF-κB en respuesta a la activación de TLR4 tanto in 
vitro como in vivo (166, 210, 216). Avalando la participación de EGFR en el mecanismo de 
transducción de TLR4, se demostró que la administración de inhibidores de EGFR protege a 
ratones del shock séptico inducido por LPS (216). Asimismo, los inhibidores de EGFR 
Gefitinib y Erlotinib reducen el daño pulmonar y promueven una mayor supervivencia en los 
modelos de sepsis en ratas (211). Por otro lado, se demostró que el tratamiento con 
Erlotinib bloquea las respuestas pro-inflamatorias y proliferativas después de la lesión 
hepática inducida por LPS (217). Además, el inhibidor de EGFR, AG1478 reduce la fibrosis y 
la inflamación en la enfermedad cardíaca relacionada con la obesidad y la lesión renal 
inducida por hiperlipidemia (214, 215). 
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Figura 10. Señalización de TLR4 en respuesta a la unión de un ligando a través de la vía clásica o a 
través de la interacción cooperativa con EGFR. Mediante la vía “dependiente de MyD88” se activan 
en paralelo NF-κB, MAPKs, p38/JNK, AP-1. Las vías colaterales o “no-canónicas” implican varias 
quinasas de la familia Src y la transactivación del EGFR, activando principalmente a MAPKs, p38/JNK, 
AP-1 y AKT. Esquema adaptado de McKeown-Longo and Higgins, 2017 (121).  
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2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS  
 
 La gran mayoría de los tumores tiroideos derivados de la célula folicular resultan de 
alteraciones genéticas somáticas que originan oncogenes o genes supresores tumorales (1). 
El 70% de los PTCs poseen alteraciones génicas que lideran la activación constitutiva de la 
vía de señalización de MAPK/ERK incluyendo mutaciones puntuales de los genes BRAF y 
RAS, así como rearreglos cromosómicos que implican al RET y NTRK, siendo el evento 
genético observado con mayor frecuencia (30-80%) la mutación BRAFV600E (92). Sin embargo, 
alteraciones adicionales deben cooperar desregulando múltiples vías de señalización 
durante la progresión tumoral. En este sentido, actualmente se invierte gran esfuerzo en 
dilucidar las vías de señalización que favorecen tanto el inicio como la progresión de estos 
tumores. 
 El emergente rol de los TLRs en el mantenimiento de la homeostasis como 
reguladores críticos del proceso inflamatorio y la respuesta de regeneración de tejidos en 
condiciones fisiológicas ha llevado a la identificación de funciones aberrantes de estos 
receptores en diferentes enfermedades, incluyendo desordenes inflamatorios e infecciosos, 
autoinmunidad y cáncer (94, 218). La señalización desregulada de TLRs se identificó en 
varios procesos neoplásicos, asociados con producción exacerbada de citoquinas pro-
inflamatorias involucradas en la progresión tumoral (94, 218, 219). En efecto, ratones 
deficientes para la señalización de TLRs son más resistentes al desarrollo de distintos 
modelos de cáncer de piel, hígado, páncreas y colon (126). A la inversa, ratones transgénicos 
que sobreexpresan constitutivamente TLR4 en la vellosidad intestinal son más susceptibles 
al desarrollo de cáncer de colon (133). En este sentido, la estrecha relación entre la función 
desregulada de TLRs y la progresión tumoral ha establecido la base molecular para el 
desarrollo de estrategias terapéuticas dirigidas a TLRs o a sus vías de señalización (104, 127). 
 La activación crónica del sistema inmune y la respuesta tisular podría generar una 
inadecuada regulación de las vías de señalización de TLRs llevando a la producción de un 
microambiente pro-inflamatorio que facilita la progresión de procesos neoplásicos (31, 130). 
En el cáncer de pulmón la señalización de TLR4 induce la expresión de citoquinas 
inmunosupresoras y pro-angiogénicas (137). Estudios en cáncer de próstata mostraron que 
la activación de TLR4 promueve la secreción de citoquinas pro-angiogénicas en respuesta a 
la señalización de NF-κB (138). Sin embargo, existen discrepancias en relación a la sobrevida 
de la célula tumoral en respuesta a la activación de TLR4 en distintos modelos celulares. El 
señalamiento de TLR4 mejora la sobrevida de células de cáncer de ovario (139) y promueve 
la capacidad invasiva de células de cáncer de colon (140). Por el contrario, estudios en 
tumores pituitarios demostraron que la activación de TLR4 inhibe el crecimiento tumoral 
(141). 
 En relación a TLR4, nuestro grupo demostró expresión funcional de TLR4 en tirocitos 
murinos normales (149). Además, utilizando el agonista exógeno de TLR4, LPS demostramos 
que la señalización de NF-κB induce la expresión de genes marcadores de diferenciación 
tiroidea (150, 151). Por otra parte, la expresión funcional de TLR4 se demostró en cáncer de 
próstata, mama, pulmón, ovario y colon (135, 136). Hagström et al. (152) reportaron una 
correlación significativa entre niveles altos de expresión de TLR4 y el potencial metastásico 
en FTCs. Dang et al. (153) demostraron que TLR4 se encuentra abundantemente expresado 
en PTCs y que la estimulación de la línea celular W3 de PTC con ácido hialurónico, un ligando 
endógeno de TLR4, promueve la proliferación y la migración celular. Sin embargo, hasta el 
presente los mecanismos responsables que regulan la expresión diferencial de TLR4 en 
células tiroideas tumorales continúan si ser dilucidados. 
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 Por otra parte, el 30% de los tumores sólidos presentan alteraciones genéticas en 
EGFR con ganancia de función que generalmente se asocian con mal pronóstico (177). En el 
cáncer de tiroides, se observó que el nivel de expresión de EGFR incrementa con la pérdida 
de diferenciación tisular, encontrándose niveles altos de este receptor en tumores 
anaplásicos (189). Por ello, la sobreexpresión de EGFR fue propuesta como marcador de 
progresión tumoral (189). Una función no clásica del receptor TLR4 es su capacidad de 
modificar la actividad de otros receptores de membrana (121). Varios reportes han 
demostrado una interacción cruzada entre TLR4 y EGFR, originando la secreción de 
metaloproteasas y factores de crecimiento que favorecen la migración celular (107, 208). 
Recientemente, se reportó que TLR4 necesita de la expresión funcional de EGFR para 
señalizar a través de NF-κB (166, 216). 
 En base a los antecedentes existentes la hipótesis de este trabajo plantea que en el 
contexto de la transformación tumoral tiroidea determinada por la presencia de proteínas 
oncogénicas, clásicamente involucradas en la activación de la señalización de MAPK/ERK, se 
produciría una sobrexpresión del receptor TLR4 en la membrana plasmática, cuya 
estimulación favorecería la promoción tumoral mediante la activación de vías de 
señalización claves para la carcinogénesis tiroidea. El estudio pondrá especial énfasis en la 
vía de señalización del factor de transcripción NF-κB, considerando su potencial pro-
oncogénico en el desarrollo de la neoplasia tiroidea (158) y su participación como el 
principal regulador de la expresión génica en respuesta a la activación de TLR4 (220). 
Además se contempla evaluar si existe una relación funcional entre la sobreexpresión de 
TLR4 y EGFR en la célula tiroidea tumoral. 
 
OBJETIVOS 

 El objetivo general de este trabajo es estudiar los mecanismos moleculares 
involucrados en la sobreexpresión y funcionalidad de TLR4, así como la regulación de la 
expresión del receptor EGFR y su transactivación en respuesta la activación de TLR4 en la 
célula tiroidea tumoral. Se utilizará como principal modelo la carcinogénesis tiroidea 
inducida por la expresión del oncogén BRAFV600E debido a que esta mutación se encuentra 
en aproximadamente el 50% de los tumores papilares que constituyen cerca del 80% de las 
neoplasias tiroideas diagnosticadas (221). 
 
 Con esta finalidad, se abordaron los siguientes objetivos específicos: 
 
CAPÍTULO I: MECANISMOS MOLECULARES INVOLUCRADOS EN LA SOBREEXPRESIÓN 
FUNCIONAL DE TLR4 EN LA CÉLULA TUMORAL TIROIDEA  

4.I.1. Estudiar la expresión de TLR4 en neoplasias tiroideas. 

4.I.2. Investigar el impacto de la sobreexpresión de TLR4 sobre características tumorales 
desfavorables en el PTC. 

4.I.3. Evaluar la expresión de TLR4 en respuesta a la presencia de los principales oncogenes 
activantes de la vías de señalización MAPK/ERK (BRAFV600E, HRASG12V y RET/PTC3). 

4.I.4 Analizar la funcionalidad del receptor TLR4 en respuesta a la activación inducida por 
el ligando LPS en modelos celulares de cáncer tiroideo que albergan la mutación BRAFV600E. 
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4.I.5. Investigar la vía de señalización y factores de transcripción involucrados en la 
regulación de la sobreexpresión de TLR4. 

4.I.6. Determinar la participación del factor de transcripción ETS1 en la regulación de la 
sobreexpresión de TLR4 inducida por el oncogén BRAFV600E.  

 
CAPÍTULO II: MECANISMOS MOLECULARES INVOLUCRADOS EN LA EXPRESIÓN Y 
TRANSACTIVACIÓN DE EGFR EN LA CÉLULA TIROIDEA TUMORAL 

4.II.1. Estudiar la expresión de EGFR en respuesta a la actividad oncogénica de BRAFV600E, 
HRASG12V y RET/PTC3. 

4.II.2. Investigar cambios en la fosforilación de EGFR en respuesta a la activación de TLR4 en 
células tumorales tiroideas. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
3.1. Cultivo celular 

 Las líneas celular tiroidea de rata Fisher PCCL3 fue provista por el Dr. Roberto Di 
Lauro (Università degli Studi di Napoli Federico II, Naples, Italy). Las líneas celulares  
PC/BRAFV600E, PC/HRASG12V y PC/PTC3 derivadas de la línea celular PCCL3, fueron 
generosamente provistas por el Dr. Fagin (Memorial Sloan-Kettering Cancer Center, New 
York, USA). Dichas líneas celulares fueron cultivadas de manera similar a la descripta (222). 
Como medio de crecimiento se utilizó una mezcla de proporciones idénticas de Medio Eagle 
Modificado por Dulbecco y nutrientes F12 (DMEM/F12) (Hyclone, Logan, UT, USA), 
suplementado con 5 % v/v de suero de ternero inactivado por calor (Thermo Fisher 
Scientific, Waltham, MA; USA), 1 mUI/ml TSH bovina (generosamente provista por el Dr. 
Albert F. Parlow, National Hormone and Peptide Program, Harbor-UCLA Medical Center - 
Torrance, CA, USA), 10 μg/ml insulina bovina y 5 μg/ml de transferrina bovina (Sigma-
Aldrich, St Louis, MO, USA), 2 μmol/ml de glutamina y la combinación de antibióticos (100 
U/ml penicilina G, 100 μg/ml estreptomicina) (Sigma Aldrich). Las líneas celulares fueron 
mantenidas en medio de selección con 300 μg/ml de G418 y 100 μg/ml de Higromicina B 
(Sigma Aldrich). La expresión de los oncogenes BRAFV600E, HRASG12V y RET/PTC3 de los 
sistemas TET-ON de células PC/BRAFV600E, PC/HRASG12Vy PC/PTC3, respectivamente fueron 
inducidas luego del tratamiento con 1 μg/ml de doxiciclina (Dox, un antibiótico del grupo de 
las tetraciclinas) (Sigma-Aldrich) durante 48 hs al menos que se indique lo contrario. Los 
cultivos celulares se realizaron en condiciones de esterilidad en una atmósfera humidificada 
con 5 % de CO2 en aire a 37°C.  
 La línea celular tiroidea humana no tumoral Nthy-ori 3-1, la línea celular humana 
BCPAP derivada de PTC (BRAFV600E positiva) y la línea celular humana 8505c derivada de ATC 
(BRAFV600E positiva) fueron generosamente provistas por el Dr. Massimo Santoro (Università 
degli Studi di Napoli Federico II, Naples, Italy)). La línea celular humana KTC2 derivada de 
ATC (BRAFV600E positiva) fue generosamente provista por la Dra. Edna Kimura (Department 
of Cell and Developmental Biology, Institute of Biomedical Sciences, University of São Paulo, 
São Paulo, Brazil). Todas las líneas celulares humanas fueron cultivadas en DMEM con alto 
contenido en glucosa 4,5 g/l, suplementado con 10 % v/v de suero bovino fetal inactivado 
por calor (Natocor, Córdoba, Argentina), 2 μmol/ml de glutamina y la combinación de 
antibióticos (100 U/ml penicilina G, 100 μg/ml estreptomicina y 50 μg/ml gentamicina) 
(Sigma-Aldrich). Los cultivos celulares se realizaron en condiciones de esterilidad en una 
atmósfera humidificada con 5 % de CO2 en aire a 37°C.  
 Las células fueron subcultivadas a razón 1:8, se sembraron en placas de cultivo de 
100 o 60 mm o en placas de pocillos múltiples de 6, 24 y 48 según el esquema experimental 
y se cultivaron hasta llegar a un 60-70 % de confluencia en medio de crecimiento. Todas las 
líneas celulares fueron utilizadas antes del pasaje número 20. El tratamiento con doxiciclina 
(Dox) se realizó en medio de crecimiento. Células que fueron transfectadas 
transitoriamente, luego de la transfección se cultivaron en medio de crecimiento de idéntica 
composición pero conteniendo un 1 % v/v de suero de ternero o suero bovino fetal para 
disminuir la proliferación celular. La criopreservación de los cultivos celulares fue efectuada 
en vapor de nitrógeno líquido en una solución conteniendo 50 % de medio de crecimiento, 
45 % de suero bovino fetal y 5 % de dimetilsulfóxido (DMSO). 
 Las líneas celulares Nthy-ori 3-1 y BCPAP fueron autenticadas utilizando el kit 
PowerPlex Fusion System (Promega) para la genotipificación en el Centro de Excelencia en 
Procesos y Productos de Córdoba (Córdoba, Argentina). 

Vicky
Resaltar
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 Se obtuvieron inhibidores químicos de los siguientes proveedores: PLX4032 (Selleck 
Chemicals - Houston, TX, USA), BAY 11-7082 (Sigma-Aldrich) and U0126 (Cell Signaling 
Technology - Danvers, MA, USA). La endotoxina Lipopolisacárido (LPS) de E. coli 055:B5 fue 
comprada en Sigma-Aldrich. 
 
3.2. Animales de laboratorio 

 Ratones FVB/N Wild type (WT) (referidos como ratones “controles”) y ratones FVB/N 
transgénicos Tg-BRAFV600E (referidos como ratones “BRAFV600E”), fueron generosamente 
provistos por el Dr. Fagin (Memorial Sloan Kettering Cancer Center, USA) y se manipularon 
durante una pasantía de la tesista en el Instituto de Ciencias Biomédicas (University of São 
Paulo, São Paulo-Brazil). Todos los procedimientos fueron aprobados por el Comité Ético de 
Investigación Animal de la Universidad de São Paulo (São Paulo, Brazil).  
 Los ratones FVB/N transgénicos Tg-BRAFV600E expresan el gen que codifica BRAFV600E 
humano bajo el control del promotor de tiroglobulina dirigiendo la activación oncogénica 
únicamente al tejido tiroideo. Estos animales fueron obtenidos a través de la cruza Tg-
BRAFV600E con WT. Las camadas obtenidas fueron tipificadas mediante reacción en cadena 
de la polimerasa (PCR) convencional para la detección del transgen (Tg-BRAFV600E). Cada 
experimento se realizó utilizando grupos de ratones transgénicos Tg-BRAFV600E y ratones WT 
de una misma camada a las 5, 12 y 30 semanas de edad. 
 
3.3. Captación de Ioduro 

 El procedimiento utilizado fue similar al descripto (223) con ligeras modificaciones 
para ser adaptados a nuestro sistema. Las células en cultivo sembradas en placas múltiples 

de 24 pocillos fueron incubadas en solución salina balanceada de Hank (HBSS) 140 mM Mal, 
5,4 mM KCl, 1,3 M CaCl2, 0,4 mM Mg2SO4, 0,5 mM MgCL2, 0,4 mM Na2HPO4, 0,44 mM 

KH2HPO4, 5,55 mM glucosa, 10 mM Hepes (pH 7,5), suplementado con 20 μM KI y 25 mCi 
125I-/mol l- (PerkinElmer, Boston, MA) (350 μl/pocillo) a 37°C durante 40 min. Finalizado el 
período de incubación fueron lavadas 2 veces con HBSS frío a fin de eliminar la 
radioactividad no incorporada. El 125I- incorporado por las células fue extraído mediante la 
incubación con etanol frío al 95 % durante 20 min a 4°C y la radiación fue determinada 
mediante un contador gamma Wallc Wizard 1470 (PerkinElmer, Waltham, MA, USA). Los 
resultados fueron expresados como pmol de ioduro por μg de ADN celular (pmol I-/ μg 
ADN). 
 El contenido de ADN celular para la normalización de los resultados fue evaluado en 
base a procedimientos descriptos con pequeñas modificaciones (224). Luego de la 
extracción etanólica, el contenido celular no extraído se sometió a precipitación con ácido 
tricloroacético al 5 % durante 20 min a 4°C. El material precipitado se incubó con 
difenilamina (0,714 % p/v difenilamina, 70 % v/v ácido acético, 1,4 % v/v ácido sulfúrico, 
0,0036 % v/v acetaldehído a temperatura ambiente durante 12-16 hs. Posteriormente, el 
complejo coloreado se evaluó espectrofotométricamente a 595 nm. La concentración de 
ADN presente fue calculada por comparación con una curva testigo de ADN de esperma de 
salmón. La solución testigo (1 μg/μl) fue preparada disolviendo ADN de esperma de salmón 
altamente polimerizado en NaOH 5 mM y posterior dilución con 1 volumen de HClO4 1 M e 
incubación a 70 °C hasta clarificación completa.  
 
3.4. Extracción del ARN total 
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 El procedimiento de extracción de ARN total de líneas celulares en cultivo fue 
realizado en base al método descripto (225). Para cada punto experimental se utilizó una 
cápsula de cultivo de 60 mm de diámetro. Las células adheridas fueron lisadas con 1 
ml/cápsula de solución desnaturalizante TRIzol (Invitrogen Life Technologies). Se adicionó 
0,2 ml de cloroformo por ml de lisado, la mezcla se agitó vigorosamente durante 15 seg, se 
incubó 5 min a temperatura ambiente y fue centrifugada a 12.000 xg durante 15 min a 4°C. 
El ARN presente en la fase acuosa superior fue recuperado y precipitado con igual volumen 
de isopropanol centrifugando a 12.000 xg durante 15 min a 4°C. Luego el precipitado se lavó 
con etanol al 75 % v/v, centrifugando a 8.000 xg durante 15 min a 4°C. El precipitado se dejó 
secar a temperara ambiente durante 15-30 min y finalmente fue disuelto en agua libre de 
nucleasas. Posteriormente se procedió a la evaluación de la concentración de la solución de 
ARN mediante la lectura de su absorbancia a 260 nm mediante el uso del lector de placa 
BioTek (Life Science). Se determinó la relación de absorbancia 260 y 280 nm para valorar la 
calidad de la muestra obtenida. La integridad del material extraído se evaluó mediante 
electroforesis en gel de agarosa al 1 % teñido con bromuro de etidio. 
 La extracción de ARN total a partir de tejidos tiroideos de ratones fue realizado en 
base al método descripto (226). Para cada punto experimental de ratones Tg-BRAFV600E se 
utilizó la glándula tiroides proveniente de un único ratón, mientras que para cada punto 
experimental de ratones controles se utilizó un pool de glándulas tiroides provenientes de 2 
o 3 ratones. El tejido tiroideo fue disgregado mediante la utilización de un homogeneizador 
vidrio-teflón utilizando por cada glándula tiroides 1 ml de solución desnaturalizante TRIzol 
(Invitrogen Life Technologies). A continuación el procedimiento de extracción del ARN se 
realizó de forma similar a lo descripto anteriormente para las líneas celulares en cultivo. 
 
3.5. Inmunohistoquímica  

 Se analizó la expresión proteica de TLR4 y ETS1 utilizando microarrays de tejidos 
tiroideos humanos de origen comercial (US Biomax, Rockville, MD, USA). Además, la 
expresión proteica de TLR4 y EGFR se evaluó en muestras de tejidos tiroideos provenientes 
de ratones Tg-BRAFV600E y WT. Diluciones: 1:100 anti-TLR4, 1:50 anti-EGFR y 1:50 anti-ETS1.  
 Las glándulas tiroides obtenidas a partir de ratones fueron fijadas en buffer 
conteniendo 10 % formalina en PBS, embebidas en parafina y cortadas en secciones de 5 μm 
para su examen histológico o marcación inmunohistoquímica. Tanto para las muestras 
contenidas en los microarrays como para las muestras obtenidas de ratones, se procedió de 
la siguiente manera: se indujo la desparafinización por calor y la recuperación antigénica en 
citrato de sodio 10 mM (pH 6) a 95°C. La actividad peroxidasa endógena fue agotada 
mediante tratamiento con 3 % v/v H2O2 en metanol. El bloqueo de sitios inespecíficos se 
realizó con 5 % v/v suero de caballo en TBS. Posteriormente se incubó en cámara húmeda 
durante toda la noche a 4°C con el anticuerpo primario disuelto en TBS + 0,5 % BSA (5 μg/ml 
anti-TLR4 y 5 μg/ml anti-EGFR). Las secciones de tejidos fueron incubadas con un anticuerpo 
secundario biotilinado (Santa Cruz Biotechnology - Santa Cruz, CA, USA) y el complejo ABC 
(Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). Se realizó la incubación con el sustrato 
cromogénico 3,3’-Diaminobenzidina (DAB) (Sigma-Aldrich) durante aproximadamente 15 
min a temperatura ambiente. Luego, los tejidos marcados fueron contra-coloreados con 
hematoxilina y montados con 1,3-dietil-8-fenilxantina (Fluka, Milwaukee, WI, USA). Como 
control negativo, el anticuerpo primario específico fue reemplazado por 5 μg/ml de IgG 
purificada de igual isotipo (Santa Cruz Biotechnology).  
 Las imágenes digitales fueron capturadas a 400x de magnificación, utilizando 
microscopía óptica (Nikon Eclipse TE2000-U. Nikon Instruments, Japan). Los niveles de 
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expresión proteica se expresaron (en unidades arbitrarias) como “densidad de tinción” y se 
calcularon realizando el cociente de la cuantificación de la intensidad de tinción de DAB por 
el número de células de las secciones histológicas, para así corregir las diferencias en la 
arquitectura del tejido. La intensidad de tinción DAB y el número de núcleos observados en 
un área seleccionada al azar de cada tejido se cuantificó utilizando el software ImageJ 
(Instituto Nacional de Salud - Bethesda, MD, EUA).  
 
3.6. Inmunofluorescencia  

 Las células fueron sembradas a baja densidad sobre cubreobjetos de 11 mm 
recubiertos con poli-L-lisina (BD BioCoat, San Jose, CA, USA). Luego del tratamiento recibido, 
las células fueron fijadas en paraformaldehído al 2 % en PBS durante 15 min. Se 
permeabilizó en solución de permeabilización durante 10 min [PBS (pH 7,4), 0,1 mM CaCl2, 1 
mM MgCl2, 0,2 % BSA, 0,1 % Triton X-100. El bloqueo de sitios inespecíficos se realizó en 
solución de bloqueo durante 10 min [PBS (pH 7,4), 0,1 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 0,2 % BSA]. 
La incubación con anticuerpos primarios se realizó en solución de bloqueo durante 2 hs a 
temperatura ambiente (diluciones: 1:100 anti-TLR4, 1:100 anti-EGFR, 1:500 anti-NIS, 1:50 
anti-ETS1, 1:50 anti-p65, 1:50 anti-BRAF). Los cubreobjetos se lavaron 3 veces cada 10 min 
con solución de bloqueo y se procedieron a incubar durante 1 h a temperatura ambiente 
con el anticuerpo secundario correspondiente (dilución: 1:500), ya sea anti-IgG de cabra, 
ratón o conejo conjugados con Alexa 488 o 594 (molecular Probes, Eugene, OR, USA). Se 
realizaron 3 lavados cada 10 min con solución de bloqueo y los núcleos fueron teñidos con 1 
μg/ml de 49,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) durante 5 min. Posteriormente, se procedió 
a montar los cubreobjetos en portaobjetos utilizando FluorSave (EMD Millipore - Temecula, 
CA, USA). En los experimentos se realizaron controles incluyendo la omisión de los 
anticuerpos primarios. 
 Las muestras fueron examinadas y fotografiadas a 1000x de aumento con 
microscopio invertido de epifluorescencia (Leica Microsystems - Buffalo Grove, IL, USA). Los 
niveles de expresión proteica se expresaron (en unidades arbitrarias) como “densidad de 
tinción” y se calcularon realizando el cociente de la integración de la intensidad de 
fluorescencia por el número de células de cada campo microscópico. La integración de la 
intensidad de fluorescencia y el número de núcleos observados en un área seleccionada al 
azar de cada preparado se cuantificó utilizando el software ImageJ (Instituto Nacional de 
Salud - Bethesda, MD, EUA). 
 
3.7. Obtención de extractos proteicos totales 

 Para la obtención de extractos proteicos totales se utilizó una cápsula de cultivo de 
60 mm de diámetro para cada punto experimental y se procedió tal como fue descripto 
(227, 228). Las células adheridas a las placas se despegaron mecánicamente en PBS, se 
centrifugaron a 1500 rpm durante 5 min y se resuspendieron en 100 μl de buffer para 
lisados totales celulares [50 mM Hepes (pH 7), 2 mM MgCl2, 250 mM NaCl, 0,1 mM EDTA, 
0,1 mM EGTA, 0,1 % Nonidet 40] suplementado con inhibidores de proteasas (1 mM DTT, 1 
mM PMSF, 10 μg/ml Pepstatina A, 10 μg/ml Aprotinina, 10 μg/ml Leupeptina) y se incubó 
durante 15 min en hielo. Para el análisis de proteínas fosforiladas se añadió un coctel 
comercial de inhibidores de fosforilasas (1 μg/ml) (SigmaAldrich). Posteriormente, se 
centrifugó a 10.000 xg durante 5 min a 4°C, se recuperó el sobrenadante y se conservó a -
80°C.  
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3.8. Extractos proteicos nucleares y fraccionamiento núcleo-citoplasma 

 El procedimiento para la obtención de la fracción proteica nuclear consiste en la lisis 
hipotónica para liberar el contenido del citoplasma seguido de una extracción con alta 
cantidad de sal y se realizó tal como fue descripto con mínimas modificaciones (229, 230). 
Para cada punto experimental se utilizó una cápsula de 100 mm de diámetro. Las células 
adheridas a la placa de cultivo fueron despegadas mecánicamente en PBS frío, centrifugadas 
y resuspendidas en 400 μl de buffer A [10 mM Hepes (pH 7,9), 1,5 mM MgCl2, 10 mM KCl, 1 
% NP-40, 0,5 mM DTT, 0,2 mM PMSF] Luego de incubar 15 min en hielo se mezcló 
vigorosamente por vortex y se centrifugó a 10.000 xg a 4°C durante 5 min. La fracción 
sobrenadante fue recuperada como extracto citoplasmático, mientras que el pellet (material 
sedimentado) fue resuspendido en buffer A, nuevamente centrifugado a modo de lavado, 
resuspendido en 50 μl de buffer C [20 mM Hepes (pH 7,9), 10 % glicerol, 420 mM NaCl, 1,5 
mM MaCl2, 0,2 mM EDTA, 0,5 mM DTT, 0,2 mM PMSF] e incubado por 30 min en hielo. Los 
restos celulares se removieron por centrifugación a 10.000 xg a 4°C y la fracción 
sobrenadante conteniendo proteínas nucleares fue recuperada como extracto nuclear. 
 
3.9. Cuantificación de extractos proteicos 

 La cuantificación proteica de los diferentes extractos obtenidos se realizó mediante la 
técnica de Bradford (231) utilizando albúmina sérica bovina (BSA) como estándar.  
 
3.10. Western blot 

 La electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-
PAGE) y el análisis ulterior por inmuno-marcación fueron realizados como se describió 
previamente (232) con ligeras modificaciones, utilizando el sistema Mini-Protean 3 o 4 (Bio-
Rad, Hércules, CA, USA). 
 Dependiendo de la proteína a analizar, se utilizaron entre 25 a 50 μg de proteínas 
provenientes de extractos totales u obtenidos de fraccionamientos núcleo-citoplasma. 
Dichos extractos se prepararon en buffer de siembra [62 mM Tris (pH 6,8), 10 % v/v glicerol 
anhidro, 2 % p/v SDS, 0,1 M DTT, 0,004 % azul de bromofenol] y fueron hervidos en baño 
termostatizado a 100°C durante 5 min para permitir la desnaturalización y reducción de las 
proteínas, enfriadas en hielo, e inmediatamente sembradas en el gel resolutivo (al 6, 10 o 12 
% dependiendo del tamaño de la proteína en estudio). Como buffer de corrida fue 
empleada una solución conteniendo 192 mM glicina, 25 mM Tris (pH 8,8) y 0,1 % SDS. La 
corrida electroforética se realizó a 100 V constante durante períodos variables (2-3 hs). Una 
vez finalizada la corrida electroforética, las proteínas fueron electrotransferidas a 
membranas de nitrocelulosa de 0,45 μm de poro (Schleicher y Schuell, Dassel, Alemania) en 
buffer de transferencia conteniendo 192 mM glicina, 25 mM Tris (pH 8,8) y 20 % metanol. La 
transferencia se realizó a una diferencia de potencial constante de 100 V (250-350 mA, 30-
40 W) durante 60-75 min.  
 Posteriormente las membranas fueron coloreadas con Rojo Ponceau (0,1 % Rojo 
Ponceau en solución acuosa al 5 % de ácido acético) para controlar el proceso de 
transferencia. Los sitios inespecíficos de la membrana fueron bloqueados por incubación en 
solución de bloqueo [100 mM Tris (pH 8), 150 mM NaCl, 0,1 % Tween 20, 5 % p/v de leche 
descremada ó 5 % p/v de BSA] durante 60 min a temperatura ambiente bajo agitación 
permanente. Las membranas bloqueadas fueron incubadas con los anticuerpos primarios 
dirigidos contra las proteínas de interés diluidos en solución de bloqueo (según se indica en 
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la Tabla 1) durante toda la noche a 4°C con agitación suave. Luego, las membranas fuero 
lavadas con TBS-Tween [100 mM Tris (pH 8), 150 mM NaCl, 0,1 % Tween 20] 3 veces por 5 
min a temperatura ambiente a fin de eliminar el exceso de anticuerpo primario. La inmuno-
detección del anticuerpo primario se realizó por incubación con un anticuerpo secundario 
conjugado a un fluoróforo capaz de reconocer el isotipo del anticuerpo primario utilizado 
diluido en TBS-Tween durante 90 min a temperatura ambiente bajo agitación suave y 
protegidos de la luz. El exceso de anticuerpo secundario fue eliminado mediante 3 lavados 
con TBS-Tween cada 5 min a temperatura ambiente y protegidos de la luz. Las bandas 
reactivas fueron visualizadas y obtenidas por el sistema de imágenes infrarrojas Odyssey (LI-
COR Biotechnology - Lincoln, NE, USA). El control de siembra de iguales proporciones de 
proteínas fue realizado mediante el stripping de las membranas de nitroceculosa, el 
posterior bloqueo de la membrana y la incubación con el anticuerpo primario utilizado 
como control de carga (especificado en cada experimento). La integración de la intensidad 
de fluorescencia fue determinada mediante el software de análisis de imágenes ImageJ 
(National Institute of Health, Betherda, MD, USA). 
 
Tabla 1. Anticuerpos primarios utilizados  

Proteína Especie Proveedor Catálogo Isotipo Dilución 

TLR4 Humano Abcam ab-22048 Ratón 1:500 

TLR4 Humano Santa Cruz sc-16240 Ratón 1:500 

EGFR Humano Abcam ab-52894 Conejo 1:1000 

pEGFR (Tyr 
1068) 

Humano Cell Signaling 3777 Conejo 1:500 

pEGFR (Tyr 
1173) 

Humano Abcam ab-5652 Conejo 1:500 

ETS1 Humano Santa Cruz sc-350 Conejo 1:500 

pERK Humano Santa Cruz sc-7383 Ratón 1:500 

ERK Humano Santa Cruz sc-94 Conejo 1:500 

BRAF Humano Santa Cruz sc-166 Conejo 1:500 

HRAS Humano Santa Cruz sc-520 Conejo 1:500 

GAPDH Humano Santa Cruz sc-25778 Conejo 1:500 

p65 (C22B4) Humano Cell Signaling 4764 Conejo 1:1000 

NIS Rata N. Carraco - Conejo 1:3000 

αActina Aviar Santa Cruz sc-47778 Ratón 1:1000 

αTubulina Humano Sigma T6074 Ratón 1:1000 

PARP-1 Humano Santa Cruz sc-7150 Conejo 1:1000 

 
En la tabla se indica para cada proteína la especie del epítope utilizado en la generación del 
anticuerpo y su isotipo (todos reconocen de forma cruzada la misma proteína expresada en 
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rata y ratón), el proveedor de cada anticuerpo, el número de catálogo y la dilución 
empleada en los ensayos de western blot.  
 
Tabla 2. Anticuerpos secundarios utilizados. 

Proteína Especie Proveedor Catálogo Isotipo Dilución 

IRDye 680 
RD 

Ratón 
LI-COR 
Biotechnology 

P/N 925-68070 Cabra 1:15000 

IRDye 800 
CW 

Conejo 
LI-COR 
Biotechnology 

P/N 925-32211 Cabra 1:15000 

 
En la tabla se indica para cada anticuerpo secundario la especie del epítope utilizado en la 
generación del mismo, su proveedor, el número de catálogo, su isotipo y la dilución 
empleada en los ensayos de western blot. 
 
3.11. Plásmidos 

3.11.1. Construcciones conteniendo vectores de expresión 

 Los vectores de expresión conteniendo el ADNc humano de BRAFV600E y BRAF WT 
(233) fueron gentilmente provistos por la Dra. Pilar Santisteban (Instituto de Investigaciones 
Biomédicas Alberto Sols, Madrid, España). El vector de expresión conteniendo el ADNc 
humano de ETS1 (#86099) fue comprado en Addgene (Cambridge, MA, USA). 
 La construcción dominante negativa conteniendo la secuencia codante murina de 
TLR4 carente del dominio TIR en el vector de expresión con resistencia a puromicina pZero, 
denominada Δ670-835 TLR4 fue adquirida (InvivoGen, San Diego, CA, USA) y gentilmente 
facilitada por la Dra. Mariana Maccioni (Departamento de Bioquímica Clínica e Inmunología, 
Facultad de Ciencias Químicas, Universidad Nacional de Córdoba, Argentina). 
 La construcción con función dominante negativa denominada Δ152-296 MyD88 
correspondiente al ADNc humano del adaptor intracelular MyD88 carente de la región 
aminoacídica 152 a 296 presentes en la secuencia carboxilo terminal clonado en el vector de 
expresión pcDNA3.1 (234) fue desinteresadamente enviada por el Dr. Moshe Arditi 
(Departament of Pediatrics, Division of Pediatrics Infectious Diseases, Cadars-Sinai Medical 
Center, USA). 
 El constructo denominado IκB-α AA fue creado en nuestro laboratorio durante la 
tesis doctoral del Dr. Juan Pablo Nicola a través de la remoción por mutagénesis sitio 
dirigida de las serinas 32 y 36 del ADNc murino de IκB-α, generando una molécula IκB-α 
insensible a la fosforilación y posterior activación, resultando en una mutante con 
características de dominante negativa. 
 
3.11.2. Construcciones conteniendo elementos de respuesta 

 El elemento de respuesta a NF-κB conteniendo 5 sitios consenso de unión κB 
acoplado a la secuencia que codifica al gen de luciferasa (5x κB-Luc) fue comprada en 
Clontech (Mountain View, CA, USA) y gentilmente compartida por el Dr. Michael F. Smith Jr. 
(Digestive Health Center of Excellence and Departament of Microbiology, University of 
Virginia Health System, USA). 
 El elemento de respuesta a ETS conteniendo 3 sitios consenso de unión Ets acoplado 
a la secuencia que codifica el gen de luciferasa (3x Etsd-Luc) fue realizado en nuestro 
laboratorio durante el período del presente trabajo de tesis en colaboración con el Dr. Juan 
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Pablo Nicola. Dicho vector artificial contiene tres copias en tándem de la región flanqueante 
al sitio de unión a Ets distal del promotor de TLR4 de ratón como se detalla: 
AAAATATGTTCCTCTAGTCTGA (el sitio consenso Ets se indica subrayado), corriente arriba del 
promotor core del adenovirus E1B. La presencia del constructo generado fue confirmada 
mediante secuenciamiento directo (Macrogen, Seúl, Korea). 
 
3.11.3. Construcciones conteniendo regiones promotoras de TLR4 

 Para el análisis de la actividad del promotor de TLR4 se emplearon vectores 
conteniendo deleciones de la región del promotor de TLR4 de ratón. La deleción 
comprendida entre -608 a +223 pb (-608/+223 pTLR4-Luc), entre -336 a +223 pb (-336/+223 
pTLR4-Luc), entre -104 a +223 pb (-104/+223 pTLR4-Luc) y entre +52 a +223 pb (+52/+223 
pTLR4-Luc) fueron descriptas anteriormente (235). Estos constructos fueron gentilmente 
donados por el Dr. Thierry Roger (Infectious Disease Service, Departament of Internal 
Medicine, Centre Hospitalier Universitaire Vaudois, Lausanne, Suiza). En la descripción de las 
construcciones se considera +1 al primer nucleótido en el cual comienza la transcripción.  
 
3.11.4. Vectores de expresión de normalización 

 El control de normalización de la eficiencia de transfección se realizó con la 
utilización del plásmido conteniendo el promotor de citomegalovirus (CMV) acoplado al gen 
de la enzima β-galactosidasa (pCMV- β-gal) (Promega Madison, WI, USA). Como control 
negativo se utilizó el vector reportero vacío pGL3-Basic (Promega). 
 
3.12. Mutagénesis sitio dirigida 

 La disrupción del sitio consenso Ets distal (Etsd) contenido en la secuencia del vector -
336/+223 pTLR4-Luc de ratón se realizó mediante la utilización del kit de mutagénesis sitio-
dirigida QuikChange (Stratagene, La Jolla, CA, USA) siguiendo las instrucciones y 
recomendaciones provistas por el fabricante. 
 En la construcción del vector Etsdmt -336/+223 pTLR4-Luc donde el sitio consenso 
para factores de transcripción ETS fue alterado, se utilizó un par de primers 
complementarios donde se colocó la secuencia mutada respecto a la secuencia wild type 
presente en el plásmido -336/+223 pTLR4-Luc a mutar. La secuencia de primers conteniendo 
la triple mutación puntual del sitio Ets (la secuencia modificada se indica subrayada en la 
secuencia del primer) se detalla: (S) 5’-
TGGGTTTTAATCTCTAGCATTGTGAGAAAATATGTAGTTCTAGTCTGAAACATCCA- 3’. La mutación 
inactiva el sitio consenso Etsd presente entre los nucleótidos -297 y -290 de la región 
promotora del promotor de TLR4. La presencia de la mutación generada fue confirmada 
mediante secuenciamiento directo (Macrogen, Seúl, Korea). 
 
3.13. Amplificación y purificación de plásmidos 

 Los diferentes plásmidos fueron incorporados a células bacterianas competentes 
Escherichia coli cepa XL1-blue (E. coli XL1-blue) sensibles a ampicilina (Stratagene, La Jolla, 
CA, USA). Las colonias transformadas fueron seleccionadas por su resistencia al mencionado 
antibiótico. Las bacterias se amplificaron y los plásmidos fueron purificados por la técnica de 
lisis alcalina (236). 
 Para la preparación de las células competentes, una colonia de la cepa bacteriana E. 
coli XL1-blue fue crecida en medio de cultivo Luria-Bertani (LB) a 37°C durante toda la noche 
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y en agitación. Una alícuota de este cultivo fue inoculada a 100 ml de LB y crecida hasta su 
fase logarítmica (DO600  0,375). El cultivo bacteriano fue alicuotado en tubos, enfriados en 
hielo y centrifugado a 1.500 xg durante 15 min a 4°C. El pellet de bacterias fue resuspendido 
e incubado en hielo durante 30 min en solución de CaCl2 fría [75 mM CaCl2, 10 mM Hepes 
(pH 6,7), 55 mM MgCl2, 250 mM KCl]. Las células competentes fueron nuevamente 
centrifugadas a 1.500 xg durante 10 min a 4°C y resuspendidas en solución de CaCl2. 
Consecutivamente, se adicionó 1 volumen de glicerol al 30 % frío y las células bacterianas 
competentes fueron finalmente alicuotadas y almacenadas a -70°C. 
 La etapa de transformación se realizó incubando 50 μl de células competentes E. coli 
XL1-blue con el constructo de interés (10-100 ng) durante 30 min en hielo y posteriormente 
se realizó un golpe de calor a 42°C durante 90 seg. Las bacterias transformadas fueron 
crecidas en medio LB no selectivo durante 60 min a 37°C en agitación. Alícuotas de este 
cultivo (o bien el cultivo completo) fueron sembradas en medio LB sólido selectivo (100 
μg/ml de ampicilina) y cultivadas a 37°C durante 12-16 hs a fin de obtener las colonias 
bacterianas que incorporaron al plásmido.  
 La extracción y purificación del ADN plasmídico se realizó utilizando el método de lisis 
alcalina. De manera resumida, una colonia del cultivo sólido de la etapa anterior fue 
seleccionada cuidadosamente y cultivada en 10 ml de medio selectivo (100 μg/ml de 
ampicilina) a 37°C en agitación durante toda la noche. Una alícuota de ese cultivo fue 
inoculada en 200 ml de medio LB selectivo e incubada a 37°C en agitación durante 12-16 hs. 
Posteriormente, el cultivo fue centrifugado y las células bacterianas fueron resuspendidas 
en solución de resuspención [50 mM glucosa, 25 mM Tris (pH 8), 10 mM EDTA] y lisadas en 
un volumen de solución de lisis (0,2 M NaOH, 1 % SDS) durante 5 min. Finalmente la mezcla 
fue neutralizada en un volumen de solución de neutralización (3 M acetato de potasio, 11,5 
% ácido acético) mezclando por inversión e incubando en hielo por 30 min. Posteriormente 
se centrifugó a fin de eliminar los restos celulares y el ADN cromosomal. El sobrenadante 
conteniendo el ADN plasmídico fue precipitado con 0,5 volúmenes de alcohol isopropílico y 
seguidamente centrifugado. El precipitado conteniendo el ADN fue resuspendido en 
solución TE [10 mM Tris (pH 8), 1 mM EDTA] y mezclado con 1 volumen de buffer de unión 
(clorhidrato de guanidina 6 M). A fin de purificar el ADN, la mezcla fue eluída a través de una 
columna conteniendo un compacto de tierras de diatomeas (10 ml de tierras de diatomeas 
50 mg/ml en buffer de unión). La columna fue lavada con 20 ml de alcohol isopropílico 80 % 
y el ADN fue eluído en TE. El material plasmídico resultante fue cuantificado mediante su 
absorbancia a 260 nm en el lector de placa BioTek (Life Science), la calidad del plásmido se 
evaluó mediante la relación de absorbancias 260/280 nm, y su integridad se chequeo por 
electroforesis en gel de agarosa al 2 % teñido con bromuro de etidio. 
 
3.14. Ensayos de transfección de plásmidos 

 Las líneas celulares fueron transfectadas de manera transiente mediante el reactivo 
Lipofectamina 2000 (Thermo Fisher Scientific), siguiendo protocolos y recomendaciones 
indicadas por el fabricante. Se utilizaron cultivos en placas de 60 mm, de 24 o 48 pocillos 
dependiendo del número de células necesario para cada punto experimental. A tal fin, 
células adherentes fueron transfectadas a una densidad del 80 a 90 % de confluencia en 
medio de cultivo OptiMEM (Invitrogen). Las células se incubaron con los complejos 
ADN/Lipofectamina durante 4 a 6 hs. Finalizado ese período, el medio OptiMEM fue 
reemplazado por el medio de crecimiento requerido por cada línea celular pero reducido en 
suero (1 % v/v).  
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 El día posterior a la transfección se realizaron los tratamientos correspondientes 
utilizando el medio de crecimiento reducido en suero (1 % v/v) durante el tiempo evaluado. 
Finalizado el tratamiento, el cultivo celular adherente fue lavado con PBS y las células lisadas 
en buffer de lisis pasivo (Promega, Madison, WI, USA) a razón de 80 μl buffer/ pocillo de 
placa de 24 o 48 pocillos. Luego de 20 min de incubación a temperatura ambiente bajo 
agitación suave se procedió a la medición de la actividad de luciferasa firefly y β-
galactosidasa. 
 Para la medición de la actividad de luciferasa firefly se utilizó el reactivo comercial 
“luciferase reporter assay system” (Promega, Madison, WI, USA) y se siguió el protocolo y 
las recomendaciones descriptas por el fabricante. La cuantificación de la señal luminiscente 
se registró mediante el equipo luminómetro TD-20/20 (Turner Designs, Sunnyvale, CA, USA). 
La actividad de β-galactosidasa fue determinada por el método espectrofotométrico 
incubando 20 μl del lisado celular y 150 μl de la solución conteniendo el sustrato [1,4 mg/ml 
o-nitrofenil-β-D-galactopiranósido, 120 mM Na2HPO4, 80 mM NaH2PO4, 10 mM KCl, 2 mM 
MgCl2, 100 mM 2-mercaptoetanol (pH 7,5)] durante 1 a 3 hs (hasta el desarrollo de color) a 
37°C. La absorbancia de las muestras fue realizada a 420 nm mediante el uso del lector de 
placa BioTek (Life Science).  
 En cada experimento la actividad del promotor se evaluó como el cociente entre la 
actividad del reportero (luciferasa) del promotor del gen en estudio y la actividad del 
reportero control (β-galactosidasa), posteriormente dicho cociente se expresó como veces 
de inducción generada por el tratamiento sobre la actividad del promotor en células en 
estado basal, considerando arbitrariamente su actividad como 1. 
 
3.15. Transcripción reversa y PCR convencional y a tiempo real 

 La reacción de transcripción reversa (RT) se realizó a partir de 2 o 3 μg de ARN total 
(según se trate de reacción en cadena de la polimerasa (PCR) convencional o a tiempo real 
(qPCR), respectivamente) en base a la metodología descripta (223). 
 Las reacciones de PCR fueron realizadas en un volumen final de 20 μl conteniendo 1X 
buffer de PCR, 1,5 mM MgCl2, 0,5 μM de primer sentido, 0,5 μM de primer antisentido, 0,25 
mM de cada dNTP, 1 U Taq-polimerasa y 2 μl de ADNc. El perfil térmico fue: 94°C 4 min; 
94°C 30 seg, 60°C 30 seg, 72°C 1 min (32-40 ciclos); 72°C 10 min. Los productos de PCR 
fueron resueltos por electroforesis en geles de agarosa al 2 % y observados mediante 
tinción con bromuro de etidio. Como controles negativos se utilizó agua libre de RNAsas y 
DNAsas en lugar del producto de RT y reacciones donde no se adicionó la enzima 
transcriptasa reversa en la RT del ARN. Estos controles se realizaron principalmente en la 
puesta a punto de la técnica para cada par de primers utilizados. La especificidad de los 
productos fue confirmada mediante secuenciamiento génico (Macrogen, Seúl, Korea). 
 La amplificación por qPCR se realizó mediante una adaptación de la PCR 
convencional utilizando “Syber Green” como reportero. Las reacciones de la amplificación 
fueron realizadas en el termociclador ABI Prism 7500 detection system (Applied Biosystem, 
Foster City, CA, USA) en volúmenes de 15 μl conteniendo buffer de PCR, 1,5 mM MgCl2, 0,3 
μM de primer sentido, 0,3 μM de primer antisentido, 0,25 mM de cada dNTP, 0,5 U Taq-
polimerasa, 1:40000 Syber Green (Molecular Probes), 30 nM Rox (Roche Applied Science, 
Indianápolis, IN, USA) y 1 μl de ARNc. El perfil térmico fue: 94°C 4 min; 94°C 32 seg, T° de 
annealing 32 seg, 72°C 1 min (40 ciclos); 94°C 1 min, T° de annealing 1 min, 94°C 1 min. La 
medición de la señal emitida por Syber Green y ROX en cada ciclo fue realizada en la etapa 
de extensión. La cuantificación de los cambios relativos en la expresión del gen de interés 
respecto al gen de expresión constitutiva β-actina, usado como control interno, fue 
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realizada mediante el método 2-ΔΔCt (237). Para cada par de primers bajo las condiciones 
ensayadas se observó la presencia de un solo pico en la curva de disociación, indicando que 
un solo producto de PCR fue generado en la reacción. La identidad se evaluó mediante la 
observación del tamaño previsto del amplicon mediante electroforesis en geles de agarosa 
al 2 % y secuenciamiento génico (Macrogen, Seúl, Korea). 
 Los reactivos utilizados de RT y PCR fueron obtenidos en (Promega, Madison WI, 
USA), mientras que los primers fueron adquiridos en Sigma-Genosys (Houston, TX, USA). 
 
Tabla 3. Secuencias de primers utilizadas para PCR convencional y PCR a tiempo real. 

Gen Especie Secuencia (5'-3') Amplicón T° An 

TLR4  Humano 
(S) CCAAGAACCTGGACCTGAGC 

180 60 
(AS) TCTGGATGGGGTTTCCTGTC 

TLR4  Rata 
(S) CCAAGAACCTAGATCTGAGC 

180 55 
(AS) TCTTGATAGGGTTTCCTGTC 

TLR4  Ratón 
(S) CCAAGAACATAGATCTGAGC 

180 60 
(AS) TCTGGATAGGGTTTCCTGTC 

EGFR Humano 
(S) GTGCAACCAGCAACAATTCC 

216 57 
(AS) GATAGACAGGATTCTGCACAGAGC 

EGFR Rata 
(S) GTATAGCTCCGATCCCACCAG 

181 60 
(AS) GGGATTTTGATAATGCAGGTCTC 

EGFR Ratón 
(S) GTGCAACTAGCAACAATTCC 

210 60 
(AS) GATAGACAGGGTTCTGCACAGAGC 

βActina Humano 
(S) ACTCTTCCAGCCTTCCTTCC 

109 60 
(AS) GTTGGCGTACAGGTCTTTGC 

βActina Rata 
(S) CTACAATGAGCTGCGTGTGG 

223 60 
(AS) GGGCACAGTGTGGGTGAC 

βActina Ratón 
(S) CAGCTTCTTTGCAGCTCCTT 

157 60 
(AS) CACGATGGAGGGGAATACAG 

IL-6 Humano 
(S) GGATGCTTCCAATCTGGATTCAATGAG 

290 60 
(AS) CGCAGAATGAGATGAGTTGTCATGTCC 

IL-6 Rata 
(S) GAGCATTGGAAGTTGGGGTAGG 

109 60 
(AS) CGCAGAATGAGATGAGTTGTCATGTCC 

iNOS Humano 
(S) TGGCAGCATCAGAGGGGACC 

104 60 
(AS) GCAGGACAGGGGACCACATCGAA 

iNOS Rata 
(S) CTTCCGAAGTTTCTGGCAGCAG 

137 60 
(AS) GGACCATCTCCTGCATTTCTTCC 

pTLR4 -
365/-
24  

Rata 
(S) GAGAGAGGTCTATTGCCCCATG 

342 60 
(AS) AGCGTTTGCTGACCAGCTTC  

 
En la tabla se indica para cada gen la secuencia de los primers utilizados en orientación 5’-3’, 
el tamaño del amplicon y la temperatura de annealing utilizada en la amplificación (T° An). 
S: sentido, AS: antisentido. 
 
3.16. Silenciamiento de la expresión génica mediante ARN de interferencia 
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 Para el silenciamiento de ETS1 en células PC/BRAFV600E se utilizó ARN de interferencia 
pequeño (siRNA) blanco específico para ETS1 de rata (siETS1), adquirido en Santa Cruz 
Biotechnology (n° de catálogo sc-156062). Como control negativo se utilizó una secuencia 
de siRNA no relacionada (sin blanco teórico o scrambled: siSCR adquirido en Dharmacon 
(Lafayette, CO, USA; n° de catálogo D-001206-13).  
 Células PC/BRAFV600E cultivadas en placas de 24 pocillos a una confluencia de 80 a 90 
% fueron transfectadas en medio OptiMEM con 10-50 nM de siRNA utilizando Lipofectamina 
RNAiMAX (Thermo-Fisher Scientific - Waltham, MA, USA) de acuerdo a las indicaciones 
especificadas por el fabricante. Luego de 4 a 6 hs de la transfección se sustituyó el OptiMEM 
por medio de crecimiento reducido en suero (1 %) y se realizaron los tratamientos 
especificados en cada experimento. La eficiencia del silenciamiento se monitoreó midiendo 
la expresión proteica de ETS1 mediante western blot en células transfectadas con el siSCR y 
el siETS1 a distintos tiempos.  
 
3.17. Inmunoprecipitación de la cromatina (ChIP) 

 Los ensayo de inmunoprecipitación de la cromatina fueron realizados como tal como 
fue descripto (238). Para la obtención de extractos nucleares se utilizó una cápsula de 
cultivo de 100 mm de diámetro para cada punto experimental. Finalizado el tiempo de 
tratamiento con doxiciclina (Dox) (1 μg/ml), se adicionó sobre el medio de cultivo 
formaldehído a una concentración final de 1 % v/v y se incubó durante 10 min a 
temperatura ambiente y agitación suave. La fijación se detuvo mediante la adición de glicina 
a una concentración final de 125 mM. Las células aún adheridas a la placa de cultivo fueron 
lavadas 2 veces con PBS suplementado con PMSF 1 mM y posteriormente fueron 
despegadas mecánicamente en la misma solución. Los núcleos fueron purificados como se 
describió previamente, resuspendidos en buffer de lisis nuclear [50 mM Tris (pH 8), 10 mM 
EDTA, 1 % SDS] conteniendo inhibidores de proteasas e incubados durante 10 min en hielo. 
El ADN genómico fue fragmentado mediante sonicación en fragmentos promedios de 500 a 
1000 pb y posteriormente centrifugados a 10.000 xg. El sobrenadante fue diluido a una 
razón 1:5 en buffer de dilución para inmunoprecipitación [50 mM Tris-HCl (pH 7,5), 1 % 
Triton X-100, 5 mM EDTA, 0,5 % Nonidet P-40, 150 mM NaCl] para disminuir la 
concentración de SDS, e incubado con Proteína A/G Plus Agarosa (Santa Cruz Biotechnology) 
saturada con esperma de salmón durante 30 min a 4°C con rotación permanente. La 
cromatina fragmentada proveniente de 2x106 células se incubó con 2 μg de anticuerpo 
policlonal anti-ETS1 (sc-350, Santa Cruz Biotechnology) o la misma cantidad de IgG de 
conejo como control durante toda la noche a 4°C en rotación permanente. Posteriormente 
los complejos inmunes formados fueron precipitados con Proteína A/G Plus Agarosa 
saturada con esperma de salmón durante 4 hs a 4°C en rotación permanente. Los complejos 
inmunoprecipitados fueron lavados 4 veces en buffer de lavado [0,1 % SDS, 1 % Triton X-
100, 5 mM EDTA, 50 mM Tris-HCl (pH 7,5), 0,5 % Nonidet P-40, 150 mM NaCl], 2 veces con 
buffer de lavado de alta concentración salina [0,1 % SDS, 1 % Triton X-100, 5 mM EDTA, 50 
mM Tris-HCl (pH 7,5), 500 mM NaCl] y una vez con TE [10 mM Tris-HCl (pH 8), 1 mM EDTA]. 
El ADN inmunoprecipitado fue purificado mediante la utilización de Chelex-100 (Bio-Rad, 
Hércules, CA, USA). Para la cuantificación del ADN presente en los inmunoprecipitados se 
utilizó qPCR como se describió anteriormente. Para el cálculo de las veces relativas del 
incremento en la unión se empleó la siguiente fórmula considerando la relación señal-ruido 
normalizada a la cantidad inicial de ADN: veces relativas de incremento = 2-[(Ct.input - Ct.target) - 

(Ct.input - Ct.mock)]. Las secuencias de primers utilizadas en la amplificación por qPCR se indican 
en la Tabla 3, referidos como pTLR4 -365/-24.  
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3.18. Ensayo del cierre de la herida 

 Las células crecidas en monocapas a un 80-90 % de confluencia fueron cultivadas en 
medio de crecimiento pero al 0,1 % v/v de SFB por 24 hs. Posteriormente, se realizó la 
disrupción de las monocapas celulares con ayuda de un tip produciendo una “herida”, 
realizando consecutivos lavados con PBS para eliminar las células en suspensión. 
Posteriormente, se realizó el tratamiento con LPS (10-1000 ng/ml) en medio de crecimiento 
pero al 0,1 % v/v de SFB. Se tomaron fotos por diferentes períodos de tiempo (24-48 hs) en 
una misma zona de la herida (6 heridas por experimento independiente). La repoblación del 
área libre fue determinada por densitometría mediante el software ImageJ (National 
Institute of Health, Betherda, MD, USA). 
 
3.19. Gestión de residuos peligrosos 

 Se realizó en base a la normativa institucional, provincial y nacional establecidas en 
relación a la gestión de residuos peligrosos, Ley Nacional n° 24051: Residuos Peligrosos y 
documentos complementarios (Secretaria de Ambiente y Desarrollo Sustentable, 
Presidencia de la Nación), Ley Provincial n° 8973 (Agencia Córdoba Ambiente) y Resolución 
HCD 336/05 Gestión de Residuos Peligrosos (Facultad de Ciencias Químicas, Universidad 
Nacional de Córdoba).  
 
3.20. Análisis estadístico 

 Los resultados se muestran como media ± DS o media ± SEM de al menos tres 
experimentos independientes, según como se indique en cada figura. El análisis de 
diferencias múltiples entre grupos fue realizado por Análisis de Varianza (one-way ANOVA). 
Como post-test se utilizó el Test de Comparaciones Múltiples Newman-Keuls. La 
comparación entre dos grupos se realizó utilizando el test t de Student para muestras no 
apareadas o a través del test no paramétrico Mann-Whitney. 
 La cuantificación de las inmunohistoquímicas fue analizada por el test no paramétrico 
Kruskal-Wallis con el test de comparación múltiple post hoc de Dunn. Los análisis de 
correlación utilizando los datos moleculares derivados del atlas del genoma del PTC (18) 
fueron realizados utilizando el coeficiente de correlación de Spearman’s y el análisis de 
supervivencia libre de enfermedad se realizó utilizando el test Mantel-Cox. 
 Los test estadísticos fueron realizados mediante la utilización del software Prism 3.0 
(GraphPad Software - La Jolla, CA, USA). Los valores de P < 0,05 fueron considerados 
estadísticamente significativos. 
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4. RESULTADOS 
 

4.I. CAPÍTULO I: MECANISMOS MOLECULARES INVOLUCRADOS EN LA 
SOBREEXPRESIÓN FUNCIONAL DE TLR4 EN LA CÉLULA TUMORAL TIROIDEA 

 
4.I.1. Expresión incrementada de TLR4 en tejidos de neoplasias tiroideas 

 
4.I.1.1. Los niveles proteicos de TLR4 se encuentran incrementados en cortes histológicos 
de carcinomas tiroideos diferenciados 

 Como se mencionó anteriormente la expresión funcional de TLRs en células 
tumorales se relaciona con mayor supervivencia y progresión tumoral, evasión a la vigilancia 
del sistema inmune y resistencia a la apoptosis. Particularmente, la expresión funcional de 
TLR4 se demostró en distintos tipos celulares, incluyendo células de cáncer de mama, 
próstata, ovario y colon (135, 136). En base a estos antecedentes se decidió estudiar los 
niveles de expresión de TLR4 en diferentes neoplasias tiroideas. Para ello, se procedió a 
evaluar mediante inmunohistoquímica la expresión proteica de TLR4 en muestras clínicas de 
tiroides (microarrays de tejidos tiroideos humanos de origen comercial, US Biomax, 
Rockville, MD, USA).  
 En primer lugar, se evaluó el nivel de TLR4 en tejidos tiroideos humanos normales 
(n=13) y en procesos tiroideos neoplásicos, incluyendo carcinomas papilares (PTCs) (n=50), 
carcinomas foliculares (FTCs) (n=32) y carcinomas medulares (MTCs) (n=6). En concordancia 
con observaciones previas (149, 152, 153), la expresión de TLR4 fue detectada en tirocitos 
normales (Figura 11 A). Como se muestra en la cuantificación de la densidad de tinción, los 
niveles proteicos de TLR4 fueron significativamente mayores (P<0,0001) en el PTC y FTC en 
comparación con el tejido tiroideo normal, sin evidenciarse diferencias estadísticamente 
significativas entre estos tipos de tumores (Figura 11 A). Sin embargo, los MTCs no 
presentaron cambios significativos en los niveles proteicos de TLR4 respecto al tejido 
tiroideo normal (Figura 11 A). Estos resultados fueron reproducidos al evaluar la expresión 
proteica de TLR4 en ensayos independientes utilizando otro anticuerpo anti-TLR4 (Figura 11 
B). Cabe destacar que en todos los tejidos tiroideos la inmunopositividad para TLR4 se 
circunscribió principalmente a las células foliculares, mientras que la tinción fue 
prácticamente indetectable en células estromales y en el escaso infiltrado linfocitario 
observado.  
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Figura 11. TLR4 se sobreexpresa en carcinomas tiroideos diferenciados. Imágenes representativas 
de cortes histológicos de origen comercial (US Biomax), a 400x de magnificación, correspondientes a 
tejidos tiroideos sometidos a tinción por inmunohistoquímica utilizando (A) anticuerpo policlonal de 
cabra anti-TLR4 (sc-16240, Santa Cruz Biotechnology) y (B) anticuerpo monoclonal de ratón anti-
TLR4 (ab-22048, Abcam). Las barras de escala representa 20 μm. A) Tiroides normal (n=13), PTCs 
(n=50), FTCs (n=32), y MTCs (n=6). B) Tiroides normales (n=9), PTCs (n=21), FTCs (n=11), y MTCs 
(n=6). La cuantificación de los niveles proteicos de TLR4 se expresa relativa al número de células de 
las secciones de tejidos (paneles derechos). Los resultados se muestran como mediana y rango 
intercuartil. *** P<0,0001 vs tejido normal (Kruskal-Wallis test, Dunn's test). 

 
 Con el objetivo de corroborar los resultados anteriores, se evaluó la expresión 
proteica de TLR4 mediante inmunohistoquímica en muestras apareadas (n=4) conteniendo 
secciones de tejido tumoral y del respectivo tejido normal adyacente. Como se esperaba, la 
cuantificación de la densidad de tinción de TLR4 fue significativamente mayor (P<0,05) en 
las secciones de tejidos tiroideos neoplásicos con respecto al tejido normal adyacente 
(Figura 12).  
 

 
 
Figura 12. TLR4 se sobreexpresa en PTCs respecto al tejido normal adyacente. Imágenes 
representativas de cortes histológicos de origen comercial (US Biomax), a 400x de magnificación, 
correspondientes a muestras apareadas (n=4) de tejido normal adyacente y PTC sometidos a tinción 
por inmunohistoquímica utilizando un anticuerpo policlonal de cabra anti-TLR4 (sc-16240, Santa Cruz 
Biotechnology). Las barras de escala representan 20 μm. La cuantificación de los niveles proteicos de 
TLR4 se expresa relativa al número de células en las secciones de tejidos (panel derecho). * P<0,05 
(Paired t test). 
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 El sistema “TNM” de estadificación para tumores sólidos malignos es ampliamente 
utilizado en la clínica y describe la etapa tumoral en códigos alfanuméricos. La letra “T” 
representa el tamaño del tumor primario y si se evidencia invasión a tejido cercano, la letra 
“N” describe si se demuestra invasión a ganglios linfáticos cercanos, mientras que la letra 
“M” refiere la presencia de metástasis tumoral a distancia (239). Con el objetivo de 
establecer si existe una relación entre la expresión de TLR4 y los diferentes estadios TNM en 
PTCs y FTCs, se dividió las muestras de tumores aportadas por el microarray (US Biomax), en 
diferentes grupos de acuerdo al estadio TNM informado por el fabricante y se comparó los 
niveles proteicos de TLR4 determinados mediante inmunohistoquímica entre los diferentes 
grupos.  
 Las muestras tumorales incluidas en el microarray presentaban diferentes estadios T 
(T2, T3 y T4), indicando que el tamaño y/o la extensión tumoral es mayor cuanto mayor es el 
número reportado después de la letra T. Además, todas las muestras tumorales aportadas 
en el microaarray provinieron de pacientes que no evidenciaban invasión tumoral a ganglios 
linfáticos ni metástasis a distancia, dando los estadios N0 y M0, respectivamente. En 
concordancia con los resultados anteriores, la densidad de tinción de TLR4 para todos los 
grupos (con diferentes estadios TNM) de PTCs (Figura 13 A) y FTCs (Figura 13 B) fue 
significativamente mayor respecto a los niveles de TLR4 en el tejido normal. Sin embargo, no 
se evidenciaron diferencias significativas en la inmunotinción de TLR4 entre los distintos 
grupos en función del TNM tanto para PTCs como FTCs (Figura 13). Esta falta de correlación 
podría deberse en parte a las características de los pacientes, ya que la población de 
tumores aportados en el microarray era bastante homogénea para la clasificación TNM, 
siendo todos N0 y M0, difiriendo sólo en el estadio T.  
 

 
 
Figura 13. La expresión de TLR4 no varía en función del estadio TNM de PTCs y FTCs. Análisis de la 
expresión proteica de TLR4 en cortes histológicos sometidos a tinción por inmunohistoquímica 
utilizando un anticuerpo policlonal de cabra anti-TLR4 (sc-16240, Santa Cruz Biotechnology) en 
función de la estadificación TNM para PTCs (A) y FTCs (B). Todos los carcinomas tiroideos evaluados 
fueron N0 y M0. La cuantificación de los niveles proteicos de TLR4 se expresa relativa al número de 
células en las secciones de tejidos. Los resultados se muestran como mediana y rango intercuartil. * 
P<0,05, ** P<0,01 y *** P<0,001 vs tejido normal (Kruskal-Wallis test, Dunn's test).  

 
4.I.1.2. Los niveles proteicos de TLR4 se encuentran incrementados en cortes histológicos 
de metastásis de PTCs en nódulos linfáticos 

 Con el fin de establecer si existe expresión diferencial de TLR4 entre PTCs primarios y 
sus metástasis a nódulos linfáticos, se evaluó la expresión proteica de TLR4 mediante 
inmunohistoquímica en muestras apareadas (n=8) conteniendo secciones de tejidos de PTCs 
primarios y sus correspondientes metástasis a nódulos linfáticos. Sorprendentemente, el 
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análisis de la densidad de inmunotinción de TLR4 evidenció un incremento significativo 
(P<0,05) de la expresión de TLR4 en los tejidos metastásicos con respecto al tejido del tumor 
primario (Figura 14). 
 

 
 
Figura 14. TLR4 se sobreexpresa en metástasis a nódulos linfáticos de PTCs respecto al tumor 
primario. Imágenes representativas de cortes histológicos de origen comercial (US Biomax), a 400x 
de magnificación, correspondientes a muestras apareadas (n=8) de tumor primario (PTC) y 
metástasis a nódulo linfático evaluados por inmunohistoquímica utilizando un anticuerpo policlonal 
de cabra anti-TLR4 (sc-16240, Santa Cruz Biotechnology). Las barras de escala representan 20 μm. La 
cuantificación de los niveles proteicos de TLR4 se expresa relativa al número de células en las 
secciones de tejidos (panel derecho).* P<0,05 (Paired t test). 

 
 Como se comentó previamente, el cáncer diferenciado es la forma más común de 
cáncer de tiroides e incluye el PTC (70-80% de los casos) y el FTC (10-15% de los casos) (5). Si 
bien los resultados obtenidos a partir del análisis de microarrays de tejidos tiroideos 
evidenciaron expresión incrementada de TLR4 en PTCs y FTCs (Figura 11 A y B), decidimos 
continuar el estudio de la sobreexpresión de TLR4 focalizándonos sólo en el PTC dado que 
constituye la neoplasia tiroidea más prevalente.  
 En las siguientes secciones se describirán análisis bioinformáticos comparativos en 
muestras apareadas y estudios combinados de correlación utilizando los datos 
transcriptómicos de PTCs aportados por dos importantes bases de datos: el proyecto Del 
Atlas del Genoma del Cáncer (The Cancer Genome Atlas ,TCGA), que ofrece el 
secuenciamiento del exoma completo (obtenido por NGS) de 496 PTCs junto al tejido 
normal adyacente de 59 de los casos (http://cancergenome.nih.gov/); y el estudio de la 
Expresión Génica Omnibus (Gene Expression Omnibus, GEO), que ofrece el perfil de 
expresión génica (obtenido por microarrays) de 49 PTCs junto al tejido normal adyacente de 
45 de los casos (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/). 
 
4.I.1.3. Los niveles de ARNm de TLR4 se encuentran incrementados en muestras de PTCs  

 A partir de los datos moleculares derivados de la plataforma del TCGA (n=59) y la 
plataforma GSE33630 de GEO (n=45) se realizó un análisis comparativo de la expresión de 
TLR4 en muestras apareadas de tejido tumoral y el respectivo tejido normal adyacente. 
Como se evidenció para la expresión proteica, los niveles de ARNm de TLR4 fueron 
significativamente mayores (P<0,05) en los PTCs respecto al tejido tiroideo no tumoral 
adyacente (Figura 15 A y B). 
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Figura 15. TLR4 se sobreexpresa en PTCs respecto al tejido normal adyacente. Análisis de la 
expresión de ARNm de TLR4 en muestras apareadas de tejido normal adyacente y PTC. A) Datos 
transcriptómicos de ARNseq se obtuvieron del TCGA (n=59). B) Datos transcriptómicos de 
microarrays se obtuvieron de la plataforma GSE33630 de GEO (n=45). * P<0,05 (Paired t test). 

 
4.I.1.4. Los niveles de ARNm de TLR4 no están asociados a la expresión diferencial de 
oncogenes en el PTC  

 La patogénesis de los tumores tiroideos radica en alteraciones genéticas producto de 
mutaciones puntuales o rearreglos cromosomales que originan proteínas con actividad 
constitutiva (oncogenes) o la pérdida de la actividad de supresores tumorales. Estudios 
genéticos realizados en PTCs reportaron una frecuencia alta (70%) de alteraciones somáticas 
activantes de genes que codifican efectores de la vía de señalización de proteínas activadas 
por mitógenos (MAPKs) incluyendo mutaciones puntuales en los genes BRAF y RAS, como 
así también fusiones cromosómicas involucrando tirosinas quinasas incluyendo RET y NTRK 
(17). Estas mutaciones casi siempre son mutuamente excluyentes, sugiriendo efectos 
corriente abajo similares o redundantes (95). Además, la falta de superposición entre 
fusiones RET/PTC y mutaciones BRAF y RAS indicaría que un único golpe oncogénico a lo 
largo de la vía de MAPKs proporciona suficiente activación de esta vía de señalización, que 
combinada con otros cambios llevarían a la transformación maligna de la célula folicular 
tiroidea (65). En base a estos antecedentes, se decidió estudiar si existe expresión 
diferencial de TLR4 entre PTCs que alberguen diferentes oncogenes. Para ello, se realizó un 
análisis bioinformático combinado de la expresión de ARNm de TLR4 en función de los 
oncogenes promotores de PTC más prevalentes, mediante la utilización de datos provistos 
por el TCGA. 
 En primer lugar se dividió los datos moleculares de pacientes con PTCs aportados por 
el TCGA en diferentes grupos de acuerdo a la expresión diferencial de conocidos oncogenes 
promotores de cáncer tiroideo. Luego se seleccionaron los grupos de tumores más 
representativos, con un número mayor a 10 pacientes (n>10) y se procedió a examinar la 
expresión de ARNm de TLR4 entre los diferentes grupos de tumores. Como se muestra en la 
Figura 16 A no se evidenciaron diferencias significativas en la expresión de ARNm de TLR4 
entre los grupos de tumores que albergan diferentes oncogenes, incluyendo mutaciones y 
fusiones cromosómicas. Sin embargo, se observó gran heterogeneidad en la expresión de 
TLR4 entre tumores que albergan un mismo oncogén (Figura 16 A). Por otro lado, es 
ampliamente conocido que la mutación BRAFV600E es la mutación más frecuente del PTC, 
confiriendo peor pronóstico comparando con otros oncogenes (240). En consecuencia, se 
decidió dividir los datos transcriptómicos de PTCs en dos grupos de acuerdo a si contienen la 
mutación BRAFV600E (n=234) o si no poseían dicha mutación (BRAF WT) (n=130) y luego se 
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evaluó la expresión de ARNm de TLR4 en ambos grupos. En concordancia con los resultados 
anteriores, no se evidenciaron cambios significativos en la expresión de ARNm de TLR4 
entre pacientes BRAFV600E y pacientes BRAF WT (Figura 16 B). Estos resultados sugieren que 
la sobreexpresión de TLR4 en el PTC podría estar regulada por una misma vía de 
señalización y que los niveles de expresión de TLR4 podrían depender del grado de 
activación de esa hipotética vía señalización, independientemente del origen de su 
estimulación.  
 

 
 
Figura 16. La expresión de TLR4 no varía en función la expresión de oncogenes promotores de 
cáncer de tiroides. A) Análisis de la expresión de ARNm de TLR4 en función de los oncogenes 
promotores tumorales más comúnmente identificados en el PTC, incluyendo mutaciones puntuales 
en BRAF (n=234), HRAS (n=14) y NRAS (n=34), como así también fusiones cromosómicas de tirosinas 
quinasas incluyendo NTRK (n=10), RET (n=32) y BRAF (n=12). B) Análisis de la expresión de ARNm de 
TLR4 en PTCs que expresan el oncogén BRAFV600E (n=234) y PTCs con expresión de BRAF en estado 
nativo (BRAF WT) (n=130). Se grafica mediana y rango intercuartil. Datos transcriptómicos de 
ARNseq se obtuvieron del TCGA. 

 
4.I.1. Conclusiones 

 Nuestros resultados indican que TLR4 es altamente expresado en PTCs y FTCs. En 
concordancia, hallamos incrementada expresión de TLR4 a nivel proteico y de ARNm en 
muestras apareadas de PTCs respecto al tejido normal adyacente. De manera interesante, 
evidenciamos mayor expresión proteica de TLR4 en muestras apareadas de metástasis a 
nódulos linfáticos de PTCs respecto a los tumores primarios. Además, demostramos que los 
PTCs no presentan expresión diferencial de ARNm de TLR4 en función de los oncogenes que 
albergan, sugiriendo que la sobreeexpresión de TLR4 en el PTC podría estar regulada por una 
misma vía de señalización que respondería a la estimulación por diferentes oncogenes.  
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4.I.2. Niveles incrementados de TLR4 se asocian con características tumorales 
desfavorables en carcinomas papilares tiroideos  

 
4.I.2.1. La activación exacerbada de la vía de señalización MAPK/ERK se correlaciona con 
niveles incrementados de ARNm de TLR4 en el PTC 

 La base de datos del TCGA ofrece la valoración de un parámetro denominado “ERK 
score” (18). Dicho score fue creado para determinar el grado de activación de ERK (y MAPK), 
otorgando un valor promedio para la expresión del ARNm de 52 genes oportunamente 
seleccionados por ser blancos de la inhibición de MEK en una línea celular BRAFV600E positiva 
de melanoma (241). La utilización del ERK score cobró gran importancia al develar que PTCs 
portadores de la mutación BRAFV600E presentan una activación de la vía MAPK/ERK más 
robusta y sostenida en el tiempo que tumores con mutaciones en RAS (18). Se reportó que 
la activación diferencial de la vía de MAPK/ERK en PTCs podría deberse a un mecanismo de 
retroalimentación negativa ejercido por ERK fosoforilado (pERK) en efectores corriente 
arriba de la vía de señalización (242) (Figura 5). Es conocido que el oncogén BRAFV600E es un 
efector insensible a la retroalimentación ejercida por pERK, por lo tanto tumores que 
albergan esta mutación presentarían sobreactivación de la señalización MAPK/ERK (242) 
(Figura 5). En base a lo anterior, nos propusimos investigar si la expresión de TLR4 varía en 
función del grado de activación de la vía de señalización MAPK/ERK en PTCs. Para ello, a 
partir de los datos moleculares aportados por el TCGA se realizó un análisis bioinformático 
de correlación entre la expresión de ARNm de TLR4 y el ERK score. 
 Sorprendentemente, demostramos una correlación positiva estadísticamente 
significativa (rs=0,1280, P=0,0189) entre los niveles de ARNm de TLR4 y la activación de ERK 
(Figura 17 A) al utilizar los datos moleculares otorgados por el TCGA de los PTCs que 
albergan los oncogenes clásicamente involucrados en la activación de la señalización de 
MAPK/ERK (n=336), oportunamente seleccionados en el análisis anterior (Figura 16 A). 
Adicionalmente, a partir de los 52 genes seleccionados en el estudio del TCGA, se realizó la 
valoración del ERK score utilizando los datos moleculares de la plataforma GSE33630 de GEO 
(n=49) para realizar el mismo análisis de correlación entre la expresión de ARNm de TLR4 y 
el grado de activación de ERK. De manera similar, evidenciamos una correlación positiva 
estadísticamente significativa (rs=0,3071, P=0,0318) entre los niveles de ARNm de TLR4 y el 
ERK score (Figura 17 B). En su conjunto, estos resultados sugieren que la sobreactivación de 
la vía de señalización MAPK/ERK podría ser un evento involucrado para conducir la 
expresión de TLR4 en el PTC. 
 

 
 
Figura 17. Correlación positiva entre los niveles de ARNm de TLR4 y la activación de ERK. Análisis 
de correlación entre la expresión de ARNm de TLR4 y el score de activación de ERK en PTCs. A) Datos 
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transcriptómicos de ARNseq se obtuvieron del TCGA (n=336). P=0,0189 (Spearman’s correlation 
test). B) Datos transcriptómicos de microarrays se obtuvieron de la plataforma GSE33630 de GEO 
(n=49). P=0,0318 (Spearman’s correlation test). El ERK score fue calculado en base al valor promedio 
de la expresión de 52 genes para evaluar la activación de la vía de señalización MAPK/ERK. 
 

 Complementariamente se realizó un análisis comparativo de la activación de ERK en 
muestras apareadas de tejido tumoral y el respectivo tejido normal adyacente a partir de los 
datos moleculares aportados por el TCGA (n=59). En acuerdo con la bibliografía, 
demostramos que la actividad de ERK es significativamente mayor (P<0,0001) en PTCs 
respecto al tejido tiroideo no tumoral adyacente (Figura 18 A). Resultados similares 
(P<0,0001) fueron obtenidos al realizar el mismo análisis comparativo utilizando los datos 
moleculares otorgados por la plataforma GSE33630 de GEO (n=45) (Figura 18 B), validando 
de esta manera la determinación del ERK score en la población de PTCs de esta base de 
datos. 
 

 
 
Figura 18. La actividad de ERK se encuentra incrementada en PTCs respecto al tejido normal 
adyacente. Análisis del ERK score en muestras apareadas de tejido normal adyacente y PTC. A) Datos 
transcriptómicos de ARNseq se obtuvieron del TCGA (n=59). * P<0,0001 (Paired t test). B) Datos 
transcriptómicos de microarrays se obtuvieron de la plataforma GSE33630 de GEO (n=45). * 
P<0,0001 (Paired t test). El ERK score fue calculado en base al valor promedio de la expresión de 52 
genes para evaluar la activación de la vía de señalización MAPK/ERK. 

 
4.I.2.2. Niveles incrementados de ARNm de TLR4 se correlacionan con mayor grado de 
diferenciación tiroidea en PTCs que albergan la mutación BRAFV600E  

 La pérdida de diferenciación de la célula tiroidea juega un papel central en la 
progresión del cáncer de tiroides. La valoración de un parámetro denominado “score de 
diferenciación” otorgado por el TCGA (18), evalúa el grado de diferenciación tiroidea, 
confiriendo un score promedio para la expresión del ARNm de 16 genes relacionados al 
metabolismo y la función tiroidea normal. Si bien los PTCs se clasifican como tumores 
diferenciados, la utilización del score de diferenciación cobró gran relevancia al revelar que 
tumores portadores de la mutación BRAFV600E son robustamente más indiferenciados que 
tumores que presentan diferentes mutaciones en RAS. Además, tumores BRAFV600E positivos 
que presentan mutaciones en el promotor de una subunidad catalítica de la enzima 
Telomerasa, denominada Transcriptasa Reversa de la Telomerasa (TERT), son aún más 
indiferenciados que los tumores BRAFV600E positivos con expresión de TERT en estado nativo. 
Estos hallazgos sugieren que dentro de la clasificación de PTCs, aquellos tumores que 
albergan conjuntamente la mutación BRAFV600E y mutaciones en el promotor de TERT serían 
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potencialmente más agresivos (18). En base a estos antecedentes, se decidió estudiar si la 
expresión de TLR4 varía en función del grado de diferenciación en PTCs. Para ello, a partir de 
los datos moleculares de PTCs aportados por el TCGA (18) se realizó un análisis 
bioinformático de correlación entre la expresión de ARNm de TLR4 y el score de 
diferenciación en tumores que albergan la mutación BRAFV600E con o sin mutaciones en el 
promotor de TERT.  
 En acuerdo con la bibliografía, demostramos que la gran mayoría de los tumores que 
albergan la mutación BRAFV600E pertenecen a la categoría de tumores más indiferenciados 
(valores negativos de score) (Figura 19 A y B). El análisis de correlación entre los niveles de 
expresión de TLR4 y el score de diferenciación arrojó una asociación positiva no significativa 
(rs=0,1262, P=0, 0736) en el grupo de PTCs que alberga la mutación BRAFV600E con expresión 
de TERT en estado nativo (n=202) (Figura 19 A). Esta falta de significancia estadística podría 
deberse a la homogeneidad del score de diferenciación en este conjunto de tumores. Cabe 
mencionar que no se encontraron diferencias significativas al realizar un análisis 
comparativo entre los niveles de ARNm de TLR4 de PTCs BRAFV600E positivos con mutaciones 
en el promotor de TERT (n=32) y PTCs BRAFV600E positivos con expresión de TERT en estado 
nativo (n=202) (datos no mostrados). Sin embargo, al realizar en análisis de correlación 
entre la expresión de ARNm de TLR4 y el score de diferenciación en la población completa 
de PTCs BRAFV600E positivos (n=234) observamos una asociación positiva estadísticamente 
significativa (rs=0, 1436, P=0, 0302) (Figura 19 B). Estos resultados pusieron en evidencia que 
la expresión de TLR4 es mayor en PTCs BRAFV600E positivos más diferenciados y sugirieron 
que la sobreexpresión de TLR4 podría ocurrir en etapas iniciales de la tumorigénesis del PTC.  
 

 
 
Figura 19. Correlación positiva entre los niveles de ARNm de TLR4 y el grado de diferenciación 
tiroidea en PTCs BRAFV600E positivos. Análisis de correlación entre la expresión de ARNm de TLR4 y el 
score de diferenciación para: A) PTCs que albergan el oncogén BRAFV600E con expresión de TERT en 
estado nativo exclusivamente (n=202). P=0,0736 (Spearman’s correlation test). B) PTCs que albergan 
el oncogén BRAFV600E con o sin mutaciones en el promotor de TERT (n=234). P=0,0302 (Spearman’s 
correlation test). Datos transcriptómicos de ARNseq se obtuvieron del TCGA. El score de 
Diferenciación fue calculado en base al valor promedio de la expresión de 16 genes para evaluar el 
estado de desdiferenciación tiroidea. 
 

4.I.2.3. Los niveles de ARNm de TLR4 no varían en función del predictor de pronóstico 
MACIS en PTCs que albergan la mutación BRAFV600E  

 El sistema de estimación de pronóstico MACIS para el PTC es un método de 
estadificación ampliamente utilizado en la clínica. Asigna un score a los principales factores 
adversos involucrados y utiliza la suma de los scores para calcular el pronóstico. La letra “M” 
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describe si se presenta metástasis a distancia; la letra “A” se refiere a la edad al momento 
del diagnóstico del PTC; la letra “C” se refiere a si se realizó resección quirúrgica completa 
del tumor; la letra “I” describe si hubo invasión en áreas circundantes al cuello; la letra “S” 
hace referencia al tamaño tumoral. Dado que los PTCs son tumores bien diferenciados, la 
mayoría de los pacientes que presentan esta neoplasia pertenecen a la categoría de bajo 
riesgo (con un MACIS score menor a 6) (243) en comparación con los tumores anaplásicos y 
generalmente no presentan recidivas luego de la cirugía resectiva para el tumor. En base a 
lo anterior, nos propusimos investigar si la expresión de TLR4 varía en función del 
pronóstico en PTCs. Para ello, a partir de los datos moleculares aportados por el TCGA se 
realizó un análisis bioinformático de correlación entre la expresión de ARNm de TLR4 y el 
MACIS score, utilizando el grupo de tumores que albergan la mutación BRAFV600E, sin 
mutaciones en el promotor de TERT. Cabe aclarar que se decidió excluir los tumores 
BRAFV600E positivos con mutaciones en el promotor de TERT dado que estos tumores 
presentan un comportamiento tumoral diferente con menor grado de diferenciación 
tiroidea (18). 
 Observamos una asociación positiva no significativa (rs=0,1039, P=0,1548) entre los 
niveles de ARNm de TLR4 y el predictor de pronóstico MACIS (Figura 20) en la población de 
PTCs BRAFV600E positivos (n=212). La falta de significancia estadística podría deberse a las 
características de los pacientes, ya que los valores de MACIS score aportados en el TCGA 
eran bastante homogéneos y en su mayoría pertenecientes a la categoría de bajo riesgo 
(valores de score menores a 6). 
 

 
 
Figura 20. La expresión de TLR4 no varía en función del predictor de pronóstico MACIS. Análisis de 
correlación de la expresión de ARNm de TLR4 y el MACIS score en PTCs que albergan el oncogén 
BRAFV600E (n=212) (con expresión de TERT en estado nativo). P=0,1548 (Spearman’s correlation test). 
Los datos transcriptómicos de ARNseq y los valores de MACIS score se obtuvieron del TCGA. 

 
4.I.2.4. Niveles incrementados de ARNm de TLR4 se asocian con una menor sobrevida libre 
de enfermedad en pacientes con PTCs que albergan la mutación BRAFV600E  

 La sobrevida libre de enfermedad es un dato clínico ampliamente utilizado que indica 
el tiempo transcurrido en el cual un paciente que fue sometido a una cirugía para la 
resección de un tumor no presenta enfermedad detectable. Dado que la base de datos del 
TCGA ofrece la valoración de la supervivencia libre de enfermedad dentro de los datos 
aportados, nos propusimos investigar si existe una asociación entre los niveles de ARNm de 
TLR4 y este parámetro. 
 En primer lugar, antes de realizar el análisis de correlación se excluyó los tumores 
que presentaban mutaciones en el promotor de TERT. Seguidamente y dado que la 
expresión de TLR4 es muy heterogénea en PTCs BRAFV600E positivos (Figura 16), se decidió 
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dividir este grupo de tumores en dos subgrupos de acuerdo a si presentaban valores de 
expresión de ARNm de TLR4 por encima o por debajo de la mediana de la población para 
luego comparar la supervivencia libre de enfermedad entre estos dos nuevos subgrupos. De 
manera interesante, el subgrupo de pacientes cuyo tumores mostraban niveles altos de 
expresión de TLR4 (n=88) presentó menor supervivencia libre de enfermedad respecto al 
subgrupo de pacientes que mostraban niveles bajos de expresión de TLR4 (n=97) 
(TLR4Alto=26,63 meses vs TLR4Baja=31,24 meses, P=0,0071) (Figura 21). Estos resultados 
sugieren que la incrementada expresión de TLR4 podría constituir un potencial marcador de 
agresividad en PTCs que albergan la mutación BRAFV600E. 
 

 
 
Figura 21. Pacientes con PTCs BRAFV600E positivos que expresan niveles altos de TLR4 presentan 
menor supervivencia libre de enfermedad. Análisis de supervivencia libre de enfermedad en 
pacientes cuyos tumores albergan en oncogén BRAFV600E (con expresión de TERT en estado nativo) 
con niveles de ARNm de TLR4 bajos (TLR4Bajo, n=97) o altos (TLR4Alto, n=88). P=0,0071 (Mantel-Cox 
test). Los datos transcriptómicos de ARNseq y los valores de supervivencia libre de enfermedad se 
obtuvieron del TCGA. 

 
4.I.2. Conclusiones 

 Hemos demostrado una asociación positiva entre niveles aumentados de ARNm de 
TLR4 y la activación de MAPK/ERK, sugiriendo que la sobreexpresión de TLR4 podría estar 
comandada por la sobre-activación de la señalización MAPK/ERK inducida por diferentes 
oncogenes en el PTC. Evidenciamos que niveles incrementados de ARNm de TLR4 se asocian 
con mayor grado de diferenciación tiroidea al estudiar la población de PTCs que albergan la 
mutación BRAFV600E (con o sin mutaciones en el promotor de TERT), sugiriendo que la 
expresión de TLR4 es mayor en tumores más diferenciados. Sin embargo, hemos 
encontramos que pacientes con PTCs BRAFV600E positivos (con el promotor de TERT en 
estado nativo) que expresaban niveles altos de ARNm de TLR4 presentaron menor 
supervivencia libre de enfermedad en comparación con pacientes con tumores que 
mostraron niveles bajos del receptor. Además, hemos observado una modesta asociación 
positiva entre la expresión de TLR4 y el predictor de pronóstico MACIS. Estos resultados 
sugieren que el incremento de la expresión de TLR4 podría servir como un indicador de peor 
pronóstico o como marcador de agresividad en PTCs que alberguen la mutación BRAFV600E.  
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4.I.3. Oncogenes activantes de la vía de señalización MAPK/ERK inducen la expresión de 
TLR4 

 
 Como se comentó anteriormente, la activación de la vía RET-RAS-BRAF-MEK-ERK es 
crítica para la iniciación y/o progresión tumoral en el PTC (244). En este sentido, las 
alteraciones moleculares más prevalentes incluyen la mutación BRAFV600E (40-45%), 
mutaciones en RAS (10-20%) (NRASQ61K, HRASG12V y KRASG12D) y fusiones cromosomales de 
RET (10-20%) (RET/PTC1 y RET/PTC3) (60). A través del análisis de la base de datos TCGA, 
hemos demostrado niveles altos de ARNm de TLR4 en PTCs, respecto al tejido tiroideo no 
tumoral adyacente (Figura 15), sin evidenciar diferencias significativas entre grupos de 
tumores que albergan diferentes oncogenes (Figura 16). Estos resultados sugirieron que la 
sobreexpresión de TLR4 podría estar regulada por una vía común en el PTC. En 
consecuencia, decidimos continuar el estudio de la sobreexpresión de TLR4 focalizándonos 
sólo en tumores que albergan los oncogenes más prevalentes del PTC. Para ello, se 
realizaron diferentes ensayos in vitro utilizando la línea celular tiroidea de rata PCCL3 
modificada para la expresión condicional en respuesta a doxiciclina de las siguientes 
oncoproteínas: BRAFV600E (células PC/BRAFV600E), HRASG12V (células PC/HRASG12V) y RET/PTC3 
(células PC/PTC3). 
 
4.I.3.1. Expresión condicional de oncogenes en modelos celulares de PTC  

 Como primer abordaje metodológico para corroborar el funcionamiento de los 
sistemas celulares inducibles se semicuantificó la expresión de BRAF y HRAS mediante 
ensayos de western blot a partir de extractos proteicos totales de células PC/BRAFV600E y 
PC/HRASG12V tratadas por diferentes períodos de tiempo con doxiciclina. Efectivamente el 
tratamiento con esta tetraciclina, durante todos los tiempos ensayados, indujo un aumento 
significativo de la expresión proteica de BRAF y HRAS (Figura 22 A y B). 
Complementariamente, mediante ensayos de inmunofluorescencia se semicuantificó la 
expresión proteica de BRAF en células PC/BRAFV600E tratadas con doxiciclina durante 48 hs. 
Nuevamente, se observó un incremento significativo de la expresión proteica de BRAF en 
células tratadas con la droga (Figura 22 C). En su conjunto estos resultados demostraron un 
funcionamiento satisfactorio de los modelos celulares para la expresión condicional de las 
oncoproteínas BRAFV600E y HRASG12V. Además, se demostró mayor inducción de la expresión 
de los oncogenes luego de 48 hs de tratamiento con doxicilina respecto a 24 o 72 hs (Figura 
22 A y B). Por consiguiente, se decidió fijar el tiempo de tratamiento con doxiciclina para 
futuras determinaciones en 48 hs (al menos que se indique lo contrario).  
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Figura 22. El tratamiento con doxiciclina induce la expresión proteica de BRAFV600E y HRASG12V en 
modelos celulares de PTC. A) y B) Western Blots realizados a partir de extractos proteicos totales de 
células PC/BRAFV600E y PC/HRASG12V, respectivamente. Se muestran niveles de expresión de BRAF (95 
kDa) y HRAS (21 kDa) en respuesta al tratamiento con doxiciclina (Dox) (1 μg/ml) por diferentes 
tiempos. αActina (43 kDa) fue utilizada como control de carga. La cuantificación de los niveles 
proteicos de BRAF y RAS se expresan relativa al nivel de expresión de αActina. El nivel proteico de 
BRAF y RAS de células no tratadas se definió arbitrariamente como 1. Los resultados se muestran 
como veces de cambio con respecto a la expresión de BRAF o HRAS en células no tratadas. * P<0,05 
(unpaired Student’s t test). La imagen mostrada es representativa de tres experimentos realizados de 
manera independiente (n=2). C) Imágenes de inmunofluorescencia representativas evaluando la 
expresión proteica de BRAF (sc-166, Santa Cruz Biotechnology) en respuesta a la expresión de 
BRAFV600E inducida por doxiciclina (Dox) (1 μg/ml) durante 48 hs. Se muestra la superposición de 
imágenes obtenidas para la marcación inmunofluorescente de BRAF (verde) y la marcación 
fluorescente del núcleo con Dapi (azul). Las barras de escala representan 10 μm. La cuantificación de 
los niveles proteicos de BRAF se expresa relativa al número de células por campo microscópico 
(panel derecho). Los resultados se muestran como media ± DS.* P<0,05 vs células tratadas con 
vehículo (unpaired Student’s t test). El gráfico mostrado es representativo de tres experimentos 
realizados de manera independiente (n=6). 
 

 Estudios realizados sobre líneas celulares diferenciadas de tiroides demostraron que 
la expresión de los oncogenes BRAFV600E, HRASG12V y RET/PTC3 promueven la pérdida de 
marcadores de diferenciación como la acumulación de ioduro y la transición epitelio-
mesénquima (245, 246). Se reportó que la pérdida de la capacidad de acumular ioduro se 
debe a una disminución de la expresión proteica del transportador de Na+/I- (NIS) en la 
membrana plasmática de la célula tiroidea o a causa de una relocalización celular del 
transportador (245-247). En este sentido, mediante ensayos de captación de iodo 
radioactivo (131I) y análisis de inmunofluorescencia se decidió evaluar la desdiferenciación 
de la célula tiroidea inducida por la expresión condicional de los oncogenes BRAFV600E, 
HRASG12V y RET/PTC3. 
 En primer lugar, se evaluó el efecto de la expresión de los diferentes oncogenes 
sobre la captación de ioduro. Para ello, células PC/BRAFV600E, PC/HRASG12V y PC/PTC3 en 
estado basal (cultivadas 4 días en medio de cultivo carente de TSH y reducido en suero) 
fueron incubadas con doxiciclina (en presencia de TSH). Según lo esperado, se evidenció una 
disminución de la captación de ioduro luego de la inducción de la expresión de los 
oncogenes mediante el tratamiento con doxiciclina en las tres líneas celulares estudiadas 
(Figura 23 A). A modo de control, se utilizó perclorato (ClO4

-), inhibidor competitivo del 
transporte de ioduro mediado por NIS.  
 En consecuencia, se decidió evaluar si la disminución de la captación de ioduro se 
debe a una disminución de los niveles proteicos de NIS y/o a una redistribución de la 
proteína. Para ello, mediante ensayos de inmunofluorescencia indirecta estudiamos la 
expresión y localización celular de NIS en respuesta al tratamiento con doxiciclina en las 
líneas celulares PC/BRAFV600E, PC/HRASG12V y PC/PTC3. Como se especulaba, la inducción de 
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la expresión de los oncogenes mediante el tratamiento con la tetraciclina produjo una 
redistribución de NIS desde la membrana plasmática hacia el citoplasma celular en las tres 
líneas celulares evaluadas (Figura 23 B). Además, el nivel de expresión proteica de NIS fue 
significativamente menor luego del tratamiento con doxiciclina en la línea celular PC/PTC3 
(Figura 23 B). Sin embargo, no se evidenciaron cambios significativos en la expresión 
proteica de NIS, a los tiempos estudiados, en las líneas PC/BRAFV600E y PC/HRASG12V (Figura 
23 B). En su conjunto, estos resultados demostraron un satisfactorio funcionamiento de los 
modelos celulares ya que se confirmó la pérdida de la diferenciación de la célula tiroidea 
mediada por la expresión condicional de los oncogenes en estudio.  
 

 
 

 

 

 
 
Figura 23. La expresión condicional de oncogenes disminuye la captación de ioduro e induce una 
redistribución de NIS en modelos celulares de PTC. A) Análisis de la captación de ioduro en células 
PC/BRAFV600E, PC/HRASG12V y PC/PTC3. Células en estado basal fueron tratadas con doxiciclina (Dox) 
(1 μg/ml) durante 48 hs. El Perclorato (ClO4

-) (80 μmol/l) se utilizó como inhibidor competitivo del 
transporte de ioduro mediado por NIS. Los resultados (media ± DS) se expresan en pmoles de 
ioduro/μg de ADN (pmol I-/μg ADN) y corresponden a un experimento representativo de dos 
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experimentos independientes (n=4). *** P<0,001 vs células tratadas con vehículo (one-way ANOVA, 
Newman-Keuls test). B) Imágenes representativas de inmunofluorescencia evaluando la expresión 
proteica de NIS en respuesta a la expresión de BRAFV600E, HRASG12V o RET/PTC3 inducida por 
doxiciclina (Dox) (1 μg/ml) durante 48 hs. Se muestra la superposición de imágenes obtenidas para la 
marcación inmunofluorescente de NIS (verde) y la marcación fluorescente del núcleo con Dapi (azul). 
La cuantificación de los niveles proteicos de NIS se expresa relativa al número de células por campo 
microscópico (paneles derechos). Los resultados se muestran como media ± SEM y corresponden a 
dos experimentos independientes (n=6). * P<0,05 vs células tratadas con vehículo (unpaired 
Student’s t test).  

 
4.I.3.2. La expresión condicional de oncogenes promotores de PTC induce la expresión de 
TLR4 

 Para investigar el efecto de la expresión de los oncogenes más prevalentes del PTC 
sobre la expresión de TLR4, se evaluaron los cambios en los niveles de ARNm de TLR4 en 
respuesta a la inducción de la expresión de las oncoproteínas mediante análisis de RT-PCR a 
tiempo real. Sorprendentemente, células PC/BRAFV600E, PC/HRASG12V y PC/PTC3 tratadas con 
doxiciclina mostraron un incremento significativo de los niveles de ARNm de TLR4 (Figura 24 
A). Cabe mencionar, a modo de control, que no se evidenciaron cambios significativos en los 
niveles de ARNm de TLR4 luego del tratamiento con doxiciclina en células PCCL3 nativas que 
no contienen expresión de genes heterólogos (datos no mostrados). 
 Adicionalmente, se semicuantificó la expresión proteica de TLR4 mediante ensayos 
de western blot a partir de extractos proteicos totales de células PC/BRAFV600E, PC/HRASG12V 

y PC/PTC3 tratadas o no con doxiciclina. La expresión de TLR4 fue detectada en condiciones 
basales en todas las líneas celulares (Figura 24 B). Coincidentemente, demostramos que la 
expresión de los oncogenes en estudio incrementa significativamente los niveles proteicos 
de TLR4 (Figura 24 B). De manera similar, la transfección transiente de un vector de 
expresión para el oncogén BRAFV600E en la línea tiroidea humana no tumoral Nthy-ori 3-1 
durante un período de 48 hs incrementó significativamente los niveles de expresión proteica 
de TLR4 en comparación con células transfectadas con un vector vacío (Figura 24 B). La 
determinación de la fosforilación de ERK (pERK) se utilizó como control de la señalización 
gatillada por los oncogenes en estudio (Figura 24 B). Sin embargo, el modesto incremento 
de pERK en células PC/HRASG12V y PC/PTC3 tratadas con doxiciclina, como se mencionó 
anteriormente, podría estar asociado a un efecto de retroalimentación negativa de la vía de 
señalización en estas células (Figura 5).  
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Figura 24. La expresión condicional de oncogenes incrementa los niveles de expresión de TLR4 en 
modelos celulares de PTC. A) Evaluación de los niveles de ARNm de TLR4 por RT/qPCR. El ARN total 
se extrajo de células PC/BRAFV600E, PC/HRASG12V y PC/PTC3 tratadas o no con doxiciclina (Dox) (1 
μg/ml) durante 48 hs. Los niveles de ARNm de TLR4 se grafican relativamente a la expresión de β-
Actina. Los resultados (media ± DS) se indican como veces de cambio con respecto al ARNm de TLR4 
de células tratadas con vehículo. * P<0,05 y ** P<0,01 vs células tratadas con vehículo (unpaired 
Student’s t test). El gráfico mostrado es representativo de tres experimentos realizados de manera 
independiente (n=3). B) Western Blots realizados a partir de extractos proteicos totales de células 
PC/BRAFV600E, PC/HRASG12V, PC/PTC3 y Nthy-ori 3-1. Se muestran niveles de expresión de TLR4 
(130/110 kDa) en respuesta a la expresión de BRAFV600E, HRASG12V o RET/PTC3 inducida por 
doxiciclina (Dox) (1 μg/ml) durante 48 hs o en respuesta a la transfección transiente del vector de 
expresión para BRAFV600E humano durante 48 hs. La fosforilación de ERK (pERK) (42/44 kDa) indica la 
señalización gatillada por los oncogenes. GAPDH (37 kDa) fue utilizada como control de carga. La 
cuantificación de los niveles proteicos de TLR4 se expresa relativa al nivel de expresión de GAPDH. El 
nivel de expresión de TLR4 en células no tratadas o células Nthy-ori 3-1 transfectadas con el vector 
vacío se definió arbitrariamente como 1. Los resultados se expresan como veces de cambio con 
respecto a la expresión de TLR4 en células no tratadas o en células transfectadas con el vector vacío. 
* P<0,05 vs células no tratadas o células transfectadas con el vector vacío (unpaired Student’s t test). 
La imagen mostrada es representativa de tres experimentos realizados de manera independiente 
(n=2). 

 
 La expresión proteica de TLR4 fue identificada principalmente en la membrana 
plasmática de sistemas celulares fenotípicamente respondedores a su ligando exógeno LPS 
(248). Sin embargo, en diferentes líneas celulares o tejidos capaces de responder a la 
endotoxina se demostró una localización intracelular del mencionado receptor (135).  
 Mediante inmunofluorescencia indirecta en células PC/BRAFV600E, PC/HRASG12V y 
PC/PTC3 no permeabilizadas, se estudió la expresión de TLR4. En el análisis microscópico se 
observó tinción positiva de TLR4, sugiriendo una localización confinada a la membrana 
plasmática tanto en células en condiciones basales como en células tratadas con doxiciclina 
(Figura 25). Además, como se especulaba, se evidenció un incremento significativo de la 
expresión proteica de TLR4 luego de la expresión condicional de los oncogenes mediante el 
tratamiento con doxiciclina (Figura 25). 
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Figura 25. La expresión condicional de oncogenes incrementa los niveles proteicos de TLR4 en la 
membrana plasmática en modelos celulares de PTC. Imágenes representativas de 
inmunofluorescencia evaluando la expresión proteica de TLR4 (ab-22048, Abcam) en condiciones no 
permeabilizadas en respuesta a la expresión de BRAFV600E, HRASG12V o RET/PTC3 inducida por 
doxiciclina (Dox) (1 μg/ml) durante 48 hs. Se muestra la superposición de imágenes obtenidas para la 
marcación inmunofluorescente de TLR4 (rojo) y la marcación fluorescente del núcleo con Dapi (azul). 
Las barras de escala representan 10 μm. La cuantificación de los niveles proteicos de TLR4 se expresa 
relativa al número de células por campo microscópico (paneles derechos). Los resultados se 
muestran como media ± SEM y corresponden a tres experimentos independientes (n=6).* P<0,05 y 
*** P<0,001 vs células tratadas con vehículo (unpaired Student’s t test).  

 
4.I.3.3. Los PTCs desarrollados en ratones transgénicos con expresión de BRAFV600E en la 
célula folicular tiroidea presentan niveles incrementados de TLR4 

 Como se mencionó anteriormente, la mutación más frecuente del PTC es la mutación 
BRAFV600E, la cual confiere peor pronóstico en comparación con otros oncogenes (18). Un 
número creciente de reportes demuestran que BRAFV600E se correlaciona con metástasis, 
recurrencia tumoral (249) y mayor mortalidad (250). Además, BRAFV600E estimula más 
activamente la vía de invasión dependiente de MEK a través de la expresión de 
metaloproteinasas de matriz en comparación con RET/PTC, lo que en parte, podría explicar 
el fenotipo más agresivo (245). Se cree que la mutación BRAFV600E ocurre tempranamente en 
el desarrollo del PTC ya que está presente en microcarcinomas papilares que constituyen 
una etapa temprana de este tipo de cáncer (251). En correlación, el desarrollo de ratones 
transgénicos Tg-BRAFV600E con expresión de BRAFV600E dirigida específicamente a células 
tiroideas (bajo el control del promotor de tiroglobulina) promueve el desarrollo de PTC con 
características morfológicas y fenotípicas similares al PTC humano y además dan progresión 
a PDTC. La utilización de este modelo de PTC demostró que el oncogén BRAFV600E podría 
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servir como un iniciador tumoral y que a su vez promueve la progresión tumoral hacia un 
fenotipo indiferenciado (65). En base a estos antecedentes, se decidió evaluar el impacto de 
la actividad oncogénica de BRAFV600E sobre la expresión de TLR4 in vivo, utilizando ratones 
transgénicos Tg-BRAFV600E.  
 En primer lugar, se obtuvieron cortes de tejido tiroideo de ratones transgénicos para 
la expresión de BRAFV600E y ratones controles no transgénicos de la misma camada a 
diferentes edades (5, 12 y 30 semanas) y se procedió a evaluar mediante 
inmunohistoquímica la expresión proteica de TLR4. En concordancia con los resultados 
obtenidos a partir de microarrays de tejidos tiroideos humanos (Figura 11 A y B), 
demostramos niveles incrementados de TLR4 en todos los PTCs provenientes de ratones 
transgénicos en comparación con el tejido tiroideo normal de ratones controles a las 
mismas semanas de edad (datos no mostrados). Sin embargo, el mayor incremento de la 
densidad de tinción de TLR4 se evidenció en los PTCs provenientes de ratones transgénicos 
de 5 semanas de edad (Figura 26 A). Complementariamente, evaluamos la expresión de 
ARNm de TLR4 mediante PCR a tiempo real a partir de muestras de PTCs de ratones 
transgénicos (n=8) y tejidos tiroideos de ratones controles (n=7) de las mismas camadas a 
las 5 semanas de edad. De acuerdo con lo obtenido en la expresión proteica de TLR4, 
observamos un incremento significativo en los niveles de ARNm de TLR4 en los PTCs de 
ratones transgénicos en comparación con el tejido normal tiroideo de ratones controles 
(Figura 26 B). En conjunto, estos resultados sugieren que la sobreexpresión de TLR4 podría 
ser un evento que ocurre en etapas tempranas de la iniciación tumoral del PTC. Además, el 
progresivo descenso de la expresión de TLR4 observado en PTCs de ratones transgénicos a 
edades avanzadas (datos no mostrados) sugiere que la sobreexpresión de TLR4 podría estar 
en dependencia continua de la actividad oncogénica de BRAFV600E. Estos hallazgos podrían 
explicarse debido a la limitante particular de este modelo animal de PTC ya que a medida 
que el tumor progresa la desdiferenciación tiroidea produce una disminución de la actividad 
del promotor de tiroglobulina y en consecuencia provoca el descenso de los niveles de 
expresión de BRAFV600E (65).  
 

 
 
Figura 26. La expresión de BRAFV600E dirigida al tejido tiroideo de ratones transgénicos incrementa 
los niveles de expresión de TLR4. A) Imágenes representativas de cortes histológicos, a 400x de 
magnificación, correspondientes a tejidos tiroideos de ratones controles (n=5) y ratones 
transgénicos (Tg-BRAFV600E) (n=6) de 5 semanas de edad, mostrando los niveles de expresión 
proteica de TLR4 evaluados por inmunohistoquímica utilizando un anticuerpo monoclonal de ratón 
anti-TLR4 (ab-22048, Abcam). Las barras de escala representan 20 μm. La cuantificación de los 
niveles proteicos de TLR4 se expresa relativa al número de células de las secciones de tejidos (panel 
derecho). Los resultados se muestran como mediana y rango intercuartil. *** P<0,001 vs control 
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(Mann-Whitney t test). B) Evaluación de los niveles de ARNm de TLR4 por RT/qPCR. El ARN total se 
extrajo de tejidos tiroideos de ratones controles (n=7) y ratones transgénicos (Tg-BRAFV600E) (n=8) de 
5 semanas de edad. Los niveles de ARNm de TLR4 se grafican relativos a la expresión de β-Actina. La 
cuantificación de los niveles de ARNm de TLR4 se expresa como mediana y rango intercuartil y se 
indica como veces de cambio con respecto al ARNm de TLR4 de ratones controles. * p<0.05 vs 
control (Mann-Whitney t test). 

 
4.I.3. Conclusiones 

 Nuestros resultados demostraron que los oncogenes promotores de cáncer de 
tiroides más prevalentes inducen el incremento de la expresión proteica y de ARNm de TLR4 
in vitro. En correlación, hemos demostrado que TLR4 está altamente expresado en tumores 
tiroideos en un modelo murino de PTC BRAFV600E positivo.  
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4.I.4. Expresión funcional de TLR4 en modelos celulares de cáncer de tiroides 

 
4.I.4.1. La expresión condicional de oncogenes promotores de PTC induce la activación de 
la vía de señalización de NF-κB 

 Como se mencionó anteriormente, la señalización de NF-κB desempeña un 
importante rol sobre la carcinogénesis tiroidea a través de su contribución a la inhibición de 
la apoptosis (158), la inducción de un estado inflamatorio crónico (158, 252) y la promoción 
de la invasividad tumoral (253). Se describió que las proteínas oncogénicas RET/PTC, RAS y 
BRAF pueden inducir la activación de NF-κB en carcinomas tiroideos, reportándose además 
actividad constitutiva de NF-κB particularmente en tumores tiroideos anaplásicos (158). Sin 
embargo, el mecanismo por el cual incrementa la actividad de NF-κB en tumores tiroideos 
aún no fue definido. En base a estos antecedentes, se decidió evaluar la activación de NF-κB 
en función de la expresión condicional de los oncogenes en los modelos celulares de PTC. 
Para ello, células PC/BRAFV600E, PC/HRASG12V y PC/PTC3 fueron transfectadas 
transientemente con un vector de respuesta a la actividad de NF-κB (5x κB-Luc) y luego se 
realizó el tratamiento con doxiciclina durante 48 hs. Como se especulaba, la inducción de la 
expresión de los oncogenes mediante la utilización de la tetraciclina produjo un incremento 
significativo de la actividad transcripcional del vector (Figura 27). Estos resultados 
confirmaron que los oncogenes BRAFV600E, HRASG12V y RET/PTC3 producen la activación de la 
vía de señalización de NF-κB.  
 

 
 

 
 
Figura 27. La expresión condicional de oncogenes incrementa la actividad de la señalización de NF-
κB en modelos celulares de PTC. Células PC/BRAFV600E, PC/HRASG12V y PC/PTC3 fueron transfectadas 
con el vector reportero de la actividad de NF-κB (5x κB-Luc) (panel superior) 5’- GGGRNWYYCC -3’ (N: 
cualquier base, R: purina, W: adenina o timina, Y: pirimidina). Se cotransfectó el vector de expresión 
de β-galactosidasa (β-gal) para normalizar los resultados. Luego de la transfección, las células fueron 
incubadas con doxiciclina (Dox) (1 μg/ml) durante 48 hs. La cuantificación de la actividad de 
luciferasa se expresa relativa a la actividad de β-galactosidasa. Los resultados (media ± SEM) se 
indican como veces de cambio con respecto a la actividad transcripcional de células tratadas con 
vehículo y corresponden a cuatro experimentos independientes (n=3). *** P<0,001 vs células 
tratadas con vehículo (unpaired Student’s t test).  

 
 Adicionalmente, mediante inmunofluorescencia demostramos que la inducción de la 
expresión del oncogén BRAFV600E mediante el tratamiento con doxiciclina en células 
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PC/BRAFV600E produce el reclutamiento nuclear de la subunidad p65, sin modificación de los 
niveles proteicos totales (Figura 28).  
 

 
 
Figura 28. La expresión condicional del oncogén BRAFV600E induce el reclutamiento nuclear de p65. 
Imágenes representativas de inmunofluorescencia evaluando la expresión proteica de p65 (#4764, 
Cell Signaling) en respuesta a la expresión de BRAFV600E inducida por doxiciclina (Dox) (1 μg/ml) 
durante 48 hs. Se muestra la superposición de imágenes obtenidas para la marcación 
inmunofluorescente de p65 (rojo) y la marcación fluorescente del núcleo con Dapi (azul). Las barras 
de escala representan 10 μm. La cuantificación de los niveles proteicos de p65 se expresa relativa al 
número de células por campo microscópico (panel derecho). Los resultados se muestran como 
media ± SEM y corresponden a dos experimentos realizados de manera independiente (n=6). 

 
4.I.4.2. La señalización de TLR4 potencia la activación de NF-κB inducida por el oncogén 
BRAFV600E 

 Todos los TLRs señalizan a través de la activación del factor de transcripción NF-κB 
(254). Para investigar si la señalización de TLR4 contribuye a la actividad transcripcional de 
NF-κB en células que expresan el oncogén BRAFV600E, se evaluó la activación de NF-κB 
mediante el clásico experimento de ensayo de reportero en respuesta al tratamiento con 
doxiciclina y/o LPS. De igual manera que en el experimento anterior, se transfectó 
transientemente el vector 5x κB-Luc en células PC/BRAFV600E. Luego las células fueron 
incubadas con doxiciclina por 48 hs y durante las últimas 24 hs de tratamiento se incubó con 
LPS y el inhibidor específico de NF-κB, BAY 11-7082. Como era esperado, se observó un 
incremento significativo de la actividad transcripcional del vector reportero en repuesta al 
tratamiento con doxiciclina (Figura 29). Sorprendentemente, la estimulación de TLR4 
mediante el tratamiento con LPS potenció significativamente la activación de NF-κB inducida 
por el oncogén BRAFV600E (Figura 29). Se observó una inhibición significativa del efecto de 
LPS en presencia de BAY 11-7082, confirmando la participación de NF-κB como mediador de 
la señalización inducida por la activación de TLR4. Sin embargo, células en condiciones 
basales no incrementaron la actividad transcripcional del reportero luego del tratamiento 
con LPS (Figura 29), posiblemente debido a la baja expresión de TLR4 en la membrana 
celular de esta línea celular en condiciones basales (Figura 25). Si bien el propio oncogén 
BRAFV600E es capaz de señalizar a través de NF-κB por un mecanismo aún desconocido, este 
resultado demuestra que la estimulación de TLR4 potencia la activación de la vía de 
señalización de NF-κB en células que albergan la mutación BRAFV600E.  
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Figura 29. Células PC/BRAFV600E responden a la activación de TLR4 potenciando la señalización de 
NF-κB. A) Células PC/BRAFV600E fueron transfectadas con el vector reportero de la actividad de NF-κB 
(5x κB-Luc) (panel superior) 5’- GGGRNWYYCC -3’ (N: cualquier base, R: purina, W: adenina o timina, 
Y: pirimidina). Se cotransfectó el vector de expresión de β-galactosidasa (β-gal) para normalizar los 
resultados. Luego de la transfección, las células fueron incubadas con doxiciclina (Dox) (1 μg/ml) por 
48 hs y con LPS (1000 ng/ml) y BAY 11-7082 (4 μM) durante las últimas 24 hs del tratamiento. El 
inhibidor de NF-κB, BAY 11-7082 fue utilizado como control de especificidad de la activación de la vía 
de señalización. La cuantificación de la actividad de luciferasa se expresa relativa a la actividad de β-
galactosidasa. Los resultados (media ± DS) se indican como veces de cambio con respecto a la 
actividad transcripcional de células tratadas con vehículo. *** P<0,001 vs células tratadas con 
vehículo, # P<0,05 vs misma condición en ausencia de LPS, ƗƗ  P<0,01 y ƗƗƗ P<0,001 vs misma condición 
en ausencia de BAY 11-7082 (one-way ANOVA, Newman-Keuls test). El gráfico mostrado es 
representativo de tres experimentos realizados de manera independiente (n=4).  

 
 Con el propósito de reforzar las observaciones anteriores se decidió evaluar si la 
señalización de TLR4 induce la expresión de genes blancos conocidos de la señalización de 
NF-κB en células que expresan el oncogén BRAFV600E. Para ello, células PC/BRAFV600E fueron 
incubadas con doxiciclina por 48 hs y durante las últimas 24 hs del tratamiento con LPS y el 
inhibidor BAY 11-7082. Luego se extrajo el ARN total y mediante análisis de RT-PCR en 
tiempo real se determinaron los niveles de expresión de ARNm de interleuquina 6 (IL-6) y 
óxido nítrico sintasa inducible (iNOS), dos genes que dependientes de NF-κB. En correlación 
con el incremento de la actividad transcripcional de NF-κB inducido por la activación de 
TLR4, el tratamiento con LPS indujo un aumento significativo de los niveles de ARNm de IL-6 
e iNOS en células que expresan el oncogén BRAFV600E (Figura 30 A y B). Además, la inducción 
de la expresión de IL-6 e iNOS fue revertida por el tratamiento con el inhibidor BAY 11-7082 
(Figura 30 A y B), confirmando la participación de NF-κB como mediador de la inducción de 
la expresión de estos genes. 
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Figura 30. Células PC/BRAFV600E responden a la activación de TLR4 induciendo la expresión de 
genes blancos de la señalización de NF-κB. Evaluación de los niveles de ARNm de IL-6 (A) e iNOS (B) 
por RT/qPCR. El ARN total se extrajo de células PC/BRAFV600E tratadas con doxiciclina (Dox) (1 μg/ml) 
por 48 hs. El tratamiento con LPS (1000 ng/ml) y BAY 11-7082 (4 μM) se realizó durante las últimas 
24 hs. El inhibidor de NF-κB, BAY 11-7082 fue utilizado como control de especificidad de la activación 
de la vía de señalización. Los niveles de ARNm de IL-6 e iNOS se grafican relativamente a la expresión 
de β-Actina. Los resultados (media ± DS) se indican como veces de cambio con respecto al ARNm de 
IL-6 e iNOS en células tratadas con vehículo. ** P<0,01 y *** P<0,001 vs células tratadas con 
vehículo. ### P<0,001 vs misma condición en ausencia del inhibidor (one-way ANOVA, Newman-Keuls 
test). Los gráficos mostrados son representativos de tres experimentos realizados de manera 
independiente (n=3). 

 
4.I.4.3. TLR4 se expresa en líneas tumorales tiroideas humanas que albergan la mutación 
BRAFV600E 

 Como se mencionó anteriormente, el oncogén BRAFV600E es el evento genético 
observado con mayor frecuencia (45-55%) en los PTCs (221). La mutación BRAFV600E no fue 
identificada en pacientes con FTC, sin embargo se encuentra en el 20-25% de los ATCs 
posiblemente originados de PTCs preexistentes (5). Por tal motivo se decidió estudiar la 
expresión funcional de TLR4 en células humanas derivadas de PTC (BCPAP) y ATC (8505c y 
KTC2) que albergan la mutación BRAFV600E (confirmada mediante secuenciamiento génico). 
Para ello, en primer lugar se determinó la expresión proteica de TLR4 en las tres líneas 
tumorales tiroideas mediante ensayos de western blot. Se utilizó como control positivo 
proteínas totales purificadas de células PC/BRAFV600E tratadas o no con doxiciclina. 
Observamos una robusta expresión de TLR4 en todas las líneas tumorales analizadas (Figura 
31). Sorprendentemente, la expresión basal de TLR4 fue significativamente mayor en las 
líneas anaplásicas (8505c y KTC2) respecto a la línea de tumor papilar (BCPAP) (Figura 31). 
No se hallaron diferencias en los niveles de expresión de BRAF entre las líneas tumorales 
humanas; sin embargo se evidenció un significativo incremento de la fosforilación de ERK 
(pERK) basal en ambas líneas anaplásicas (Figura 31), sugiriendo una vez más que la 
expresión de TLR4 podría estar asociada a una activación exacerbada de la vía de 
MAPK/ERK.  
 



Resultados 

75 
 

 
 
Figura 31. TLR4 se expresa en líneas tumorales tiroideas humanas BRAFV600E positivas. Western Blot 
realizado a partir de extractos proteicos totales de células BCPAP, 8505c y KTC2 en estado basal. Se 
muestran los niveles de expresión de TLR4 (130/110 kDa). Se utilizó como control positivo la línea 
celular PC/BRAFV600E tratada o no con doxiciclina (Dox) (1 μg/ml) durante 48 hs. La fosforilación de 
ERK (pERK) (42/44 kDa) indica la señalización gatillada por el oncogén. GAPDH (37 kDa) fue utilizada 
como control de carga. La cuantificación de los niveles proteicos de TLR4 se expresa relativa al nivel 
de expresión de GAPDH. El nivel de expresión de TLR4 en células BCPAP o en células PC/BRAFV600E no 
tratadas se definió arbitrariamente como 1. Los resultados se expresan como veces de cambio 
(media ± DS) con respecto a la expresión de TLR4 en células BCPAP o en PC/BRAFV600E no tratadas. * 
P<0,05 vs células BCPAP (one-way ANOVA, Newman-Keuls test). * P<0,05 vs células PC/BRAFV600E no 
tratadas (unpaired Student’s t test). La imagen mostrada es representativa de tres experimentos 
realizados de manera independiente (n=2). 

 
4.I.4.4. La activación de TLR4 induce la vía de señalización de NF-κB en células BCPAP de 
PTC humano  

 Con el objetivo de evaluar la funcionalidad de TLR4 en células BCPAP de PTC humano 
portadoras de la mutación BRAFV600E, se evaluó la activación de NF-κB mediante el clásico 
experimento de ensayo de reportero en respuesta a LPS. Además, se decidió evaluar la 
participación de los principales adaptadores intracelulares de la vía de NF-κB en el efecto 
desencadenado por LPS a través de la utilización de diferentes construcciones que codifican 
a proteínas con propiedades de dominantes negativas capaces de suplantar a las proteínas 
endógenas de la vía de señalización. Experimentalmente, células BCPAP fueron 
transfectadas de forma transiente con: el vector reportero de NF-κB (5x κB-Luc), un vector 
vacío, dos construcciones que expresan proteínas dominantes negativas incapaces de 
inducir señalización: Δ670-835 TLR4 (presenta el extremo carboxilo terminal delecionado) y 
Δ152-296 MyD88 (presenta el motivo de unión a TLR4 delecionado), y un vector de 
expresión codificando la mutante IκB-α AA (carente de las serinas 32 y 36 insensible a la 
fosforilación/degradación). Luego de un período de 24 hs, las células transfectadas fueron 
tratadas con LPS y BAY 11-7082 durante 24 hs. Como se especulaba, la estimulación con LPS 
(100 y 1000 ng/ml) mostró una inducción significativa de la actividad transcripcional del 
constructo 5x κB-Luc (Figura 32), confirmando la funcionalidad del receptor TLR4 en esta 
línea celular. Por otro lado, la especificidad del ensayo fue verificada por la inhibición de la 
activación de la señalización de NF-κB utilizando BAY 11-7082 (Figura 32). Además, como se 
puede observar en la Figura 32, en presencia de las proteínas dominantes negativas Δ670-
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835 TLR4 y Δ152-296 MyD88 y la mutante IκB-α AA el tratamiento con LPS fue incapaz de 
inducir la señalización de NF-κB. En su conjunto, estos resultados sugirieron que la vía de 
señalización TLR4/MyD88/IκB-α/NF-κB se encuentra funcionalmente conservada en esta 
línea celular de PTC humano. 
 

 
 

 
 
Figura 32. La activación de TLR4 induce la señalización de NF-κB en células BCPAP. Células BCPAP 
fueron transfectadas con el vector 5x κB-Luc (panel superior) 5’- GGGRNWYYCC -3’ (N: cualquier 
base, R: purina, W: adenina o timina, Y: pirimidina), el vector vacío, vectores de expresión para las 
dominantes negativas de TLR4 y MyD88 (Δ670-835 TLR4 y Δ152-296 MyD88) y el vector de expresión 
para la mutante de IκB-α insensible a la fosforilación/degradación (IκB-α AA). Se cotransfectó el 
vector de expresión de β-galactosidasa (β-gal) para normalizar los resultados. Luego de 24 hs de la 
transfección, las células fueron incubadas con LPS a concentraciones crecientes (10-1000 ng/ml) y 
BAY 11-7082 (4 μM) durante 24 hs. La cuantificación de la actividad de luciferasa se expresa relativa 
a la actividad de β-galactosidasa. Los resultados (media ± DS) se indican como veces de cambio con 
respecto a la actividad de células tratadas con vehículo en las mismas condiciones. * P<0,05 y ** 
P<0,01 vs células tranfectadas con el vector vacío y tratadas con vehículo, # P<0,05 y ### P<0,001 vs 
misma condición en células transfectadas con el vector vacío (one-way ANOVA, Newman-Keuls test). 
El gráfico mostrado es representativo de tres experimentos realizados de manera independiente 
(n=4). 

 
 Adicionalmente, en células BCPAP se evaluó si la señalización de TLR4 induce la 
expresión de genes blancos para la señalización de NF-κB. Para ello, células BCPAP fueron 
incubadas con LPS y el inhibidor BAY 11-7082 durante 24 hs, luego se extrajo el ARN total y 
mediante análisis de RT-PCR a tiempo real se determinaron los niveles de expresión de 
ARNm de IL-6 e iNOS. Como era de esperar, el tratamiento con LPS indujo un incremento 
significativo de los niveles de ARNm de IL-6 e iNOS (Figura 33 A y B). Estos resultados están 
en correlación con el incremento de la actividad transcripcional de NF-κB en respuesta a la 
activación de TLR4 (Figura 32). Además, se confirmó la participación de NF-κB como 
mediador de la inducción de la expresión de estos genes ya que el tratamiento con BAY 11-
7082 revirtió el efecto observado (Figura 33 A y B). 
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Figura 33. La activación de TLR4 incrementa los niveles de ARNm de IL-6 e iNOS en células BCPAP. 
Evaluación de los niveles de ARNm de IL-6 (A) e iNOS (B) por RT/qPCR. El ARN total se extrajo de 
células BCPAP incubadas con LPS (1000 ng/ml) y BAY 11-7082 (4 μM) durante 24 hs. El inhibidor de 
NF-κB, BAY 11-7082 fue utilizado como control específico de la activación de la vía de señalización. 
Los niveles de ARNm de IL-6 e iNOS se grafican relativamente a la expresión de β-Actina. Los 
resultados (media ± DS) se indican como veces de cambio con respecto al ARNm de células tratadas 
con vehículo y corresponden a un experimento representativo de tres experimentos realizados de 
manera independiente (n=3). *** P<0,001 vs células tratadas con vehículo, ### P<0,001 vs células 
tratadas con LPS (one-way ANOVA, Newman-Keuls test). 

 
4.I.4.5. La señalización de TLR4 activa la vía de señalización de NF-κB en células 8505c y 
KTC2 de ATC humano  

 Para investigar si células derivadas ATC humano que albergan la mutación BRAFV600E 
responden a la estimulación de TLR4, se extendió la evaluación de la activación de la vía de 
señalización de NF-κB en respuesta a LPS utilizando las líneas celulares 8505c y KTC2. Para 
ello, células 8505c y KTC2 fueron transfectadas de forma transiente con el vector reportero 
de la actividad de NF-κB (5x κB-Luc) y constructos que codifican a proteínas con actividad 
dominante negativa de igual manera que se realizó en la línea celular BCPAP. La 
estimulación con LPS (10-1000 ng/ml) en ambas líneas celulares incrementó 
significativamente la actividad transcripcional de constructo 5x κB-Luc, mientras que este 
efecto fue impedido al utilizar el inhibidor BAY 11-7082 y al expresar las mutantes no 
funcionales de TLR4, MyD88 e IκB-α, anteriormente mencionadas (Figura 34) Estos 
resultados sugirieren que la vía de señalización TLR4/MyD88/IκB-α/NF-κB también se 
encuentra funcionalmente conservada en estas líneas de ATC humano. 
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Figura 34. La activación de TLR4 induce la señalización de NF-κB en células 8505c y KTC2. Células 
8505c (A) y KTC2 (B) fueron transfectadas con el vector 5x κB-Luc (panel superior) 5’- GGGRNWYYCC 
-3’ (N: cualquier base, R: purina, W: adenina o timina, Y: pirimidina), el vector vacío, vectores de 
expresión para las dominantes negativas de TLR4 y MyD88 (Δ670-835 TLR4 y Δ152-296 MyD88) y el 
vector de expresión para la mutante de IκB-α insensible a la fosforilación/degradación (IκB-α AA). Se 
cotransfectó el vector de expresión de β-galactosidasa (β-gal) para normalizar los resultados. Luego 
de 24 hs de la transfección, las células fueron incubadas con LPS a concentraciones crecientes (10-
1000 ng/ml) y BAY 11-7082 (4 μM) durante 24 hs. La cuantificación de la actividad de luciferasa se 
expresa relativa a la actividad de β-galactosidasa. Los resultados (media ± DS) se indican como veces 
de cambio con respecto a la actividad de células tratadas con vehículo y en las mismas condiciones. 
** P<0,01, *** P<0,001 vs células tratadas con vehículo, # P<0,05, ## P<0,01, ### P<0,001 vs células 
transfetadas con el vector vacío tratadas con LPS (one-way ANOVA, Newman-Keuls test). Los gráficos 
mostrados son representativos de dos experimentos realizados de manera independiente (n=4). 
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4.I.4.6. La señalización de TLR4 incrementa la migración celular en líneas tumorales 
tiroideas humanas con actividad oncogénica BRAFV600E 

 La capacidad de un tumor en generar metástasis depende entre otros factores de la 
capacidad de la célula tumoral de degradar tejido extracelular, migrar, invadir y generar 
angiogénesis. La expresión del oncogén BRAFV600E en la célula tumoral tiroidea se asoció con 
una mayor producción de metaloproteinasas e invasión celular dependiente de la activación 
de la vía de señalización de NF-κB (160). En este sentido, se decidió evaluar la migración 
celular mediante ensayos de cierre de la herida (wound-healing assays). 
Experimentalmente, células BCPAP y 8505c se cultivaron en monocapa hasta alcanzar un 80-
90% de confluencia. Posteriormente se realizaron heridas sobre la monocapa y se adicionó 
al medio de cultivo LPS y mitomicina como inhibidor de la proliferación celular. El cierre de 
la herida se evaluó en función del tiempo, obteniendo imágenes del cultivo por microscopía 
óptica. Como se observa en la Figura 35, el tratamiento con LPS produjo un incremento 
significativo de la migración celular en ambas líneas celulares evidenciada por un área de 
migración mayor. Estos resultados sugieren que la estimulación de TLR4 podría ser un 
evento importante en el inicio de los procesos de invasión y metástasis tumoral. Además, el 
incremento de la migración fue más pronunciado en la línea celular anaplásica 8505c (Figura 
35 B), posiblemente debido a que esta línea presenta mayores niveles basales del receptor 
de TLR4.  
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Figura 35. La activación de TLR4 incrementa la migración celular en las líneas BCPAP y 8505c. 
Imágenes representativas de ensayos del cierre de la herida en células BCPAP (A) y 8505c (B). Se 
muestra el área migrada en respuesta al tratamiento con LPS a concentraciones crecientes (10-1000 
ng/ml) durante diferentes períodos de tiempo (24 y 48 hs). Para todas las condiciones se utilizó 
mitomicina (75 μg/ml) como inhibidor de la proliferación celular. Los resultados (media ± DS) se 
indican como veces de cambio con respecto a la migración de células tratadas con vehículo. * 
P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001 vs células tratadas con vehículo (one-way ANOVA, Newman-Keuls 
test). Los gráficos mostrados son representativos de dos experimentos realizados de manera 
independiente (n=6).  

 
4.I.4. Conclusiones 

 En consistencia con informes anteriores (158), hemos demostrado que los 
oncogenes BRAFV600E, HRASG12V y RET/PTC3 incrementan la actividad transcripcional de NF-
κB. De manera interesante, evidenciamos que la estimulación con un agonista de TLR4 
potencia la actividad transcripcional de NF-κB inducida por el oncogén BRAFV600E y 
promueve la expresión de genes de respuesta pro-inflamatoria. Además, nuestros 
resultados indicaron que la activación de la señalización de NF-κB a través de la estimulación 
de TLR4 ocurre principalmente a través de la vía “dependiente de MyD88” en modelos 
celulares humanos de cáncer de tiroides BRAFV600E positivos. En concordancia, 
comprobamos que la activación de la señalización de TLR4 produce un incremento de la 
capacidad migratoria en estos modelos celulares de cáncer tiroideo. En su conjunto, 
nuestros hallazgos demuestran que en tumores tiroideos que albergan la mutación 
BRAFV600E el receptor TLR4 es funcional y su señalización podría tener un potencial rol pro-
metastásico.  
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4.I.5. La señalización MAPK/ERK regula la expresión de TLR4 en modelos celulares de 
cáncer de tiroides a través de factores de transcripción ETSs 

 
4.I.5.1. La expresión condicional de oncogenes promotores de PTC incrementa la 
expresión de TLR4 a través de la señalización de MAPK/ERK 

 Como se mencionó anteriormente, el oncogén BRAFV600E conduce la activación 
constitutiva de la vía de señalización MAPK/ERK al fosforilar directamente a MEK dirigiendo 
la transformación de la célula folicular tiroidea (10, 255). Para esclarecer si la vía de 
señalización MAPK/ERK está involucrada en la regulación de la sobreexpresión de TLR4 en 
respuesta a la acción del  oncogén BRAFV600E, se evaluó el efecto de los inhibidores 
específicos de BRAFV600E (PLX4032) y MEK1/2 (UO126) sobre la expresión de TLR4 en células 
PC/BRAFV600E. Para ello, se semicuantificó la expresión proteica de TLR4 mediante ensayos 
de western blot a partir de extractos proteicos totales de células PC/BRAFV600E tratadas o no 
con doxiciclina por 48 hs y con los inhibidores PLX4032 y UO126 durante las últimas 16 hs, 
dado que a tiempos mayores estas drogas ocasionan un efecto rebote con incrementos 
contradictorios de ERK fosforilado (pERK) (256). Por consiguiente, se realizó el análisis del 
nivel de pERK para evaluar tanto la inducción de la actividad oncogénica de BRAFV600E 
mediante el tratamiento con la tetraciclina, como para chequear la efectividad de la 
inhibición de la señalización de MAPK/ERK en respuesta al tratamiento con PLX4032 y 
UO126 (Figura 36 A). Como se especulaba, tanto la inhibición de BRAFV600E como la de 
MEK1/2 produjo una disminución significativa de la sobreexpresión del receptor TLR4 en 
respuesta al tratamiento con doxiciclina (Figura 36 A). Adicionalmente, se determinó el nivel 
de expresión de ARNm de TLR4 mediante ensayos de RT-PCR a tiempo real realizados a 
partir de extractos de ARN total de células PC/BRAFV600E tratadas o no con doxiciclina y los 
inhibidores químicos PLX4032 y UO126. En concordancia, el tratamiento con los 
mencionados inhibidores redujo significativamente la sobrerregulación del ARNm de TLR4 
en respuesta al tratamiento con doxiciclina (Figura 36 A B). En su conjunto, estos resultados 
estarían en correlación con los hallazgos obtenidos a través del análisis de los datos 
aportados por el TCGA y GEO donde se demostró una asociación positiva entre la expresión 
de ARNm de TLR4 y la activación de MAPK/ERK (Figura 17). 
 

 
 
Figura 36. La señalización de MAPK/ERK regula la expresión de TLR4 en respuesta a la expresión 
condicional de BRAFV600E. A) Western Blot realizado a partir de extractos proteicos totales de células 
PC/BRAFV600E. Se muestran niveles de expresión de TLR4 (130/110 kDa) en respuesta a la expresión 
de BRAFV600E inducida por doxiciclina (Dox) durante 48 hs y al tratamiento con los inhibidores 
químicos PLX4032 o UO126 durante 16 hs. pERK (42/44 kDa) indica la señalización inducida por el 
oncogén y su inhibición. GAPDH (37 kDa) fue utilizada como control de carga. La cuantificación de los 
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niveles proteicos de TLR4 se expresa relativa al nivel de expresión de GAPDH. El nivel de expresión 
de células no tratadas se definió arbitrariamente como 1. Los resultados se expresan como veces de 
cambio con respecto a la expresión de TLR4 en células no tratadas. * P<0,05 vs células no tratadas 
(one-way ANOVA, Newman-Keuls test). La imagen mostrada es representativa de tres experimentos 
realizados de manera independiente (n=2). B) Evaluación de los niveles de ARNm de TLR4 por 
RT/qPCR a partir de células PC/BRAFV600E. Se muestran niveles de expresión de ARNm de TLR4 en 
respuesta a la expresión de BRAFV600E inducida por doxiciclina (Dox) durante 48 hs y al tratamiento 
con los inhibidores químicos PLX4032 o UO126 durante 16 hs. Los niveles de ARNm de TLR4 se 
grafican relativamente a la expresión de β-Actina. Los resultados (media ± DS) se indican como veces 
de cambio con respecto al ARNm de TLR4 de células tratadas con vehículo. ** P<0,01 vs células 
tratadas con vehículo y # P<0,05 vs células tratadas con Dox (one-way ANOVA, Newman-Keuls test). 
El gráfico mostrado es representativo de tres experimentos realizados de manera independiente 
(n=3). 
 
 Dado que los oncogenes HRASG12V y RET/PTC3 también son capaces de activar 
constitutivamente la vía de señalización MARK/ERK, dirigiendo la transformación de la célula 
folicular tiroidea (18), se decidió evaluar si la sobreexpresión de TLR4 en respuesta a la 
expresión de los oncogenes HRASG12V y RET/PTC3 involucra esta vía de señalización. Para 
ello, del mismo modo que para las células PC/BRAFV600E, se evaluó el efecto los inhibidores  

PLX4032 y UO126 sobre los niveles de expresión de ARNm de TLR4 en células PC/HRASG12V y 
PC/PTC3 bajo el tratamiento con doxiciclina. Como se esperaba, el tratamiento con UO126 
para la inhibición de MEK1/2 redujo la sobreregulación de la expresión de ARNm de TLR4 en 
respuesta al tratamiento con doxiciclina en ambas líneas celulares (Figura 37 A y B). De 
acuerdo a lo esperado, el tratamiento con PLX4032 no tuvo efecto en la sobreexpresión del 
ARNm de TLR4 inducida por la tetraciclina (Figura 37 A y B), debido a que las líneas 
PC/HRASG12V y PC/PTC3 expresan BRAF en estado nativo y el inhibidor PLX4032 es específico 
para la variante mutada de la oncoproteína. 
 

 
 
Figura 37. La señalización de MAPK/ERK regula la expresión de TLR4 en respuesta a la expresión 
condicional de HRASG12V y RET/PTC3. Evaluación de los niveles de ARNm de TLR4 por RT/qPCR a 
partir de células PC/HRASG12V (A) y PC/PTC3 (B). Se muestran niveles de expresión de ARNm de TLR4 
en respuesta a la expresión de HRASG12V y RET/PTC3 inducido por doxiciclina (Dox) durante 48 hs y a 
PLX4032 y UO126 durante 16 hs. Los niveles de ARNm de TLR4 se grafican relativamente a la 
expresión de β-Actina. Los resultados (media ± DS) se indican como veces de cambio con respecto al 
ARNm de TLR4 de células tratadas con vehículo. *** P<0,001 vs células tratadas con vehículo y ## 

P<0,05 vs células tratadas con Dox (one-way ANOVA, Newman-Keuls test). Los gráficos mostrados 
son representativos de tres experimentos realizados de manera independiente (n=3). 
 



Resultados 

83 
 

4.I.5.2. El oncogén BRAFV600E a través de la señalización de MAPK/ERK regula la expresión 
de TLR4 en líneas tumorales tiroideas humanas  

 Para confirmar si la activación de la señalización de MAPK/ERK regula los niveles de 
expresión de TLR4 en células tumorales tiroideas humanas, el estudio del efecto de los 
inhibidores PLX4032 y UO126 se extendió utilizando las líneas tumorales BRAFV600E positivas 
BCPAP, 8505c y KTC2. Para ello, mediante ensayos de western blot se analizó el nivel 
proteico de TLR4 a partir de extractos proteicos totales de las diferentes líneas celulares 
tratadas con PLX4032 y UO126 durante 16 hs. En coincidencia con los hallazgos anteriores, 
el tratamiento con los mencionados inhibidores químicos mostró una disminución 
significativa de los niveles proteicos de TLR4 en todas las líneas celulares evaluadas (Figura 
38). Cabe mencionar que en la línea celular KTC2 se evidenció un efecto rebote (con un 
contradictorio aumento de pERK) durante el tratamiento con PLX4032; Sin embargo, no se 
vio afectada la inhibición de la expresión de TLR4 al tiempo ensayado. 
 

 
 
Figura 38. El oncogén BRAFV600E regula la expresión proteica de TLR4 a través de la señalización de 
MAPK/ERK en células tumorales tiroideas humanas. Western Blots realizados a partir de extractos 
proteicos totales de células BCPAP, 8505c y KTC2. Se muestran niveles de expresión de TLR4 
(130/110 kDa) en respuesta al tratamiento con los inhibidores químicos PLX4032 o UO126 durante 
16 hs. La fosforilación de ERK (pERK) (42/44 kDa) fue utilizada para evaluar la inhibición de la 
señalización de MAPK/ERK en respuesta a los inhibidores. GAPDH (37 kDa) fue utilizada como 
control de carga. La cuantificación de los niveles proteicos de TLR4 se expresa relativa al nivel de 
expresión de GAPDH. El nivel de expresión de células no tratadas se definió arbitrariamente como 1. 
Los resultados se expresan como veces de cambio con respecto a la expresión de TLR4 en células no 
tratadas. * P<0,05 vs células no tratadas (one-way ANOVA, Newman-Keuls test). La imagen mostrada 
es representativa de tres experimentos realizados de manera independiente (n=2). 

 
 Adicionalmente, se evaluó el efecto de PLX4032 y UO126 sobre los niveles de ARNm 
de TLR4 mediante ensayos de RT-PCR a tiempo real en células BCPAP y KTC2. En 
concordancia, el tratamiento con los inhibidores químicos disminuyó significativamente los 
niveles de ARNm de TLR4 en ambas líneas celulares (Figura 39). En su conjunto, estos 
resultados refuerzan la participación de la señalización MAPK/ERK en la regulación de la 
expresión de TLR4 inducida por el oncogén BRAFV600E. 
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Figura 39. El oncogén BRAFV600E regula la expresión de ARNm de TLR4 a través de la señalización de 
MAPK/ERK en células tumorales tiroideas humanas. Evaluación de los niveles de ARNm de TLR4 por 
RT/qPCR a partir de células BCPAP (A) y KTC2 (B). Se muestran niveles de expresión de ARNm de 
TLR4 en respuesta al tratamiento con los inhibidores químicos PLX4032 o UO126 durante 16 hs. Los 
niveles de ARNm de TLR4 se grafican relativamente a la expresión de β-Actina. Los resultados (media 
± DS) se indican como veces de cambio con respecto al ARNm de TLR4 de células no tratadas ** 
P<0,01, *** P<0,001 vs células no tratadas (one-way ANOVA, Newman-Keuls test). Los gráficos 
mostrados son representativos de tres experimentos realizados de manera independiente (n=3). 

 
4.I.5.3. La expresión condicional de oncogenes promotores de PTC induce la expresión 
transcripcional de TLR4 

 Roger et al. (235) caracterizaron el promotor de TLR4 en macrófagos de ratones. 
Estos autores describieron que la secuencia comprendida entre los nucleótidos -608 y +1 
contiene varios sitios putativos de unión al ADN para factores de transcripción. Al respecto, 
dentro de la región que mantiene la actividad transcripcional basal del promotor 
(comprendida en la región -336/+1), identificaron cuatro sitios consensos de unión para 
factores de transcripción de la familia de proteínas de unión a Ets (ETSs) y un sitio consenso 
de unión para la familia de proteínas activadoras 1 (AP-1). Además, identificaron un motivo 
de unión para la familia de factores de transcripción GATA dentro de una región que 
reprime la actividad del promotor (comprendida en la región -500/-336). Por otro lado, 
demostraron experimentalmente que dos de los sitios consenso para ETSs (comprendida en 
la región -336/-104) eran necesarios para la actividad basal del promotor; el sitio consenso 
distal Ets (Etsd) de esta región resultó ser esencial para la transcripción del gen, mientras 
que el sitio Ets proximal (Etsp) aportó aproximadamente el 50% a la actividad basal del 
promotor. 
 En acuerdo con Roger et al. (235) la alineación y comparación de la región promotora 
de TLR4 de diferentes especies (humano, rata y ratón) mostró gran conservación de la 
secuencia y posicionamiento de diferentes elementos cis, independientemente de su 
localización respecto al sitio de inicio de la transcripción y la región promotora mínima 
(Figura 40). Las secuencias consenso Etsp (posición -115 pb) y AP-1 (posición -140 pb) 
identificadas en el promotor de TLR4 de ratón se hallaron fuertemente conservadas en rata 
y humano. Sin embargo, la secuencia consenso Etsd (posición -292 pb) se halló conservada 
sólo en rata (Figura 40). 
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Figura 40. Análisis de alineación de las regiones promotoras de TLR4. Comparación de las 
secuencias del promotor de TLR4 de humano rata y ratón. La alineación de las bases se realizó 
mediante el programa informático ClustalW2 Multiple Sequence Alignment (MUSCLE) 
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/). Los recuadros grises demarcan secuencias que 
flanquean regiones conservadas de sitios consensos de unión al ADN para factores de transcripción. 
Los recuadros en colores destacan los sitios consenso para distintas familias de factores de 
transcripción: ETSs en amarillo, AP-1 en violeta y GATA en azul. En rojo se indica la posición +1 como 
el primer nucleótido comprendido en el sitio del inicio de la transcripción. Las posiciones -115, -140 y 
-292 indican el último nucleótido de las secuencias consenso Etsp, AP-1 y Etsd, respectivamente en el 

promotor de ratón. 
 
 Para dilucidar si la aquí demostrada sobreexpresión de TLR4 mediante la inducción 
de la expresión de oncogenes activadores de la vía de señalización MAPK/ERK involucra un 
mecanismo a nivel transcripcional, se decidió evaluar la actividad transcripcional de 
deleciones secuenciales del promotor de TLR4 de ratón (dirigiendo la transcripción del gen 
de luciferasa) en células PC/BRAFV600E, PC/HRASG12V y PC/PTC3, fundamentando este 
procedimiento la gran homología entre las secuencias de rata y ratón, identificada mediante 
el análisis de alineación de las regiones promotoras de TLR4 en estas especies (Figura 40).  
 Para ello, las células inducibles fueron transfectadas transientemente con los 
vectores conteniendo diferentes constructos del promotor de TLR4 (Figura 41) y luego 

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/
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fueron tratadas o no con doxiciclina durante 48 hs. De manera interesante, los constructos -
336/+223 y -608/+223 del promotor de TLR4 mostraron un incremento significativo de la 
actividad transcripcional en respuesta a la inducción de la expresión de los diferentes 
oncogenes ensayados (Figura 41). Sin embargo, la expresión de los oncogenes no tuvo 
efecto en la actividad transcripcional de los constructos +52/+223 y -104/+223 (Figura 41). El 
segmento -608/+223 mostró un incremento menor de la actividad transcripcional respecto 
al segmento -336/+223, posiblemente debido a la existencia de algún elemento regulatorio 
negativo contenido entre las bases -608 y -336 que disminuye el efecto de elementos 
regulatorios positivos contenidos entre las bases -336 y -104 (Figura 41).  
 

 

 

 
 
Figura 41. La expresión condicional de oncogenes promotores de PTC incrementa la actividad 
transcripcional del promotor de TLR4. Actividad relativa de deleciones secuenciales del promotor de 
TLR4 dirigiendo la transcripción del gen de luciferasa (paneles izquierdos) en células PC/BRAFV600E, 
PC/HRASG12V y PC/PTC3 transfectadas con los constructos indicados. Se cotransfectó el vector de 
expresión de β-galactosidasa (β-gal) para normalizar los resultados. Luego de la transfección, las 
células fueron incubadas con doxiciclina (Dox) durante 48 hs. La cuantificación de la actividad de 
luciferasa se expresa relativa a la actividad de β-galactosidasa. Los resultados (media ± SEM) se 
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indican como veces de cambio con respecto a la actividad transcripcional de células transfectadas 
con el vector +52/+223 tratadas con vehículo y corresponden a tres experimentos independientes 
(n=4). * P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001 vs misma condición en ausencia de Dox (one-way ANOVA, 
Newman-Keuls test).  

 
4.I.5.4. El sitio de unión Ets distal es crucial para inducir la expresión transcripcional de 
TLR4 en respuesta a la expresión condicional de oncogenes promotores de PTC 

 Para investigar si el sitio Etsd  estaría involucrado en el incremento de la actividad 
transcripcional del promotor de TLR4 en respuesta a los oncogenes BRAFV600E, HRASG12V y 
RET/PTC3 se evaluó la actividad transcripcional del constructo -336/+223 portando una 
sustitución de tres pares de bases en el core del sitio consenso de unión Etsd (Etsd mt -
336/+223) como se muestra en el esquema de la figura 42, obtenido mediante mutagénesis 
sitio dirigida. De forma similar a lo observado anteriormente, evidenciamos un incremento 
de la actividad transcripcional del segmento -336/+223 inducido por la expresión 
condicional de los oncogenes (Figura 42). Sorprendentemente, la mutación del sitio Etsd 

redujo significativamente el incremento de la actividad del promotor de TLR4 inducida por 
la expresión de los oncogenes (Figura 42). Cabe destacar que la mutación del sitio Etsd 

redujo significativamente la expresión basal del promotor en células PC/HRASG12V y PC/PTC3 
(Figura 42 B y C); mientras que la expresión basal del vector Etsd mt -336/+223 no mostró 
cambios significativos en la línea PC/BRAFV600E (Figura 42 A). 
 

 
 

 
 
Figura 42. El sitio de unión Etsd es crucial para inducir la actividad transcripcional de TLR4 en 
respuesta a la expresión condicional de oncogenes promotores de PTC. Actividad relativa de 
luciferasa de los vectores -336/+223 y Estd mt -336/+223 (panel superior) en células PC/BRAFV600E(A), 
PC/HRASG12V (B) y PC/PTC3 (C) transfectadas con los vectores indicados. Se cotransfectó el vector de 
expresión de β-galactosidasa (β-gal) para normalizar los resultados. Luego de la transfección, las 
células fueron incubadas con doxiciclina (Dox) durante 48 hs. La cuantificación de la actividad de 
luciferasa se expresa relativa a la actividad de β-galactosidasa. Los resultados (media ± SEM) se 
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indican como veces de cambio con respecto a la actividad de células transfectadas con el constructo 
-336/+223 tratadas con vehículo consideradas arbitrariamente como 1 y corresponden a cinco 
experimentos independientes (n=4). * P<0,05, *** P<0,001 vs células tratadas con vehículo. ## 
P<0,01, ### P<0,001 vs misma condición en células transfectadas con el constructo -336/+223 (one-
way ANOVA, Newman-Keuls test). 

 
 A fin de reforzar nuestras observaciones, construimos un vector reportero artificial 
(esquema Figura 43) conteniendo tres copias consecutivas del sitio Etsd y las regiones 
flanqueantes presentes en el promotor de TLR4 de ratón dirigiendo la transcripción del gen 
de luciferasa (denominado en este trabajo de tesis 3x Etsd-Luc). Como se muestra en la 
Figura 43, la expresión de los oncogenes BRAFV600E, HRASG12V y RET/PTC3 en respuesta al 
tratamiento con doxiciclina durante 48 hs indujo la actividad transcripcional del reportero 
3x Etsd-Luc en células PC/BRAFV600E, PC/HRASG12V y PC/PTC3, respectivamente. Estos 
resultados indicarían que en presencia de la actividad de estos oncogenes se induce la 
activación y/o expresión de algún factor de transcripción perteneciente a la familia de ETS 
capaz de unirse al sitio consenso Etsd del promotor de TLR4 e inducir su expresión a nivel 
transcripcional. 

 
 

 
 
Figura 43. La expresión condicional de oncogenes promotores de PTC incrementa la actividad 
transcripcional del reportero trimérico para Etsd. Células PC/BRAFV600E(A), PC/HRASG12V (B) y 
PC/PTC3 (C) fueron transfectadas con el vector reportero para la actividad de ETSs (3x Etsd-Luc) 
(panel superior). Se cotransfectó el vector de expresión de β-galactosidasa (β-gal) para normalizar 
los resultados. Luego de la transfección, las células fueron incubadas con doxiciclina (Dox) (1 μg/ml) 
durante 48 hs. La cuantificación de la actividad de luciferasa se expresa relativa a la actividad de β-
galactosidasa. Los resultados (media ± SEM) se indican como veces de cambio con respecto a la 
actividad de células tratadas con vehículo y corresponden a tres experimentos independientes (n=4). 
* P<0,05, ** P<0,01 vs células tratadas con vehículo (unpaired Student’s t test).  

 
 Como se mencionó anteriormente, el análisis de alineación de las regiones 
promotoras de TLR4 (Figura 40) no evidenció homología en humano con el sitio Etsd de 
ratón (posición -292 pb). Sin embargo, el promotor de TLR4 humano mostró gran homología 
con un sitio Ets en la posición -103 y el sitio Etsp en la posición -115 pb de ratón. Roger et al. 
(235) sugirieron que la actividad del promotor de TLR4 en humano está regulada por 
elementos localizados cerca del sitio del inicio de la transcripción, por lo tanto los dos sitios 
putativos Ets identificados en nuestro análisis podrían tener importancia en la regulación 
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transcripcional de este gen en humano. A pesar de las diferencias evidenciadas en la 
alineación de las regiones promotoras de TLR4 hemos comprobado actividad transcripcional 
basal del vector -336/+223 del promotor de TLR4 de ratón en las células humanas BCPAP, 
8505c y KTC2 (Figura 44). En consonancia con las observaciones anteriores, estos resultados 
demostraron que en las líneas celulares de cáncer tiroideo humano se expresan factores de 
transcripción de la familia de ETSs capaces de estimular la expresión del constructo. Por otro 
lado, la actividad transcripcional basal de la variante mutada (Etsd mt -336/+223) en estas 
células tumorales fue significativamente menor que el promotor nativo (Figura 44), 
demostrando la importancia del sitio Etsd para la activación del vector.  
 

 
 

 
 
Figura 44. El sitio de unión Etsd es crucial para la transcripción del promotor de TLR4 en líneas 
tumorales tiroideas humanas. Células BCPAP (A), 8505c (B) y KTC2 (C) fueron transfectadas con los 
vectores -336/+223 y Etsd mt -336/+223 (panel superior) durante 48 hs. Se cotransfectó el vector de 
expresión de β-galactosidasa (β-gal) para normalizar los resultados. La cuantificación de la actividad 
de luciferasa se expresa relativa a la actividad de β-galactosidasa. Los resultados (media ± SEM) se 
indican como veces de cambio con respecto a la actividad de células transfectadas con el vector -
336/+223 y corresponden a tres experimentos independientes (n=4). * P<0,05, ** P<0,01, *** 
P<0,001 vs células transfectadas con el vector -336/+223 (unpaired Student’s t test).  

 
4.I.5 Conclusiones 

 A través de diferentes estrategias metodológicas, hemos demostrado que la 
sobreexpresión de TLR4 es una consecuencia de la sobre-activación de la vía de señalización 
MAPK/ERK inducida por diferentes oncogenes promotores de cáncer de tiroides. Además, 
nuestros hallazgos indicaron que los oncogenes activantes de MAPK/ERK inducen la 
expresión de TLR4 a través de un mecanismo, al menos en parte, a nivel transcripcional 
involucrando un sitio de unión para factores de transcripción de la familia de ETSs en el 
promotor de TLR4.  
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4.I.6. El factor de transcripción ETS1 media la expresión de TLR4 inducida por el oncogén 
BRAFV600E 

 
4.I.6.1. Niveles incrementados de TLR4 se correlacionan con niveles aumentados de ETS1 
en el PTC  

 Los ETSs son una familia de factores de transcripción que comparten una secuencia 
conservada de aproximadamente 85 aminoácidos llamada dominio de unión al ADN Ets 
(257). Hasta la fecha se identificaron 28 ETSs en humano (258). Distintos ETSs están 
involucrados en una gran variedad de funciones incluyendo diferenciación, proliferación, 
migración, apoptosis y angiogénesis (259). 
 A fin de esclarecer qué factores de transcripción de la familia de ETS son requeridos 
para la sobreexpresión de TLR4 en PTCs, se realizó una exhaustiva búsqueda bibliográfica 
para determinar qué miembros de la familia de ETSs están frecuentemente 
sobreexpresados en tumores sólidos. De esta manera, se seleccionaron ocho ETSs y luego se 
realizaron análisis bioinformáticos de correlación entre el nivel de ARNm de los ETSs 
seleccionados y el ARNm de TLR4, mediante los datos aportados por TCGA y la plataforma 
GSE33630 de GEO. Cabe mencionar que el estudio realizado con datos del TCGA fue 
restringido sólo a tumores que albergan al oncogén BRAFV600E, dado que es la mutación más 
prevalente de esta plataforma (n=234), mientras que en el estudio realizado con datos de 
GEO se utilizó la población completa de tumores (n=49) dado el pequeño número de 
muestreo de esta base de datos. Aunque se evidenció correlación positiva con los factores 
ELF1, ETV3 y GABPA y correlación negativa con ETV4 y ELK1 (Figura 45 A y B), el factor ETS1 
mostró la mayor asociación positiva con los niveles de ARNm de TLR4 (rs=0,5788, P<0,0001) 
(Figura 45 A y B), sugiriendo un potencial rol de ETS1 en la sobreexpresión de TLR4 en el 
PTC. Estos hallazgos están avalados por las observaciones de Kim et al. (260) quienes 
describieron que los niveles de ARNm de ETS1 incrementan en PTCs que albergan el 
oncogén BRAFV600E. 
 
A 
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Figura 45. Análisis de correlación entre el nivel de ARNm de diferentes ETSs en función del ARNm 
de TLR4 en PTCs. Se grafica el análisis de correlación entre la expresión de ARNm de TLR4 y de 
diferentes ETSs A) Datos transcriptómicos de ARNseq se obtuvieron del TCGA (n=234) (Spearman’s 
correlation test). B) Datos transcriptómicos de microarrays se obtuvieron de la plataforma GSE33630 
de GEO (n=49) (Spearman’s correlation test). 

 
 Adicionalmente, exploramos la expresión proteica de ETS1 por inmunohistoquímica 
en uno de los microarray de tejidos tiroideos humanos del mismo número de catálogo que 
el utilizado para determinar la expresión proteica de TLR4 (Figura 11 A). Como era esperado, 
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la cuantificación de la densidad de tinción de los niveles proteicos de ETS1 fue 
significativamente mayor (P<0,0001) en el PTC (n=24) en comparación con el tejido tiroideo 
normal no apareado (n=9) (Figura 46 A). Además la observación microscópica demostró que 
la tinción de ETS1 estaba localizada tanto en el citoplasma como en el núcleo de las células 
tumorales. Por otro lado, el análisis de correlación entre los niveles proteicos de TLR4 y ETS1 
en tejidos de PTCs equivalentes (n=24), demostró una correlación positiva estadísticamente 
significativa (rs=0,5317, P=0,0075) (Figura 46 B). Estos hallazgos refuerzan una potencial 
participación de ETS1 en la regulación de la expresión de TLR4 en el PTC.  
 

 
 
Figura 46. Niveles proteicos incrementados de ETS1 se correlacionan con niveles proteicos 
aumentados de TLR4 en PTC. A) Imágenes representativas de cortes histológicos de origen 
comercial (US Biomax), a 400x de magnificación, correspondientes a tejidos tiroideos normales (n=9) 
y PTCs (n=24) sometidos a tinción por inmunohistoquímica utilizando un anticuerpo policlonal de 
conejo anti-ETS1 (sc-350, Santa Cruz Biotechnology). Las barras de escala representan 20 μm. La 
cuantificación de los niveles proteicos de ETS1 se expresa relativa al número de células de las 
secciones de tejidos (panel derecho). Los resultados se muestran como mediana y rango intercuartil. 
*** P<0,001 vs tejido normal (Mann Whitney test). B) Análisis de correlación entre la expresión 
proteica de TLR4 y ETS1, evaluadas por inmunohistoquímica en tejidos de PTCs equivalentes (n=24). 

P=0,0075 (Spearman’s correlation test). 
 
4.I.6.2. El oncogén BRAFV600E a través de la activación de la señalización de MAPK/ERK 
regula los niveles de expresión de ETS1 en modelos celulares de cáncer de tiroides 

 A fin de evaluar si la actividad del oncogén BRAFV600E regula los niveles de ETS1 en 
células tiroideas, nos propusimos analizar la acumulación de ETS1 a nivel nuclear en células 
PC/BRAFV600E estimuladas con doxiciclina, considerando que dicho factor reside 
normalmente en el núcleo celular (259). Finalizado el tratamiento la expresión proteica a 
nivel nuclear y citoplasmática fue evaluada mediante ensayos de western blot utilizando 
fracciones nucleares purificadas como se describe en Materiales y Métodos. Como se 
esperaba, nuestros resultados demostraron un aumento de la acumulación nuclear de ETS1 
en células tratadas con doxiciclina para la inducción de la expresión de BRAFV600E (Figura 47 
A). Adicionalmente, mediante inmunofluoresencia indirecta se estudió la expresión y 
localización celular de ETS1 en células PC/BRAFV600E tratadas con doxiciclina. Nuevamente, 
evidenciamos un incremento significativo de los niveles proteicos de ETS1 y acumulación 
nuclear de este factor de transcripción luego del tratamiento con la tetraciclina (Figura 47 
B).  
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Figura 47. La expresión condicional del oncogén BRAFV600E incrementa los niveles proteicos 
nucleares de ETS1. A) Western Blot realizado a partir de extractos proteicos del fraccionamiento 
núcleo/citoplasma de células PC/BRAFV600E. Se muestran los niveles de expresión de ETS1 (50 kDa) en 
respuesta a la expresión de BRAFV600E inducida por doxiciclina (Dox) (1 μg/ml) durante 48 hs. La 
equivalencia en la cantidad de proteína sembrada fue analizada mediante la presencia de la proteína 
nuclear PARP-1 (110 kDa). La inmunomarcación negativa para la proteína citoplasmática αTubulina 
(55 kDa) demostró ausencia de contaminación citoplasmática en la preparación nuclear. La 
cuantificación de los niveles proteicos nucleares de ETS1 se expresa relativa al nivel de expresión de 
PARP-1. El nivel de expresión en células no tratadas se definió arbitrariamente como 1. Los 
resultados se expresan como veces de cambio con respecto a la expresión de ETS1 en células no 
tratadas. * P<0,05 vs células no tratadas (unpaired Student’s t test). B) Imágenes representativas de 
inmunofluorescencia evaluando la expresión proteica de ETS1 (sc-350, Santa Cruz Biotechnology) en 
respuesta a la expresión de BRAFV600E inducida por doxiciclina (Dox) (1 μg/ml) durante 48 hs. Se 
muestra la superposición de imágenes obtenidas para la marcación inmunofluorescente de ETS1 
(rojo) y la marcación fluorescente del núcleo con Dapi (azul). Las barras de escala representan 10 
μm. La cuantificación (media ± DS) de los niveles proteicos de ETS1 se expresa relativa al número de 
células por campo microscópico (panel derecho).* P<0,05 vs células tratadas con vehículo (unpaired 
Student’s t test). El gráfico mostrado es representativo de dos experimentos realizados de manera 
independiente (n=6). 

 
 Se describió que la señalización RAS/RAF/MEK/ERK incrementa la actividad 
transcripcional de algunos ETSs a través de la fosforilación ejercida por MAPK/ERK (259). 
Para dilucidar si la vía de señalización de MAPK/ERK estaría involucrada en la regulación de 
la expresión de ETS1 en respuesta al oncogén BRAFV600E, se evaluó el efecto de los 
inhibidores PLX4032 y UO126 sobre la expresión de ETS1 en células PC/BRAFV600E bajo 
tratamiento con doxiciclina, como así también en las líneas de carcinomas tiroideos 
humanos BRAFV600E positivas BCPAP, 8505c y KTC2. Todas las líneas celulares fueron 
incubadas con los inhibidores químicos durante 16 hs; mientras que la línea celular 
PC/BRAFV600E fue previamente tratada con doxiciclina durante 48 hs. Finalizado el 
tratamiento, se realizó la extracción de proteínas totales y se analizó la expresión proteica 
de ETS1 mediante ensayos de western blot. Nuevamente la inducción de la expresión del 
oncogén BRAFV600E mediante el tratamiento con la tetraciclina indujo un incremento 
significativo de los niveles de ETS1 en células PC/BRAFV600E (Figura 48). Sin embargo, la 
inhibición química de BRAFV600E y MEK1/2 mediante el tratamiento con PLX4032 y UO126, 
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respectivamente revirtió la inducción de la expresión de ETS1 ejercida por BRAFV600E en 
células PC/BRAFV600E (Figura 48). Además, el tratamiento con los inhibidores químicos redujo 
significativamente los niveles proteicos basales de ETS1 en las células de carcinomas 
tiroideos humanos (Figura 48). Cabe mencionar que en la línea celular 8505c se evidenció un 
efecto rebote (con un contradictorio aumento de pERK) durante el tratamiento con 
PLX4032; Sin embargo no se vio afectada la inhibición de la expresión de ETS1 al tiempo 
ensayado. En su conjunto, estos resultados demuestran que la expresión de ETS1 está 
regulada por la activación de la señalización MAPK/ERK estimulada por el oncogén BRAFV600E 

en células tumorales que albergan a esta mutación. 
 

 
 
Figura 48. La señalización de MAPK/ERK regula la expresión de ETS1 en respuesta a BRAFV600E en 
modelos celulares de cáncer de tiroides. Western Blots realizados a partir de extractos proteicos 
totales de células PC/BRAFV600E, BCPAP, 8505c y KTC2. Se muestran los niveles de expresión de ETS1 
(50 kDa) en respuesta a la expresión de BRAFV600E inducida por doxiciclina (Dox) durante 48 hs 
(células PC/BRAFV600E) y en respuesta al tratamiento con los inhibidores químicos PLX4032 o UO126 
durante 16 hs en todas las líneas celulares. La fosforilación de ERK (pERK) (42/44 kDa) fue utilizada 
para evaluar la inhibición de la señalización de MAPK/ERK en respuesta a los inhibidores. GAPDH (37 
kDa) fue utilizada como control de carga. La cuantificación de los niveles proteicos nucleares de ETS1 
se expresa relativa al nivel de expresión de GAPDH. El nivel de expresión de células no tratadas se 
definió arbitrariamente como 1. Los resultados se expresan como veces de cambio con respecto a la 
expresión de ETS1 en células no tratadas. * P<0,05 vs células no tratadas (one-way ANOVA, 
Newman-Keuls test). Las imágenes son representativas de tres experimentos realizados de manera 
independiente (n=2). 

 
4.I.6.3. El silenciamiento de la expresión de ETS1 impide la sobreexpresión de TLR4 
inducida por BRAFV600E 

 Los resultados obtenidos a partir del análisis de datos del transcriptoma derivado de 
TCGA arrojaron una asociación positiva entre los niveles de ARNm de TLR4 y ETS1 en 
tumores BRAFV600E positivos (Figura 45). Además, demostramos que ETS1 es modulado por 
la actividad oncogénica de BRAFV600E a través de MAPK/ERK. Por consiguiente, se decidió 
evaluar la participación de ETS1 en la regulación de la expresión de TLR4 en nuestro modelo 
de PTC in vitro. Para ello, valiéndonos de la tecnología de ARN de interferencia (siRNA) se 
silenció específicamente la expresión de ETS1 y posteriormente se evaluó el nivel de 
expresión del ARNm de TLR4 como así también la actividad transcripcional del constructo -
336/+223 del promotor de TLR4 en células PC/BRAFV600E induciendo la expresión del 
oncogén BRAFV600E con doxiciclina.  
 Experimentalmente, células PC/BRAFV600E fueron transfectadas transientemente con 
un siRNA no relacionado control (siSCR) o un smart-pool conteniendo tres secuencias de 
siRNA específicas para ETS1 (siETS1). Mediante análisis de western blot se evaluó el nivel de 
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ETS1 para corroborar la eficiencia del silenciamiento. Observamos una significativa 
reducción de la expresión de ETS1 en función del tiempo al transfectar las células con 
siETS1, determinando las 48 hs post-transfección como el tiempo necesario para un máximo 
silenciamiento (Figura 49 A). Por el contrario, no se observó efecto alguno sobre la 
expresión de ETS1 en presencia del siSCR utilizado como control (Figura 49 A). 
 Posteriormente, se evaluó el efecto funcional de la ausencia de ETS1 sobre la 
expresión de ARNm de TLR4 inducida por la actividad oncogénica de BRAFV600E en células 
PC/BRAFV600E. Nuevamente, la inducción de la expresión de oncogén BRAFV600E a través del 
tratamiento con doxiciclina durante 48 hs indujo un incremento significativo de los niveles 
de ARNm de TLR4 en células transfectadas con siSCR (Figura 49 B). De manera interesante, 
el silenciamiento génico de ETS1 mediante la transfección del siETS1 previno el incremento 
de los niveles de ARNm de TLR4 inducidos por el oncogén BRAFV600E (Figura 49 B). 
Adicionalmente, se evaluó la actividad transcripcional del constructo -336/+223 del 
promotor de TLR4 en células PC/BRAFV600E silenciadas para ETS1. En concordancia con los 
resultados anteriores, el silenciamiento de ETS1 mediante la transfección del siETS1 previno 
el incremento de la actividad transcripcional del segmento -336/+223 del promotor de TLR4 
en respuesta a la expresión de BRAFV600E (Figura 49 C). Estos resultados demostraron que la 
inducción de TLR4 mediada por el oncogén BRAFV600E requiere de la participación del factor 
de transcripción ETS1. 
 

 
 
Figura 49. El silenciamiento de la expresión proteica de ETS1 impide el incremento de la expresión 
de TLR4 inducida por BRAFV600E. A) Western Blot realizado a partir de extractos proteicos totales de 
células PC/BRAFV600E. Se muestran niveles de expresión de ETS1 (50 kDa) en respuesta a la 
transfección de un siRNA no relacionado control (siSCR, D-001206-13) o un smart-pool conteniendo 
tres secuencias de siRNA específicas para ETS1 (siETS1, sc-156062) a distintas concentraciones por 
diferentes tiempos. GAPDH (37 kDa) fue utilizada como control de carga. La cuantificación de los 
niveles proteicos de ETS1 se expresa relativa al nivel de expresión de GAPDH. El nivel de ETS1 de 
células transfectadas con siSCR se definió arbitrariamente como 1. Los resultados se expresan como 
veces de cambio con respecto al nivel de ETS1 en células transfectadas con siSCR. * P<0,05 vs células 
transfectadas con siSCR (one-way ANOVA, Newman-Keuls test). La imagen es representativa de dos 
experimentos realizados de manera independiente (n=2). B) Evaluación de los niveles de ARNm de 
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TLR4 por RT/qPCR. El ARN total se extrajo de células PC/BRAFV600E transfectadas con el siSCR o el 
siETS1 (10 ng/ml) en ausencia o presencia de doxiciclina (Dox) (1 μg/ml) durante 48 hs. Los niveles 
de ARNm de TLR4 se grafican relativamente a la expresión de β-Actina. Los resultados (media ± DS) 
se indican como veces de cambio con respecto al ARNm de TLR4 de células transfectadas con siSCR y 
tratadas con vehículo y son representativos de tres experimentos realizados de manera 
independiente (n=3). *** P<0,05 vs misma condición en ausencia de Dox. ###P<0,01 vs misma 
condición en células transfectadas con siSCR (one-way ANOVA, Newman-Keuls test). C) Células 
PC/BRAFV600E fueron transfectadas con el constructo -336/+223-Luc, el siSCR o el siETS1 (10 ng/ml) y 
el vector de expresión de β-galactosidasa (β-gal) para normalizar los resultados. Luego de la 
transfección, las células fueron incubadas o no con doxiciclina (Dox) (1 μg/ml) durante 48 hs. La 
cuantificación de la actividad de luciferasa se expresa relativa a la actividad de β-galactosidasa. Los 
resultados (media ± SEM) se indican como veces de cambio con respecto a la actividad de células 
transfectadas con siSCR y tratadas con vehículo y corresponden a dos experimentos independientes 
(n=5). ** P<0,01 vs misma condición en ausencia de Dox. ## P<0,01 vs misma condición en células 
transfectadas con siSCR (one-way ANOVA, Newman-Keuls test). 

 
4.I.6.4. La sobreexpresión de ETS1 incrementa la expresión de TLR4 en células tiroideas 
normales 

 A fin de reforzar los resultados anteriores, se evaluó el efecto de la transfección de 
un vector de expresión para ETS1 sobre los niveles de expresión de TLR4 en la línea celular 
tiroidea normal de rata Fisher PCCL3. Para ello, células PCCL3 fueron transfectadas 
transientemente durante 48 hs con el vector de expresión conteniendo el ADNc humano de 
ETS1 y posteriormente se evaluó el nivel proteico de TLR4 como así también la actividad 
transcripcional del constructo -336/+223 del promotor de TLR4. Como se especulaba, la 
sobreexpresión de ETS1 indujo un incremento significativo de los niveles proteicos de TLR4 
(Figura 50 A) y de la actividad transcripcional del constructo -336/+223 del promotor del gen 
de TLR4 (Figura 50 B).  
 

 
 
Figura 50. La sobreexpresión de ETS1 induce la expresión de TLR4 en células PCCL3. A) Western 
Blot realizado a partir de extractos proteicos totales de células PCCL3. Se muestran niveles de 
expresión de TLR4 (130/110 kDa) en respuesta a la transfección del vector de expresión conteniendo 
el ADNc humano de ETS1 (#86099) por 48 hs. GAPDH (37 kDa) fue utilizada como control de carga. 
La cuantificación de los niveles proteicos de TLR4 se expresa relativa al nivel de expresión de GAPDH. 
El nivel de expresión de células transfectadas con el vector vacío se definió arbitrariamente como 1. 
Los resultados se expresan como veces de cambio con respecto a la expresión de TLR4 en células 
transfectadas el vector vacío. * P<0,05 vs células transfectadas con el vector vacío (unpaired 
Student’s t test). La imagen es representativa de dos experimentos realizados de manera 
independiente (n=2). B) Células PCCL3 fueron transfectadas durante 48 hs con el constructo -
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336/+223-Luc, el vector vacío o el vector de expresión para ETS1 y el vector de expresión de β-
galactosidasa (β-gal) para normalizar los resultados. La cuantificación de la actividad de luciferasa se 
expresa relativa a la actividad de β-galactosidasa. Los resultados (media ± SEM) se indican como 
veces de cambio con respecto a la actividad de células transfectadas con el vector vacío y 
corresponden a dos experimentos independientes (n=3). ** P<0,01 vs vs células transfectadas con el 
vector vacío (unpaired Student’s t test). 
 
4.I.6.5. ETS1 interacciona con la región promotora -365/-24 de TLR4  

 Habiendo determinado la participación de ETS1 en la inducción de la expresión de 
TLR4 mediada por el oncogén BRAFV600E se decidió continuar evaluando el mecanismo 
molecular por el cual ETS1 promueve la expresión de TLR4. Para ello examinamos la 
asociación directa “in vivo” entre ETS1 y la secuencia -365/-24 del promotor de TLR4 de rata 
utilizando la metodología inmunoprecipitación de la cromatina (ChIP). Para ello, células 
PC/BRAFV600E fueron estimuladas o no con doxiciclina durante 24 hs y posteriormente la 
cromatina entrecruzada y sonicada fue inmunoprecipitada utilizando un anticuerpo 
policlonal dirigido hacia ETS1, experimentalmente testeado para su utilización en ChIP (261). 
El contenido de ADN presente en los inmunoprecipitados fue analizado mediante PCR a 
tiempo real utilizando primers específicos que abarcan la secuencia -365/-24 del promotor 
de TLR4 de rata (Figura 51 A). Cabe aclarar, que si bien anteriormente demostramos que el 
sitio consenso de unión a Ets distal (Etsd) localizado entre las bases -240 y -236 (relativo al 
sitio de iniciación de la transcripción) del promotor de TLR4 de rata (Figura 40) es crítico 
para la inducción de la sobreexpresión de TLR4 en respuesta a la actividad oncogénica de 
BRAFV600E (Figura 42), no fue posible diseñar primers que flanqueen esta pequeña región 
debido a la gran repetitividad de bases en esta zona del genoma. Por lo tanto, se decidió 
construir un par de primers abarcando una secuencia mayor a la deseada, comprendiendo 
el segmento entre -365/-24 que abarca los cuatro sitios consenso putativos para Ets. 
Corroborando los hallazgos anteriores, el análisis cuantitativo del contenido de ADN en los 
inmunoprecipitados mostró que el tratamiento con doxiciclina indujo un enriquecimiento 
de la secuencia amplificada por el par de primers mencionado anteriormente (Figura 51 B). 
Para descartar amplificaciones inespecíficas, se realizó la inmunoprecipitación utilizando un 
anticuerpo IgG de ratón no relacionado. Bajo esta condición, establecida como control 
negativo, no se observó amplificación de la secuencia en estudio, indicando que la 
asociación ETS1-ADN es específica. Estos resultados en conjunto sugieren que la 
señalización de BRAFV600E/MAPK/ERK incrementa directamente los niveles de expresión de 
ETS1 y su unión al promotor de TLR4 modulando en consecuencia la expresión génica de 
TLR4. 
 
                             A 
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Figura 51. La expresión condicional de BRAFV600E induce el reclutamiento de ETS1 en el promotor 
de TLR4. A) Se muestra una representación esquemática del promotor de TLR4 en rata. Las 
posiciones indicadas son relativas al sitio de inicio del primer exón codante para TLR4. Se indica la 
región amplificada por los primers utilizados en el experimento de ChIP y la localización de los 
diferentes elementos cis presentes en la región promotora. B) Ensayo de ChIP para la determinación 
de la unión de ETS1 a la región -365/-24 del promotor de TLR4 en respuesta a la expresión de 
BRAFV600E mediante el tratamiento con doxiciclina (Dox) (1 mg/ml) en células PC/BRAFV600E. Los 
resultados (media ± SEM) se expresan como veces de incremento (ETS1 IP/Input total) utilizando 
unidades arbitrarias. El gráfico es representativo de tres experimentos independientes (n=4). El 
cálculo de las veces de incremento fue realizado de acuerdo a la ecuación veces de cambio = 2-[(Ct.input 

- Ct.target) - (Ct.input - Ct.mock)]. ** P<0,01 vs células tratadas con vehículo (unpaired Student’s t test).  

 
4.I.6. Conclusiones 

 A través de análisis bioinformático de correlación identificamos que entre la extensa 
familia de factores de transcripción ETSs, el mediador ETS1 presenta la mayor asociación 
positiva con los incrementados niveles de ARNm de TLR4. En correspondencia, 
demostramos que niveles aumentados de ETS1 se correlacionan con incrementados niveles 
proteicos de TLR4 en tejidos de PTCs equivalentes. En estrecha relación, evidenciamos que 
ETS1 está altamente expresado en PTCs respecto al tejido tiroideo normal. En coincidencia, 
nuestros estudios in vitro demostraron que el oncogén BRAFV600E a través de la vía de 
señalización MAPK/ERK regula los niveles de expresión de ETS1. Además, revelamos que el 
silenciamiento de ETS1 previene el incremento de la expresión de TLR4 inducido por el 
oncogén BRAFV600E. A la inversa, la sobreexpresión de ETS1 induce la expresión de TLR4 en 
células tiroideas normales. Por otra parte, los ensayos de ChIP corroboraron que ETS1 podría 
ser un regulador transcripcional para la expresión de TLR4 corriente abajo de la señalización 
de MAPK/ERK inducida por el oncogén BRAFV600E.  
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4.II. CAPÍTULO II: MECANISMOS MOLECULARES INVOLUCRADOS EN LA EXPRESIÓN Y 
TRANSACTIVACIÓN DE EGFR EN LA CÉLULA TIROIDEA TUMORAL 

 
4.II.1. PTCs que albergan la mutación BRAFV600E poseen expresión incrementada de EGFR 

 
4.II.1.1. Expresión diferencial de ARNm de EGFR en PTCs que albergan diferentes 
oncogenes  

 Como se mencionó anteriormente, numerosos trabajos han demostrado que la 
señalización a través de NF-κB mediada por la activación de TLR4 requiere la transactivación 
de EGFR (166, 210, 216), demostrando que la expresión de EGFR representa un evento clave 
para la señalización de TLR4 (166). Además se describió que los niveles de expresión de 
EGFR se encuentran incrementados en tumores tiroideos más indiferenciados con respecto 
al tejido normal y a carcinomas tiroideos humanos bien diferenciados (141). De este modo, 
la sobrexpresión de EGFR es actualmente considerada un marcador pronóstico adverso en el 
cáncer tiroideo (189). En base a estos antecedentes, en primer lugar se decidió estudiar si 
existe expresión diferencial de EGFR entre PTCs que alberguen diferentes oncogenes. Para 
ello, se realizó un análisis bioinformático combinado para la expresión de ARNm de EGFR en 
función de los oncogenes promotores comúnmente expresados en PTC, mediante la 
utilización de la base de datos del TCGA (18). 
 De manera similar a lo realizado para el análisis de TLR4, se dividió los datos 
transcriptómicos de PTCs aportados por el TCGA en diferentes grupos de acuerdo a la 
expresión diferencial de oncogenes, seleccionándose sólo los grupos de tumores con un 
número de pacientes mayor a 10 (n>10) y se procedió a evaluar la expresión de ARNm de 
EGFR entre los diferentes grupos. En todos los PTCs se evidenciaron niveles altos de 
expresión de ARNm de EGFR. Sin embargo, los niveles de expresión de EGFR se encontraron 
significativamente incrementados en tumores que contienen mutaciones en BRAF respecto 
a tumores que presentan mutaciones en HRAS y NRAS, como así también respecto a 
tumores que contienen fusiones cromosómicas de los genes de NTRK, RET y BRAF (Figura 52 
A). Por otro lado, dado que la mutación BRAFV600E es la mutación más frecuente del PTC 
(18), se decidió dividir la muestra de tumores papilares en dos grupos de acuerdo a si 
albergaban la mutación BRAFV600E (n=234) o si no poseían mutaciones en BRAF (BRAF WT) 
(n=130) y luego se evaluó la expresión de ARNm de EGFR entre ambos grupos. En 
concordancia con los resultados anteriores, se evidenció un incremento significativo en la 
expresión de ARNm de EGFR en pacientes con tumores BRAFV600E positivos respecto a 
pacientes con tumores que albergan BRAF en estado nativo (Figura 52 B). Estos resultados 
sugieren que la sobreexpresión de EGFR en el PTC estaría regulada principalmente por la 
actividad oncogénica de BRAFV600E.  
 



Resultados 

100 
 

 
 
Figura 52. EGFR se sobreexpresa en PTCs BRAFV600E positivos. A) Análisis de la expresión de ARNm 
de EGFR en función de los oncogenes promotores tumorales más comúnmente identificados en el 
PTC, incluyendo mutaciones puntuales en BRAF (n=234), HRAS (n=14) y NRAS (n=34), como así 
también fusiones cromosómicas de tirosinas quinasas incluyendo NTRK (n=10), RET (n=32) y BRAF 
(n=12). Se grafica mediana y rango intercuartil. *** P<0,0001 vs PTCs con mutaciones en BRAF 
(Kruskal-Wallis test, Dunn's test). B) Análisis de la expresión de ARNm de EGFR en función del 
oncogén BRAFV600E (n=234) y la expresión de BRAF en estado nativo (BRAF WT) (n=130). Se grafica 
mediana y rango intercuartil. *** P<0,0001 vs PTCs BRAFV600E positivos (Mann-Whitney t test). Datos 
transcriptómicos de ARNseq se obtuvieron del TCGA. 
 
4.II.1.2. Niveles Incrementados de ARNm de EGFR en PTCs se asocian con mayor grado de 
desdiferenciación tiroidea en el PTC 

 A fin de estudiar si la expresión de EGFR varía en función del grado de diferenciación 
en PTCs, se realizó un análisis bioinformático de correlación entre la expresión de ARNm de 
EGFR y el score de diferenciación a partir de los datos de PTCs aportados por el TCGA (18). 
Como era de esperar, se evidenció una asociación negativa significativa entre los niveles de 
ARNm de EGFR y el score de diferenciación tiroidea (rs=-0,2818, P=0,0001) (Figura 53 A). 
Estos resultados sugieren que la sobreexpresión de EGFR es un evento tardío en el PTC ya 
que la expresión de EGFR es significativamente mayor en PTCs más indiferenciados (valores 
negativos de score). Dado que la mayoría de los tumores que albergan la mutación BRAFV600E 

presentan menor grado de diferenciación (con valores negativos en el score de 
diferenciación), consideramos que la significancia estadística de este análisis podría estar 
vinculada a la sobreexpresión de EGFR anteriormente observada para tumores BRAFV600E 
positivos (Figura 52). Por otro lado, al realizar el análisis de correlación sólo en PTCs que 
albergan la mutación BRAFV600E no se demostró una correlación estadísticamente 
significativa (rs=0,0702, P=0,0702) entre los niveles de ARNm de EGFR y el score de 
diferenciación (Figura 53 B). Esta falta de significancia estadística podría deberse a la 
homogeneidad de los datos del score de diferenciación en este conjunto de tumores. En 
correlación, cabe mencionar que no se encontraron diferencias significativas en los niveles 
de ARNm de EGFR entre los PTCs BRAFV600E positivos con mutaciones en el promotor de 
TERT (n=32) y los PTCs BRAFV600E positivos con expresión de TERT en estado nativo (n=202) 
(datos no mostrados).  
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Figura 53. La expresión de EGFR varía en función del grado de diferenciación tiroidea en PTCs. 
Análisis de correlación entre la expresión de ARNm de EGFR y el score de diferenciación tiroidea 
utilizando la población completa de PTCs (A) (n=392). P=0,0001 (Spearman’s correlation test); y 
utilizando un subconjunto de PTCs que albergan el oncogén BRAFV600E (n=202) (B). P=0,0702 
(Spearman’s correlation test). Datos transcriptómicos de ARNseq se obtuvieron del TCGA. 

 
4.II.1.3. La expresión condicional de oncogenes promotores de PTC induce expresión 
incrementada de EGFR 

 Para investigar el efecto de la expresión de los oncogenes más prevalentes del PTC 
sobre la expresión de EGFR se evaluó la influencia de los oncogenes BRAFV600E, HRASG12V y 
RET/PTC3 sobre la expresión de este receptor, utilizando como modelo experimental de PTC 
las líneas celulares inducibles por doxiciclina para dichos oncogenes. Sorprendentemente, la 
inducción de la expresión los oncogenes en células PC/BRAFV600E, PC/HRASG12V y PC/PTC3 
estuvo asociada a un incremento significativo de los niveles de ARNm de EGFR (Figura 54 A).  
 Adicionalmente, se evaluó la expresión proteica de EGFR en células PC/BRAFV600E, 
PC/HRASG12V y PC/PTC3 en respuesta a doxiciclina, mediante ensayos de western blot. 
Demostramos un incremento significativo de los niveles de EGFR en respuesta a la inducción 
de la expresión de los oncogenes con la tetraciclina (Figura 54 B). En concordancia, la 
transfección transiente de un vector de expresión para el oncogén BRAFV600E en la línea 
tiroidea humana no tumoral Nthy-ori 3-1, incrementó significativamente los niveles de 
expresión de EGFR en comparación con células transfectadas con un vector vacío (Figura 54 
B). La determinación de pERK se utilizó como control de la señalización gatillada por los 
oncogenes en estudio (Figura 54 B). 
 Complementariamente, mediante inmunofluorescencia indirecta se demostró un 
incremento de EGFR a nivel proteico en respuesta a la expresión de los oncogenes en 
estudio mediante el tratamiento con doxiciclina (Figura 54 C). En su conjunto estos 
resultados sugieren que la sobreexpresión de EGFR podría estar estimulada por diferentes 
oncogenes promotores del PTC.  
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Figura 54. La expresión condicional de oncogenes incrementa los niveles de expresión de EGFR en 
modelos de PTCs. A) Evaluación de los niveles de ARNm de EGFR por RT/qPCR. El ARN total se 
extrajo de células PC/BRAFV600E, PC/HRASG12V y PC/PTC3 en ausencia o presencia de doxiciclina (Dox) 
(1 μg/ml) durante 48 hs. Los niveles de ARNm de EGFR se grafican relativos a la expresión de β-
Actina. Los resultados (media ± DS) se indican como veces de cambio con respecto al ARNm de EGFR 
de células tratadas con vehículo. * P<0,05, *** P<0,001 vs células tratadas con vehículo (one-way 
ANOVA, Newman-Keuls test). El gráfico mostrado es representativo de tres experimentos realizados 
de manera independiente (n=3). B) Western Blots realizados a partir de extractos proteicos totales 
de células PC/BRAFV600E, PC/HRASG12V, PC/PTC3 y Nthy-ori 3-1. Se muestran niveles de expresión de 
EGFR (175 kDa) en respuesta a la expresión de BRAFV600E, HRASG12V o RET/PTC3 inducidos por 
doxiciclina (Dox) durante 48 hs o en respuesta a la transfección del vector de expresión para 
BRAFV600E durante 48 hs en células Nthy-ori 3-1. La fosforilación de ERK (pERK) (42/44 kDa) indica la 
señalización gatillada por los oncogenes. GAPDH (37 kDa) fue utilizada como control de carga. La 
cuantificación de los niveles proteicos de EGFR se expresa relativa al nivel de expresión de GAPDH. El 
nivel de expresión de EGFR en células no tratadas o células transfectadas con el vector vacío se 
definió arbitrariamente como 1. Los resultados se expresan como veces de cambio respecto a la 
expresión de EGFR en células no tratadas o en células transfectadas con el vector vacío. * P<0,05 vs 
células no tratadas o células transfectadas con el vector vacío (unpaired Student’s t test). La imagen 
mostrada es representativa de tres experimentos realizados de manera independiente (n=2). C) 
Imágenes representativas de inmunofluorescencia evaluando la expresión proteica de EGFR (ab-
52894, Abcam) en respuesta a la expresión de BRAFV600E, HRASG12V o RET/PTC3 inducida por 
doxiciclina (Dox) (1 μg/ml) durante 48 hs. Se muestra la superposición de imágenes obtenidas para la 
marcación inmunofluorescente de EGFR (verde) y la marcación fluorescente del núcleo con Dapi 
(azul). Las barras de escala representan 10 μm. La cuantificación de los niveles proteicos de EGFR se 
expresa relativa al número de células por campo microscópico (paneles derechos). Los resultados se 
muestran como media ± SEM y corresponden a dos experimentos independientes (n=6). ).* P<0,05, 
** P<0,01, *** P<0,001 vs células tratadas con vehículo (unpaired Student’s t test).  

 
4.II.1.4. Los PTCs desarrollados en ratones transgénicos con expresión de BRAFV600E en la 
glándula tiroides presentan niveles incrementados de EGFR 

 A fin de confirmar los resultados obtenidos in vitro se analizó el impacto de la 
actividad oncogénica de BRAFV600E sobre la expresión de EGFR in vivo, utilizando ratones 
transgénicos que expresan el oncogén BRAFV600E dirigido a las células foliculares tiroideas 
como modelo de PTC (65). De manera similar a lo anteriormente realizado para el análisis de 
TLR4, se obtuvieron cortes de tejidos tiroideos de ratones transgénicos y ratones no 
transgénicos controles de las mismas camadas y a diferentes edades (5, 12 y 30 semanas) y 
se procedió a evaluar mediante inmunohistoquímica la expresión de proteica de EGFR. En 
concordancia con los resultados obtenidos a partir de la base de datos del TCGA y los 
ensayos in vitro, se observaron niveles incrementados de EGFR en los PTCs provenientes de 
ratones transgénicos en comparación con el tejido normal tiroideo de ratones controles a 
todas las edades estudiadas (datos no mostrados). Sin embargo, la inducción de la expresión 
de EGFR fue mayor en la quinta semana de vida de los ratones transgénicos, demostrando 
un incremento significativo de la densidad de tinción de EGFR (Figura 55 A). Estos resultados 
sugieren que la sobreexpresión de EGFR podría ser un evento mediado por la actividad 
oncogénica de BRAFV600E in vivo. Además, al igual que lo observado para la expresión de 
TLR4, el descenso de la expresión de EGFR en tumores de ratones transgénicos de edades 
más avanzadas podría deberse a la limitante de este modelo tumoral, donde se demostró 
una disminución de la expresión de BRAFV600E a medida que el tumor progresa por una 
inhibición de la actividad del promotor de tiroglobulina (65). 
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 Complementariamente, evaluamos la expresión de ARNm de EGFR mediante PCR a 
tiempo real a partir de muestras de PTCs de ratones transgénicos (n=8) y tejidos tiroideos de 
ratones controles (n=7) de las mismas camadas a las 5 semanas de edad. Sin embargo, a la 
inversa de lo observado para los niveles proteicos, no evidenciamos expresión diferencial 
del ARNm de EGFR entre los tejidos de PTCs provenientes de ratones transgénicos y los 
tejidos tiroideos normales de ratones controles (Figura 55 B). La falta de coincidencia para la 
expresión proteica y de ARNm de EGFR podría deberse a un diferente grado de activación 
de la vía de señalización que induce la expresión de este gen durante la carcinogénesis 
tiroidea. 
 

  
 
Figura 55. La expresión de BRAFV600E dirigida al tejido tiroideo de ratones transgénicos incrementa 
los niveles de proteicos de EGFR. A) Imágenes representativas de cortes histológicos, a 200x de 
magnificación, correspondientes a tejidos tiroideos de ratones controles (n=5) y ratones 
transgénicos (Tg-BRAFV600E) (n=6) de 5 semanas de edad, mostrando los niveles de expresión 
proteica de EGFR evaluados por inmunohistoquímica utilizando un anticuerpo monoclonal de conejo 
anti- EGFR (ab-52894, Abcam). Las barras de escala representan 10 μm. La cuantificación de los 
niveles proteicos de EGFR se expresa relativa al número de células de las secciones de tejidos (panel 
derecho). Los resultados se muestran como mediana y rango intercuartil. ** P<0,01 vs control 
(Mann-Whitney t test). B) Evaluación de los niveles de ARNm de EGFR por RT/qPCR. El ARN total se 
extrajo de tejidos tiroideos de ratones controles (n=6) y ratones transgénicos (Tg-BRAFV600E) (n=8) de 
5 semanas de edad. Los niveles de ARNm de EGFR se grafican relativamente a la expresión de β-
Actina. La cuantificación de los niveles de ARNm de EGFR se expresan como mediana y rango 
intercuartil y se indica como veces de cambio con respecto al ARNm de EGFR de ratones controles.  

 
4.II.1.5. La activación exacerbada de la vía de señalización MAPK/ERK se correlaciona con 
niveles incrementados de ARNm de EGFR en el PTC 

 Para investigar si la expresión de EGFR varía en función del grado de activación de la 
vía de señalización MAPK/ERK en PTCs, se utilizaron los datos del transcriptoma derivado 
del TCGA (18) y se realizó un análisis bioinformático de correlación entre la expresión de 
ARNm de EGFR y el ERK score. Sorprendentemente, identificamos una correlación positiva 
estadísticamente significativa entre los niveles de expresión de ARNm de EGFR y el score de 
activación de ERK (rs=0,3236, P<0,0001) de los PTCs (n=392) (Figura 56). Este resultado 
sugiere que la sobreactivación de la vía de señalización MAPK/ERK podría ser un evento 
necesario para conducir la expresión de EGFR en el PTC. Sin embargo, no podríamos 
descartar la posibilidad de que la asociación encontrada entre EGFR y la activación 
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MAPK/ERK pueda deberse a la contribución de una posible activación constitutiva de EGFR 
en este tipo de tumores. 
 

 
 
Figura 56. Correlación positiva entre los niveles de ARNm de EGFR y la activación de ERK. Análisis 
de correlación entre la expresión de ARNm de EGFR y el score de activación de ERK. Datos 
transcriptómicos de ARNseq se obtuvieron del TCGA (n=392). P=0,0001 (Spearman’s correlation 
test). El ERK score fue calculado en base al valor promedio de la expresión de 52 genes para evaluar 
la activación de la vía de señalización MAPK/ERK. 

 
4.II.1.6. La expresión condicional de oncogenes promotores de PTC induce expresión 
incrementada de EGFR a través de la señalización de MAPK/ERK 

 Para dilucidar la vía de señalización involucrada en la regulación de la expresión 
génica de EGFR en respuesta a la expresión los oncogenes BRAFV600E, HRASG12V y RET/PTC3, 
se evaluó el efecto los inhibidores PLX4032 y UO126 sobre la expresión de EGFR en células 
PC/BRAFV600E, PC/HRASG12V, PC/PTC3 bajo tratamiento con doxiciclina. En concordancia con 
la correlación positiva observada entre la expresión de ARNm de EGFR y el score de 
activación de MAPK/ERK, la inhibición de la señalización MAPK/ERK mediante UO126 redujo 
la expresión de ARNm de EGFR inducida por los distintos oncogenes (Figura 57). Además, la 
inhibición de BRAFV600E mediante PLX4032 redujo el incremento en la expresión de ARNm de 
EGFR en respuesta al tratamiento con doxiciclina en células PC/BRAFV600E (Figura 57 A). 
Debido a que el inhibidor PLX4032 es específico para la variante BRAF mutada (V600E), este 
inhibidor no tuvo efecto en la sobreexpresión de EGFR inducido por los oncogenes HRASG12V 
y RET/PTC3 dado que estás líneas celulares expresan BRAF en estado nativo (Figura 57 B y 
C). 
 

 



Resultados 

106 
 

 
 
Figura 57. La señalización de MAPK/ERK regula la expresión de EGFR en respuesta a la expresión 
condicional de oncogenes promotores de PTC. Evaluación de los niveles de ARNm de EGFR por 
RT/qPCR a partir de células PC/BRAFV600E (A), PC/HRASG12V (B) y PC/PTC3 (C). Se muestran niveles de 
ARNm de EGFR en respuesta a la expresión de los oncogenes inducida por doxiciclina (Dox) durante 
48 hs y el efecto del tratamiento con los inhibidores químicos PLX4032 o UO126 durante 16 hs. Los 
niveles de ARNm de EGFR (media ± DS) se indican relativos a la expresión de β-Actina. Los resultados 
se expresan como veces de cambio con respecto al ARNm de EGFR de células tratadas con vehículo. 
** P<0,01 vs células tratadas con vehículo y # P<0,05, ## P<0,01, ### P<0,001 vs células tratadas con 
Dox (one-way ANOVA, Newman-Keuls test). Los gráficos mostrados son representativos de tres 
experimentos realizados de manera independiente (n=3). 

 
4.II.1.7. EGFR se expresa en líneas tumorales tiroideas humanas con actividad oncogénica 
BRAFV600E 

 Para investigar si las células tiroideas tumorales humanas portadoras de la mutación 
BRAFV600E, BCPAP, 8505c y KTC2 expresan EGFR, se determinó la expresión proteica del 
receptor mediante ensayos de western blot. Se utilizó como control positivo proteínas 
totales purificadas de células PC/BRAFV600E tratadas o no con doxiciclina. Como se observa 
en la Figura 58, demostramos una expresión robusta de EGFR en todas las líneas tumorales 
analizadas. Además, evidenciamos que las líneas tumorales con expresión basal de pERK 
expresan niveles altos de EGFR (Figura 58); sugiriendo una vez más que la expresión de EGFR 
podría estar asociada a una activación exacerbada de la vía de MAPK/ERK. Sin embargo, no 
observamos una asociación aparente entre los niveles de expresión de EGFR con el grado de 
fosforilación de ERK. 
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Figura 58. EGFR se expresa marcadamente en líneas tumorales tiroideas humanas BRAFV600E 
positivas. Western Blot realizado a partir de extractos proteicos totales de células BCPAP, 8505c, 
KTC2 y PC/BRAFV600E. Se muestran los niveles de expresión de EGFR (175 kDa). El incremento de la 
expresión de EGFR en respuesta a la expresión de BRAFV600E inducido por doxiciclina (Dox) (1 μg/ml) 
durante 48 hs en células PC/BRAFV600E se utilizó como control positivo. La fosforilación de ERK (pERK) 
(42/44 kDa) indica la señalización gatillada por los oncogenes. GAPDH (37 kDa) fue utilizada como 
control de carga. El nivel de expresión de EGFR en células BCPAP o en células PC/BRAFV600E no 
tratadas se definió arbitrariamente como 1. Los resultados se expresan como veces de cambio con 
respecto a la expresión de EGFR en células BCPAP o en PC/BRAFV600E no tratadas. * P<0,05 vs células 
BCPAP (one-way ANOVA, Newman-Keuls test). * P<0,05 vs células PC/BRAFV600E no tratadas 
(unpaired Student’s t test). La imagen mostrada es representativa de tres experimentos realizados de 
manera independiente (n=2). 

 
4.II.1.8. La señalización de MAPK/ERK inducida por el oncogén BRAFV600E regula la 
expresión de EGFR en líneas tumorales tiroideas humanas  

 A fin de reforzar nuestras observaciones, se estudió si el oncogén BRAFV600E es el 
responsable de modular los niveles de expresión de EGFR en líneas de carcinomas tiroideos 
humanos, tal como se observó en células PC/BRAFV600E. Para ello, se procedió a evaluar la 
expresión de EGFR en respuesta a los inhibidores químicos PLX4032 y UO126. Como se 
especulaba, el tratamiento con PLX4032 en células BCPAP y KTC2 disminuyó 
significativamente los niveles de ARNm de EGFR (Figura 59 A y B). Sin embargo, el 
tratamiento con UO126 sólo disminuyó significativamente el nivel de EGFR en células KTC2 
(Figura 59 B). La falta de coincidencia para el tratamiento con UO126 podría deberse a un 
diferente grado de activación de la vía de MAPK en distintos momentos de la actividad 
celular. 
 Adicionalmente, y en concordancia con lo anterior el tratamiento de células BCPAP, 
8505c y KTC2 con los inhibidores químicos redujo significativamente los niveles proteicos de 
EGFR (Figura 59 C). En su conjunto estos resultados confirman la participación del oncogén 
BRAFV600E mediante la señalización de MAPK/ERK en la inducción de la expresión de EGFR.  
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Figura 59. El oncogén BRAFV600E regula la expresión de EGFR a través de la señalización de 
MAPK/ERK en células tumorales tiroideas humanas. Evaluación de los niveles de ARNm de EGFR 
por RT/qPCR a partir de células BCPAP (A) y KTC2 (B). Se muestran niveles de expresión de ARNm de 
EGFR en respuesta al tratamiento con los inhibidores químicos PLX4032 o UO126 durante 16 hs. Los 
niveles de ARNm de EGFR se indican relativos a la expresión de β-Actina. Los resultados (media ± DS) 
se indican como veces de cambio con respecto al ARNm de EGFR de células no tratadas. * P<0,05, 
*** P<0,001 vs células no tratadas (one-way ANOVA, Newman-Keuls test). El gráfico mostrado es 
representativo de tres experimentos realizados de manera independiente (n=3). B) Western Blots 
representativos realizados a partir de extractos proteicos totales de células BCPAP (A), 8505c (B) y 
KTC2 (C). Se muestran niveles de expresión de EGFR (175 kDa) en respuesta al tratamiento con 
PLX4032 o UO126 durante 16 hs. La disminución de la fosforilación de ERK (pERK) (42/44 kDa) 
permitió constatar la inhibición de la señalización de MAPK/ERK en respuesta a los inhibidores. 
GAPDH (37 kDa) fue utilizada como control de carga. El nivel de expresión de células no tratadas se 
definió arbitrariamente como 1. Los resultados se expresan como veces de cambio con respecto a la 
expresión de EGFR en células no tratadas. * P<0,05 vs células no tratadas (unpaired Student’s t test). 
Las imágenes mostradas son representativas de dos experimentos obtenidos de manera 
independiente (n=2). 

 
4.II.1. Conclusiones 

 A través de análisis bioinformáticos identificamos que los PTCs presentan expresión 
diferencial de ARNm de EGFR en función a los oncogenes que alberguen, sugiriendo que la 
sobreexpresión de EGFR podría depender principalmente del estado de mutación de BRAF. 
En consistencia con informes previos (189), hemos evidenciado que niveles incrementados 
de ARNm de EGFR se asocian con un menor grado de diferenciación tiroidea en el PTC. Por 
otra parte, hallamos una asociación positiva entre los niveles aumentados de ARNm de EGFR 
y la activación de la señalización MAPK/ERK en PTCs. En correspondencia, nuestros estudios 
in vitro demostraron que la sobreexpresión de EGFR es una consecuencia de la sobre-
activación de la vía de señalización MAPK/ERK inducida por diferentes oncogenes 
promotores de cáncer de tiroides. En correlación, hemos demostrado que EGFR está 
altamente expresado en tumores tiroideos de un modelo murino de PTC BRAFV600E positivo. 
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4. II.2. Señalización cruzada entre TLR4 y EGFR 

 
4.II.2.1. Niveles incrementados de TLR4 se correlacionan con niveles aumentados de EGFR 

 Para investigar si la expresión de TLR4 varía en función de los niveles de expresión de 
EGFR en PTCs, se realizó un análisis de correlación entre los niveles de expresión de ARNm 
de TLR4 y el ARNm de EGFR a partir de los datos transcriptómicos aportados por el TCGA. De 
manera interesante, se evidenció una asociación positiva significativa entre los niveles de 
expresión de ARNm de ambos genes tanto al evaluar la población completa de PTCs (n=392, 
rs=0,2196, P<0,0001) (Figura 60 A), como así también en los PTCs que albergan 
exclusivamente el oncogén BRAFV600E (n=234, rs=0,2133, P=0,0010) (Figura 60 B). En su 
conjunto, estos resultados sugieren que ambos genes estarían regulados por la activación 
de una misma vía de señalización, sin embargo no podríamos descartar la posibilidad de que 
la señalización de estos receptores contribuya a la expresión de los mismos. 
 

 
 
Figura 60. Análisis de correlación entre el ARNm de TLR4 en función del ARNm de EGFR en PTCs. Se 
grafica el análisis de correlación de la expresión de ARNm de TLR4 y EGFR utilizando la población 
completa de PTCs (n=392) (A) P<0,0001 (Spearman’s correlation test); y utilizando un subconjunto 
de PTCs que albergan el oncogén BRAFV600E (n=234) (B) P=0,0010 (Spearman’s correlation test). Datos 
transcriptómicos de ARNseq se obtuvieron del TCGA. 

 
4.II.2.2. La activación de TLR4 incrementa la fosforilación de EGFR 

 Recientemente, De et al. (166) revelaron una señalización cruzada entre EGFR y TLR4, 
observando que la activación de NF-κB en respuesta a LPS además de TLR4 requiere de la 
expresión de EGFR y a la inversa, la expresión de TLR4 es requerida para la activación de NF-
κB mediada por la unión de EGF al EGFR. En el presente trabajo de tesis, demostramos que 
la presencia de los oncogenes BRAFV600E, HRASG12V y RET/PTC3 incrementa los niveles 
proteicos de TLR4 y de EGFR, sugiriendo que el aumento concomitante de ambos receptores 
podría conducir a una hipersensibilidad a estímulos endógenos y exógenos para ambos 
receptores en tumores tiroideos que expresen dichos oncogenes.  
 En este sentido, nos propusimos evaluar la existencia del fenómeno conocido como 
transactivación de EGFR a través de la activación de TLR4 focalizando el estudio en células 
8505c y BCPAP que contienen el oncogén BRAFV600E y expresan niveles altos de ambos 
receptores en estudio. Para ello, células 8505c y BCPAP en estado basal cultivadas en medio 
libre de suero fueron tratadas durante períodos cortos de tiempos con LPS y EGF (como 
control positivo). La fosforilación de residuos tirosinas de EGFR constituye el paso inicial 
para la activación del receptor (160), por lo que la activación de EGFR fue evaluada través de 
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la semicuantificación de la fosforilación de dos residuos tirosina (Tyr 1068 y Tyr 1173) 
mediante ensayos de Western blot a partir de extractos proteicos totales. Como control de 
la funcionalidad de EGFR se evidenció un rápido incremento de su fosforilación en el residuo 
Tyr 1068 luego del tratamiento con distintas dosis de su ligando EGF en la línea 8505c 
(Figura 61 A). Sorprendentemente, la activación de TLR4 en células 8505c mediante el 
tratamiento con LPS indujo un rápido incremento de la fosforilación de EGFR en el residuo 
Tyr 1068 que posteriormente disminuyó sin alcanzar niveles basales (Figura 61 B). Por otro 
lado, el tratamiento con LPS de células 8505c y BCPAP también incrementó la fosforilación 
del residuo Tyr 1173 corroborando la activación de EGFR, (Figura 61 C y D).  
 En consonancia con lo demostrado anteriormente, demostramos el fenómeno de 
transactivación de EGFR luego del tratamiento con LPS en la línea celular humana de PTC, 
TPC-1 portadora del oncogén RET/PTC3 (Figura 61 E). En su conjunto, estos hallazgos 
sugieren la existencia de un fenómeno de transactivación del receptor de EGFR en respuesta 
a la activación de TLR4 en las células tumorales tiroideas que expresen niveles altos de 
ambos receptores en respuesta a la expresión de diferentes oncogenes.  
 

 
 
Figura 61. La activación de TLR4 incrementa los niveles de fosforilación de EGFR en modelos 
celulares de cáncer tiroideo. Western Blots realizados a partir de extractos proteicos totales de 
células 8505c (A, B y C), células BCPAP (D) y células TPC-1 (E). Niveles de expresión de EGFR 
fosforilado (pEGFR) en distintos residuos tirosinas (Tyr 1068 y Tyr 1173) y expresión total de EGFR 
(175 kDa) en respuesta al tratamiento con EGF (50 ng/ml) y LPS (1000 ng/ml) durante los tiempos 
indicados. Los niveles totales de EGFR fueron utilizados como control de carga. El nivel de expresión 
de células no tratadas se definió arbitrariamente como 1. Los resultados se expresan como veces de 
cambio con respecto a la expresión de EGFR en células no tratadas. * P<0,05 (unpaired Student’s t 
test). Los gráficos mostrados son representativos de tres experimentos realizados de manera 
independiente (n=2). 

 
4. II.2. Conclusiones 

 A través de análisis bioinformáticos identificamos una asociación significativa entre 
niveles incrementados de EGFR y aumentados niveles de ARNm de TLR4 en la población 
completa de PTCs como así también en el subconjunto de PTCs que albergan el oncogén 
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BRAFV600E. Estos resultados sugirieron que la expresión de TLR4 y EGFR está regulada por una 
misma vía de señalización y a su vez la señalización gatillada por estos receptores podría 
estar contribuyendo a la regulación de los niveles de expresión de los mismos. Por otro lado, 
hemos evidenciado que la estimulación de TLR4 con LPS induce la transactivación de EGFR, 
poniendo en evidencia una interacción cruzada entre TLR4 y EGFR en el cáncer tiroideo. 
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5. DISCUSIÓN  
 

5.I. CAPÍTULO I: MECANISMOS MOLECULARES INVOLUCRADOS EN LA 
SOBREEXPRESIÓN FUNCIONAL DE TLR4 EN LA CÉLULA TUMORAL TIROIDEA 

 
 En el presente trabajo de tesis doctoral se demostró sobreexpresión de TLR4 en 
carcinomas tiroideos humanos diferenciados, como así también una asociación con 
características clínicas desfavorables en los PTCs que expresan niveles altos de TLR4 
Además, se evaluó el mecanismo molecular involucrado en la expresión aberrante de TLR4 
en modelos experimentales de transformación maligna in vitro, dando el primer aporte al 
conocimiento del mecanismo subyacente por el cual oncogenes iniciadores de carcinoma 
tiroideo modulan los niveles de TLR4 en esta neoplasia. Estas observaciones fueron 
confirmadas in vivo utilizando tejidos tiroideos tumorales de ratones transgénicos con 
expresión del oncogén BRAFV600E dirigida a células foliculares tiroideas e in vitro en modelos 
celulares humanos de PTC y ATC portadores del oncogén BRAFV600E. 
 Existe vasta evidencia que indica una asociación entre la sobre-activación de la 
señalización de TLRs y la progresión del cáncer. En efecto, la señalización desregulada de 
TLRs fue reportada en varios cánceres humanos y relacionada a la producción exacerbada 
de un microambiente pro-inflamatorio que provee el contexto necesario para la progresión 
tumoral, angiogénesis, invasión, metástasis y la evasión de la vigilancia inmune (94, 262). La 
relevancia biológica de la expresión de TLRs en células tumorales parece ser compleja, 
dependiente del órgano que afecte, del contexto, del tipo de TLR y del ligando que se 
exprese (30, 104). Sin embargo, los mecanismos que regulan la expresión diferencial de TLRs 
en células tumorales continúan sin ser dilucidados. 
 Nuestro grupo demostró por primera vez en la membrana plasmática de tirocitos 
murinos normales la expresión concomitante de TLR4 y las moléculas accesorias MD-2 y 
CD14 necesarias para la correcta funcionalidad del receptor luego del reconocimiento de su 
ligando clásico, LPS. Además, hemos reportado que la estimulación de TLR4 con LPS en 
células tiroideas normales resulta en el incremento de la expresión de genes marcadores de 
diferenciación involucrados en la biosíntesis de hormonas tiroideas (149-151, 232). Por otro 
lado, en el presente trabajo hemos evidenciado en cortes de tejidos humanos de tumores 
tiroideos diferenciados (PTCs y FTCs) que los niveles proteicos de TLR4 se encuentran 
incrementados en comparación con tejidos tiroideos normales; Esto fue coincidente con 
algunos datos reportados en la literatura (152, 153). Por el contrario, no hemos evidenciado 
cambios significativos en los niveles de expresión de TLR4 en MTCs, un tumor que no deriva 
de la célula folicular tiroidea. 
 Hagström et al. (152) reportaron que tanto la sobreexpresión como la ausencia de 
expresión de TLR4 se asocian con enfermedad agresiva y metastásica en el FTC. Por otra 
parte, Dang et al. (153) demostraron que la sobreexpresión de TLR4 en el PTC se relaciona 
con mayor tamaño tumoral y mayor prevalencia de metástasis a nódulos linfáticos. Sin 
embargo, hasta el presente ningún estudio ha identificado el mecanismo molecular por el 
cual incrementa la expresión de TLR4 diferencialmente en el cáncer de tiroides y en otros 
tipos de tumores, motivando el interés en dilucidar este interrogante.  
 Nuestro estudio evidenció niveles incrementados de expresión proteica de TLR4 en 
muestras apareadas de tejidos de metástasis a nódulos linfáticos de PTCs en comparación 
con las secciones de tejidos de tumores papilares primarios. Además hemos demostrado 
que la estimulación con LPS de células BCPAP y 8505c (derivadas de PTC y ATC, 
respectivamente) incrementa la migración celular. Estos hallazgos estarían a favor de un 
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potencial rol pro-metastásico de la señalización de TLR4 en la tumorigénesis del PTC. En 
concordancia, Dang et al. (153) demostraron que la estimulación de células W3 derivadas de 
PTC humano con ácido hialurónico de bajo peso molecular (LMW-HA), un ligando endógeno 
de TLR4, incrementa la proliferación y la capacidad migratoria de la línea celular. 
 La patogénesis de los tumores tiroideos es relativamente sencilla en comparación con 
la patogénesis de otros tipos de cánceres. La gran mayoría de los tumores tiroideos 
derivados de la célula folicular resultan de alteraciones genéticas somáticas incluyendo 
mutaciones puntuales o rearreglos cromosomales que originan proteínas con actividad 
constitutiva (oncogenes) o pérdida de la actividad de supresores tumorales (1). 
Particularmente, el PTC tiene una de las densidades mutacionales más bajas de los cánceres 
analizados mediante el secuenciamiento completo del exoma a través de la tecnología NGS 
(92). Se identificaron numerosas alteraciones que cumplen un rol fundamental tanto en el 
inicio como en la progresión del PTC. Sin embargo, la oncogénesis del PTC aún no está 
completamente esclarecida y continúa bajo investigación. La comprensión de la biología 
molecular del PTC a través del descubrimiento de nuevos marcadores y vías de señalización 
diferencialmente activadas promete ser de vital importancia tanto para el desarrollo de 
estrategias terapéuticas eficaces como para el avance en el uso de marcadores moleculares 
para el diagnóstico y/o el pronóstico de esta patología. 
 El PTC constituye la neoplasia tiroidea más prevalente representando un 80% 
mientras que el FTC constituye un 10% de los casos (5). El proyecto Del Atlas del Genoma 
del Cáncer (The Cancer Genome Atlas ,TCGA) (18) ofrece el secuenciamiento del exoma 
completo de 496 pacientes con PTC, junto al tejido normal adyacente de 59 de los casos así 

como algunos datos y parámetros clínicos de relevancia. Por otra parte, la plataforma 
GSE33630 del estudio de la Expresión Génica Omnibus (Gene Expression Omnibus, GEO) 
ofrece el perfil transcriptómico de 49 casos de PTC junto al tejido normal adyacente de 45 
de los pacientes. En los últimos años los análisis bioinformáticos que utilizan datos 
moleculares aportados por el TCGA en diferentes estudios combinados de correlación son 
ampliamente utilizados en trabajos científicos, cobrando veracidad y robustez debido a que 
el número de muestras de esta base de datos constituye la cohorte más grande de casos de 
PTCs estudiada hasta el presente (27, 263). 
 En el presente trabajo de tesis hemos realizado diversos estudios combinados de 
correlación mediante el examen de datos transcriptómicos provistos por el TCGA para la 
expresión de TLR4 en función de la expresión de los oncogenes iniciadores tumorales más 
prevalentes del PTC, como así también en función de la expresión de diversos genes y de 
diferentes scores de activación y parámetros clínicos. Algunos de los análisis bioinformáticos 
fueron validados al utilizar los datos moleculares aportados por la plataforma GSE33630 de 
la base de datos GEO. Mediante el estudio de los datos de las mencionadas plataformas, 
hemos evidenciado un incremento significativo de los niveles de expresión de TLR4 en PTCs 
respecto al tejido normal adyacente. Sin embargo, los PTCs no presentaron expresión 
diferencial de TLR4 entre tumores que albergan diferentes oncogenes, sugiriendo que la 
sobreexpresión de TLR4 en el PTC podría estar regulada por una misma vía de señalización. 
En concordancia, revelamos por primera vez una asociación positiva entre la expresión de 
TLR4 y la activación de la vía de señalización MAPK/ERK. Estos resultados sugirieron que la 
sobreexpresión de TLR4 podría estar comandada por la sobre-activación de la señalización 
MAPK/ERK inducida por diferentes oncogenes del PTC. 
 La letalidad y la agresividad de los tumores tiroideos derivados de células foliculares 
están inversamente correlacionadas con el grado de diferenciación (93). Mientras que, la 
sobreexpresión de genes o la expresión de variantes mutantes en tumores tiroideos bien 
diferenciados pueden ser interpretadas como eventos que ocurren tempranamente en el 
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proceso de carcinogénesis (64). En el presente trabajo de tesis, mediante análisis 
bioinformático de correlación, hemos evidenciado una asociación positiva significativa entre 
la expresión de TLR4 y el grado de diferenciación tiroidea (evaluado a través de un score de 
diferenciación) en la población de PTCs que albergan la mutación BRAFV600E (con o sin 
mutaciones en el promotor de TERT). Estos resultados, sugirieron que la expresión de TLR4 
es mayor en tumores más diferenciados; Otra posible interpretación sería que los niveles de 
expresión de TLR4 pueden disminuir progresivamente a medida que los PTCs se 
desdiferencian. Estos hallazgos están en discrepancia con nuestros resultados, en donde 
observamos un aumento de TLR4 en metástasis de PTCs a nódulos linfáticos en comparación 
con el tumor primario y con la menor supervivencia libre de enfermedad en pacientes con 
PTCs que expresan niveles altos de TLR4. Además, en el presente trabajo hemos 
demostrado niveles altos de expresión de TLR4 en líneas celulares humanas derivadas de 
ATC. La falta de coincidencia podría estar relacionada a que el score de diferenciación está 
calculado en base a la expresión de 16 genes relacionados al metabolismo y la función 
tiroidea normal y este score podría estar reflejando sólo parcialmente el grado de 
diferenciación tiroidea. En conjunto, nuestros resultados estarían a favor de un rol pro-
tumorigénico de TLR4, por lo tanto desestimando la posibilidad de la pérdida de expresión 
del receptor a medida que progresa la enfermedad. Sin embargo, consideramos que sería 
de gran utilidad realizar un estudio comparativo de los niveles de expresión de TLR4 entre 
muestras clínicas de PDTCs y ATCs humanos, dado que constituyen los tumores tiroideos 
más indiferenciados, y en muestras obtenidas a través de biopsias por PAAF de 
microcarcinomas tiroideos, debido a que esta subclasificación se corresponde con etapas 
tempranas de tumores tiroideos bien diferenciados. 
 Recientemente se identificaron dos mutaciones en el promotor de TERT que generan 
motivos de unión de novo para miembros de la familia de factores de transcripción ETS, 
resultando en una inapropiada activación de la expresión transcripcional del gen y liderando 
la inmortalización de las células tumorales. Por lo tanto las mutaciones en el promotor de 
TERT son consideradas potentes marcadores de enfermedad agresiva (264). Alrededor de 
dos tercios de los carcinomas tiroideos muestran activación aberrante de esta telomerasa, 
siendo más frecuente su activación en el PDTC y el ATC que en el DTC (74). Particularmente, 
se informó que el 7,5% de los PTCs presentan mutaciones en el promotor de TERT (18). 
Además, las mutaciones en el promotor de TERT son significativamente más frecuentes en 
PTCs que albergan la mutación BRAFV600E, dando un fenotipo más indiferenciado en estos 
tumores (74). A través del desarrollo del score de diferenciación descripto en el TCGA (18) se 
comprobó que los PTCs con “comportamiento BRAFV600E” representan un grupo 
heterogéneo compuesto de tumores bien diferenciados y tumores portadores de 
mutaciones en el promotor de TERT con menor grado de diferenciación, mientras que los 
PTCs del grupo con “comportamiento RAS” representan una entidad más homogénea de 
tumores bien diferenciados (93, 262),18). 
 Mediante el análisis bioinformático comparativo de la expresión de TLR4 hemos 
notado que dentro de la población de tumores portadores de la mutación BRAFV600E el 
subgrupo de tumores que albergan mutaciones en el promotor de TERT parece presentar 
niveles más bajos de expresión de TLR4 que el subgrupo de tumores con el TERT en estado 
nativo, aunque sin alcanzar significancia estadística. Este hallazgo podría explicar, al menos 
en parte, la heterogeneidad de la expresión de TLR4 que hemos observado en la población 
de PTCs BRAFV600E positivos. En consecuencia, decidimos considerar a la población de PTCs 
BRAFV600E positivos que albergan mutaciones en el promotor de TERT como una entidad 
funcionalmente diferente y por lo tanto fueron excluidos de los análisis integrados de datos 
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transcriptómicos para la expresión de TLR4 y datos clínicos como el tiempo de supervivencia 
libre de enfermedad y los valores de MACIS score. 
 El oncogén BRAFV600E es el oncogén más prevalente del PTC (36-69% de los casos) 
(74). Se reportaron asociaciones significativas entre la mutación BRAFV600E e indicadores de 
peor pronóstico como edad avanzada, sexo masculino, extensión extra tiroidea, metástasis 
a ganglio linfático, metástasis a distancia, estadificación tumoral más alta, mayor tamaño 
tumoral, mayor refractariedad al tratamiento convencional con iodo radioactivo y mayor 
recurrencia tumoral (60, 74, 93). En el presente trabajo de tesis se realizaron análisis 
integrados de datos clínicos y de datos del transcriptoma derivados del TCGA para tumores 
BRAFV600E positivos (excluyendo a los tumores con mutaciones en el promotor de TERT). Sin 
embargo, estos análisis no pudieron ser realizados en PTCs portadores de oncogenes 
diferentes a BRAFV600E debido a que el bajo número de muestras para estos tumores 
representó una limitante para la realización de los análisis estadísticos. De manera 
interesante, hemos hallado que pacientes con tumores BRAFV600E positivos que expresaban 
niveles altos de TLR4 (por encima de la mediana poblacional) presentaron menor 
supervivencia libre de enfermedad en comparación con pacientes con tumores que 
mostraron niveles bajos de TLR4 (por debajo de la mediana poblacional). Además, hemos 
evidenciado una modesta asociación positiva entre la expresión de TLR4 y el predictor de 
pronóstico MACIS. En su conjunto y de manera similar a lo descripto por Hagström et al. 
(152) para FTCs, nuestros resultados sugieren que la sobreexpresión de TLR4 podría servir 
como indicador de peor pronóstico o como marcador de agresividad en PTCs que alberguen 
la mutación BRAFV600E. 
 Las células PCCL3 derivan de células foliculares tiroideas de ratas Fisher y requieren 
de TSH para su crecimiento y para la expresión de genes específicos de diferenciación 
tiroidea. Esta línea celular mantiene las propiedades de diferenciación como la acumulación 
de ioduro, la expresión de NIS, Tg, TPO y TSHR de manera dependiente de TSH (50). Hace 
aproximadamente 17 años se establecieron diferentes líneas celulares derivadas de la 
expansión clonal de células PCCL3 para la expresión condicional inducible por doxiciclina de 
diferentes oncogenes, denominadas comúnmente como células PC/BRAFV600E, PC/HRASG12V 

y PC/PTC3, entre otras (50, 51). Estas líneas celulares constituyen buenos modelos “in vitro” 
de transformación tiroidea maligna y son ampliamente utilizados para explorar las 
consecuencias biológicas tempranas luego de la activación oncogénica (50, 51). En el 
presente trabajo de tesis, a través de la utilización de estos modelos celulares, hemos 
demostrado que la expresión de los oncogenes más prevalentes del PTC (BRAFV600E, 
HRASG12V y RET/PTC3), conduce a un incremento en la expresión de TLR4 en la membrana de 
la célula folicular tiroidea. Estos hallazgos sugieren que la sobreexpresión de TLR4 podría 
estar ocurriendo en etapas tempranas de la carcinogénesis tiroidea. 
 Los ratones transgénicos denominados Tg-BRAFV600E se desarrollaron 
aproximadamente hace 12 años en el laboratorio del Dr. Fagin (65). Estos ratones expresan 
el oncogén BRAFV600E bajo el control del promotor de Tg conduciendo de esta manera la 
activación oncogénica específicamente al tejido tiroideo. Los ratones Tg-BRAFV600E 
desarrollan hacia la quinta semana de edad tumores tiroideos con características 
morfológicas y fenotípicas similares a PTCs humanos. Por lo tanto, estos animales 
constituyen un buen modelo de PTC in vivo, ampliamente utilizado para corroborar las 
observaciones obtenidas in vitro (226). En este trabajo a través de la utilización de tejidos de 
PTCs provenientes de ratones transgénicos Tg-BRAFV600E hemos confirmado que la 
activación oncogénica de BRAFV600E conduce a la sobreexpresión de TLR4 in vivo. Hemos 
evidenciado sobreexpresión de TLR4 en tumores provenientes de los animales a distintas 
edades (5, 12 y 30 semanas) en comparación con los correspondientes ratones no 
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transgénicos controles. El mayor incremento de la expresión de TLR4 en ratones 
transgénicos fue obtenido hacia la quinta semana de edad, hallazgo que podría estar 
relacionado a una disminución de la actividad del promotor de Tg en el transcurso del 
tiempo que conduce a una menor expresión del oncogén BRAFV600E. A favor de esta 
suposición, se observó que en los ratones Tg-BRAFV600E a medida que el tumor progresa la 
consiguiente desdiferenciación tiroidea produce una disminución de la actividad del 
promotor de Tg y en consecuencia provoca un descenso de la expresión del oncogén 
BRAFV600E (65). Por lo tanto, el descenso la de la expresión de TLR4 observada en tumores de 
ratones transgénicos a edades más avanzadas podría ser interpretada como un efecto 
vinculado a la limitante descripta del modelo tumoral. De este modo, nuestros resultados 
sugieren que la sobreexpresión de TLR4 estaría en dependencia continua de la actividad 
oncogénica de BRAFV600E. Otra posible interpretación a considerar, sería que la 
sobreexpresión de TLR4 estaría ocurriendo mayoritariamente en etapas tempranas de la 
tumorigénesis del PTC, con un progresivo descenso a medida que los tumores se 
desdiferencian. Sin embargo, en base a nuestros resultados en donde demostramos niveles 
incrementados de TLR4 en muestras apareadas de metástasis de PTCs en nódulos linfáticos 
respecto a los tumores primarios y en base a los niveles aumentados de TLR4 hallados en 
líneas humanas derivadas de ATC, desestimamos que la causa de la disminución de los 
niveles de TLR4 en ratones Tg-BRAFV600E a edades avanzadas sea una consecuencia de la 
pérdida de diferenciación.  
 Recientemente se establecieron otros tipos de modelos transgénicos con expresión 
estable del oncogén BRAFV600E. En el laboratorio del Dr. Fagin desde el año 2011 se 
desarrollaron dos modelos tumorales con actividad oncogénica BRAFV600E dirigida a tejido 
tiroideo, los denominados ratones Tg-rtTA/tetO-BRAFV600E (265) y los ratones LSL-
BRAFV600E/TPO-Cre (266). Los ratones Tg-rtTA/tetO-BRAFV600E expresan condicionalmente el 
oncogén BRAFV600E de manera inducible a través de la administración por vía oral de 
doxiciclina (265). Los ratones LSL-BRAFV600E/TPO-Cre constituyen un sistema de 
recombinación Cre-lox, diseñado para dirigir la expresión del oncogén BRAFV600E en células 
tiroideas a través de la cruza de ratones LSL-BRAFV600E (los cuales poseen el alelo BRAF 
mutante latente que puede ser activado por la recombinasa Cre a través de la escisión del 
casete floxado STOP) con ratones TPO-Cre (los cuales expresan la recombinasa Cre bajo el 
control del promotor de Tg) (266). Ambos tipos de ratones transgénicos constituyen 
excelentes modelos tumorales con expresión continua para el oncogén BRAFV600E y son de 
gran utilidad para la confirmación de resultados obtenidos in vitro y para los ensayos de 
diferentes agentes terapéuticos (265, 266). En este sentido, consideramos que sería 
importante en un futuro determinar la expresión de TLR4 en tejidos de ratones Tg-
rtTA/tetO-BRAFV600E y/o ratones LSL-BRAFV600E/TPO-Cre de diferentes semanas de edad para 
dilucidar si la sobreexpresión TLR4 en PTCs requiere de una continua actividad oncogénica o 
si la sobreexpresión de TLR4 es un evento que ocurre principalmente en etapas iniciales de 
la tumorigénesis con una progresiva disminución de los niveles de expresión a medida que 
avanza la enfermedad. 
 Por otro lado, se reportó que ratones deficientes de MyD88 (ratones MyD88-/-) 
desarrollan tumores en colon inducidos experimentalmente con DSS, demostrando que la 
activación de la señalización mediada por MyD88 tiene un rol protector en este modelo de 
tumorigénesis (131). A la inversa, se comprobó que ratones deficientes de TLR4 (ratones 
TLR4-/-) están significativamente protegidos contra el desarrollo del cáncer de colon 
inducido químicamente con DSS (132). Lu et al. (267) demostró que la estimulación de TLR4 
a través de la endotoxina bacteriana LPS activa predominantemente la señalización 
“independiente de MyD88” en cáncer colorectal, hallazgo que podría explicar la 
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discrepancia mencionada anteriormente. Por otro lado, el efecto de la deficiencia de la 
señalización de TLR4 en la tumorigénesis tiroidea aún no fue estudiado, por lo que 
consideramos que sería de gran importancia evaluar la progresión tumoral tiroidea en 
ratones transgénicos obtenidos a partir de la cruza de ratones deficientes de TLR4 (ratones 
TLR4-/-) con los modelos transgénicos anteriormente descriptos con actividad oncogénica 
BRAFV600E específicamente en el tejido tiroideo (ratones Tg-BRAFV600E, ratones rtTA/tetO-
BRAFV600E o ratones LSL-BRAFV600E/TPO-Cre). 
 La vía de señalización de los TLRs culmina principalmente en la activación del factor 
de transcripción NF-κB, el cual induce la expresión de citoquinas pro-inflamatorias, factores 
antiapotóticos y factores pro-angiogénicos (254). Reciente evidencia indica que la 
señalización de NF-κB, como así también las vías que culminan en su activación, son eventos 
cruciales en diversas etapas iniciales y de progresión tumoral (122). Es ampliamente 
conocido que las alteraciones génicas que lideran la activación constitutiva de la vía de 
MAPK/ERK tienen un rol fundamental en la carcinogénesis tiroidea (92). Sin embargo, 
alteraciones adicionales cooperan desregulando múltiples vías de señalización durante la 
progresión tumoral contribuyendo a una mayor agresividad. Particularmente, en el caso del 
melanoma se demostró una aberrante activación de la señalización de NF-κB dirigida por 
diferentes oncogenes a través de la activación de la señalización de MAPK/ERK (268). En la 
carcinogénesis tiroidea se comprobó que la señalización de los oncogenes BRAF, RAS y 
RET/PTC asociados con un fenotipo papilar pueden inducir la activación de NF-κB (158). 
Además se reportó actividad constitutiva de NF-κB en tumores tiroideos anaplásicos (158). 
La activación de la señalización de NF-κB en tumores tiroideos se asoció con mayor 
progresión e invasión tumoral a través de la sobreexpresión de metaloproteinasas (158). 
Considerando estos antecedentes, se propuso inhibir la señalización de NF-κB como un 
potencial blanco terapéutico para pacientes con enfermedad tumoral tiroidea refractaria a 
la radioiodoterapia (158, 269). Sin embargo, el mecanismo corriente arriba que resulta en el 
incremento de la activación de NF-κB en tumores tiroideos aún no fue definido. En el 
presente trabajo, a través de la utilización de modelos celulares de transformación tiroidea 
maligna, hemos corroborado que la actividad oncogénica de BRAFV600E, HRASG12V y RET/PTC3 
conduce al incremento de la activación de NF-κB. Además, hemos demostrado por primera 
vez que la estimulación de TLR4, a través del tratamiento con la endotoxina bacteriana LPS 
potencia el incremento de la actividad de NF-κB tanto en células PC/BRAFV600E inducidas 
para la expresión del oncogén, como así también en las líneas celulares BCPAP, 8505c y 
KTC2, derivadas de tumores tiroideos humanos que albergan la mutación BRAFV600E.  
 En diversos tipos de cánceres humanos se demostró incrementada producción de IL-
6, conocida citoquina inducida por la señalización de NF-κB (270, 271). Particularmente, 
niveles séricos de IL-6 aumentados son considerados como biomarcadores de mal 
pronóstico en el cáncer colorectal (267). En relación al cáncer de tiroides, la expresión de IL-
6 se correlaciona con una mayor agresividad en PTC y MTC (272). Los resultados obtenidos 
en este trabajo indicaron que la estimulación de TLR4 a través de LPS incrementa la 
expresión de IL-6 en células PC/BRAFV600E inducidas para la expresión del oncogén, como así 
también en la línea tumoral humana BCPAP. Nuestros resultados sugieren que la 
señalización a través de TLR4 podría cooperar con la producción exacerbada de IL-6 
demostrada en el PTC (272), contribuyendo a la formación de un microambiente pro-
inflamatorio.  
 El óxido nítrico (NO) es sintetizado por la NO sintasa, de la cual se conocen varias 
isoformas de expresión constitutiva o inducible. La NO sintasa inducible (iNOS) produce 
cantidades elevadas de NO asociadas a procesos inflamatorios siendo esta secreción 
estimulada principalmente por citoquinas a través de la señalización de NF-κB (273). El 
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exceso de producción de NO puede ocasionar una respuesta citotóxica de manera directa. 
Por otra parte, el NO puede reaccionar con aniones superóxido resultando en peroxinitritos 
que pueden causar daño a tejidos cercanos (274). Se reportó que el incremento de la 
expresión de iNOS en respuesta a la activación de TLR4 contribuye a la resistencia de las 
células tumorales al ataque de los linfocitos T citotóxicos y de células asesinas (natural killer) 
(275). En relación a la patogénesis del carcinoma tiroideo se describió que la expresión 
incrementada de la ciclooxigenasa-2 (COX-2) y de la iNOS podría contribuir a la progresión 
tumoral del PTC (274, 276). En el presente trabajo de tesis hemos demostrado que la 
estimulación de TLR4 incrementa los niveles de expresión de iNOS en células PC/BRAFV600E 
inducidas para la expresión del oncogén, como así también en la línea celular humana 
BCPAP, corroborando la funcionalidad de TLR4 en la célula tumoral tiroidea. Nuestros 
resultados sugieren que el incremento de la expresión de iNOS a través de la señalización de 
TLR4 podría estar contribuyendo a la evasión de la vigilancia del sistema inmune en el PTC. 
Sin embargo, consideramos que sería necesario realizar ensayos adicionales para corroborar 
que la inducción de la expresión de iNOS a través de la señalización de TLR4 sea reflejada en 
un incremento de los niveles de NO.  
 Mediante la utilización de diferentes vectores de expresión que codifican proteínas 
con propiedades dominantes negativas para elementos claves de la señalización de TLR4 
hemos demostrado en el presente trabajo que la vía TLR4/MyD88/IκB-α/NF-κB se encuentra 
funcionalmente conservada en líneas celulares de PTC y ATC. De manera contraria a lo 
reportado por Lu et al. (267) en cáncer colorectal donde demostraron que la estimulación 
de TLR4 a través de la endotoxina bacteriana LPS activa predominantemente la señalización 
“independiente de MyD88”, nuestros resultados evidenciaron que la activación de la 
señalización de NF-κB a través de la estimulación de TLR4 con LPS ocurre principalmente a 
través de la vía “dependiente de MyD88”.  
 Los TLRs reconocen moléculas que son ampliamente compartidas con patógenos 
denominadas PAMPs; sin embargo algunas de ellas son estructuralmente similares a 
moléculas propias del organismo liberadas por células dañadas por necrosis o como 
resultado de la proteólisis de componentes estructurales o de matriz extracelular, 
colectivamente referidas como DAMPs. En el presente trabajo hemos demostrado que las 
células tiroideas tumorales responden al agonista exógeno de TLR4, LPS. Hemos evidenciado 
que la estimulación de células tumorales tiroideas con LPS induce la activación de la 
señalización de NF-κB, como así también la expresión de genes blancos para la vía de este 
factor de transcripción. Además, hemos demostrado que la estimulación de TLR4 con LPS 
incrementa la migración celular, un evento necesario para el inicio del proceso metastásico, 
lo cual fue coincidente con datos de reportados en la literatura (153). Sin embargo, aún no 
se dilucidó la posible participación de moléculas endógenas capaces de ser reconocidas por 
TLR4 para inducir la cascada de señalización de NF-κB en el microambiente tumoral tiroideo. 
Nosotros hipotetizamos que la señalización de TLR4 en la célula tumoral tiroidea podría 
estar mediada por diferentes DAMPs. Al respecto, podría especularse que la proteína 
HMGB1 (High mobility group box-1) y los productos liberados por la proteólisis de ácido 
hialurónico serían potencialmente buenos candidatos como DAMPs, dado que se demostró 
una expresión alta de estos ligandos endógenos de TLR4 en microambientes tumorales de 
carcinomas tiroideos bien diferenciados (277, 278). Avalando la importancia de los DAMPs 
en la progresión tumoral tiroidea, reciente evidencia sugiere que el receptor multiligando de 
productos derivados de glicación avanzada (RAGE) media la respuesta pro-migratoria de la 
proteína pequeña de unión al calcio (S100A4) en células tumorales tiroideas (279). 
 El gen NFKBIA codifica la proteína IκB-α, encargada de mantener secuestradas las 
subunidades de NF-κB en el citoplasma celular. Se observó que el polimorfismo rs2233406 
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heterocigoto GA localizado en el promotor del gen NFKBIA causa una disminución de los 
niveles proteicos de IκB-α, permitiendo la producción exacerbada de IL-1β en células 
pulmonares (280). De manera interesante, la señalización de IL-1β se vinculó previamente 
con la disminución de los niveles de expresión de NIS en células de PTC (281). 
Recientemente Plantinga et al. (163) describieron una asociación significativa entre la 
sensibilidad disminuida a la radioiodoterapia y la presencia del polimorfismo rs2233406 en 
el gen NFKBIA en pacientes con cáncer tiroideo. En estrecha relación con nuestros 
resultados, estudios funcionales utilizando las líneas celulares FTC133 (derivada de FTC) y 
BCPAP demostraron que la estimulación de TLR4 a través de LPS resulta en la secreción 
exacerbada de IL-1β. Por consiguiente, estos autores sugirieron que el microambiente 
inflamatorio tumoral podría contribuir a la resistencia a la radioiodoterapia (163). 
 Por otra parte, nuestro grupo reportó que la estimulación de TLR4 resulta en el 
incremento de la expresión de NIS a través de la señalización de NF-κB en tirocitos murinos 
normales (149, 151). Además hemos comprobado que diferentes dadores de NO producen 
una modificación post-traduccional de S-nitrosilación en la subunidad p65 de NF-κB que 
resulta en la disminución de la expresión de NIS a nivel transcripcional en tirocitos murinos 
normales (282). Dado que en el presente trabajo de tesis hemos demostrado que la 
estimulación de TLR4 induce incrementada expresión de la enzima iNOS en un contexto 
tiroideo tumoral, hipotetizamos que la estimulación de TLR4 mediante un mecanismo 
autocrino o paracrino en un microambiente inflamatorio podría estar mediando la 
producción de NO que a su vez podría reducir los niveles de NIS en la membrana 
citoplasmática, contribuyendo de esta manera a la desdiferenciación tiroidea y a la 
refractariedad a la radioiodoterapia, como fue sugerido recientemente (163). 
 Los ratones transgénicos denominados villin-TLR4 se desarrollaron para dirigir la 
expresión de TLR4 bajo el control del promotor específico de intestino villin, conduciendo de 
esta manera la señalización de TLR4 en células intestinales. Se demostró que los ratones 
villin-TLR4 son más susceptibles al desarrollo de lesiones inflamatorias intestinales y a la 
presentación de neoplasias asociadas a colitis (133). Consideramos que sería de gran 
utilidad poder desarrollar en un futuro ratones con expresión constitutiva de TLR4 a nivel 
del tejido tiroideo de manera análoga a los ratones villin-TLR4 (133) mediante la utilización 
de un promotor específico de tiroides (como Tg) o a través de la utilización del sistema de 
recombinación Cre-lox. El desarrollo de estos ratones sería de gran utilidad para estudiar el 
efecto de la sobre-activación de la señalización de TLR4 sobre la expresión de marcadores 
de diferenciación tiroidea y la susceptibilidad al desarrollo de lesiones tiroideas malignas.  
 El gen de TLR4 es altamente polimórfico, reportándose hasta el presente 44 
polimorfismos de nucleótido único (SNPs) (283). Ciertos polimorfismos de TLR4 se asociaron 
a riesgo incrementado para el desarrollo de diversas neoplasias derivadas de células 
epiteliales. Particularmente, los polimorfismos rs4986790, rs4986791 y rs10759932 parecen 
estar positivamente asociados al desarrollo de cáncer gástrico (144). Por otra parte, el 
polimorfismo rs11536889 localizado en la región 3' no traducida (3’ UTR) del gen de TLR4 se 
asoció con riesgo incrementado para el desarrollo de cáncer de próstata y de colon (145, 
146). En relación a polimorfismos de TLRs asociados al desarrollo de tumores tiroideos, Kim 
et al. (154) informaron una asociación significativa entre el polimorfismo rs11466653 en el 
gen de TLR10 y riesgo aumentado para el desarrollo de PTC de pequeño tamaño 
(microcarcinoma). Estos autores además reportaron una asociación entre los polimorfismos 
rs3804099 y rs3804100 en el gen de TLR2 con tumores tiroideos bilaterales, un criterio 
quirúrgico para la realización de tiroidectomía total (155). Sin embargo, hasta el presente no 
se investigó si existe una asociación entre características desfavorables y polimorfismos en 
el gen de TLR4 en tumores tiroideos.  
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 Roger et al. (235), quienes llevaron a cabo un detallado estudio del mecanismo 
molecular que controla la regulación de la expresión del gen de TLR4 en macrófagos de 
ratones, evidenciaron varias regiones regulatorias positivas y negativas dentro del promotor 
de TLR4 y revelaron que dos sitios consenso para ETSs (comprendidos en la región -336/-
104) eran necesarios para la actividad basal del promotor. El sitio consenso Ets distal (Etsd, 
−292/−289) resultó indispensable para la transcripción basal del gen, mientras que el sitio 
Ets proximal (Etsp -115/-112) aportó aproximadamente el 50% a la actividad basal del 
promotor. En el presente trabajo de tesis hemos proporcionado evidencia sobre los 
mecanismos que resultan en la sobreexpresión funcional de TLR4 en células de PTC. En este 
sentido, demostramos que el sitio distal de unión a ETS (Etsd) previamente identificado en el 
promotor de TLR4 es crítico para la activación a nivel transcripcional de la expresión de TLR4 
en respuesta a la actividad oncogénica de BRAFV600E, HRASG12V y RET/PTC3. 
 Los factores de transcripción ETSs constituyen una de las familias del creciente 
número de reguladores maestros del desarrollo (284). Actualmente, 28 factores de 
transcripción ETS fueron identificados en humanos (285). Estos factores de transcripción 
regulan una plétora de procesos, incluyendo el control del ciclo celular, diferenciación, 
proliferación, apoptosis, remodelación de tejidos y angiogénesis (258). La activación 
aberrante de la familia ETS a lo largo de diversas etapas de la tumorigénesis se reportó en 
diversos tumores sólidos (285). Varios miembros de la familia ETS se describieron como 
blancos directos de la señalización MEK/ERK y recientemente se propuso que la terapia 
dirigida contra diferentes miembros de ETSs podría sustituir a los inhibidores de MEK/ERK 
(259). Por otra parte, se reportó que la inducción de la expresión de ETS1 y ETS2 es 
necesaria para la transformación maligna de la célula tiroidea (286). Además, se demostró 
que la expresión del ARNm de ETS1 se encuentra regulada positivamente en PTCs que 
albergan el oncogén BRAFV600E a través de señalización ERK1/2 (260). En el presente trabajo 
mediante el análisis bioinformático de datos transcriptómicos aportados por el TCGA y la 
plataforma GSE33630 de GEO hallamos una correlación positiva significativa entre los 
niveles de ARNm de TLR4 y diferentes miembros de la familia de ETS. En este sentido, 
identificamos que el factor ETS1 presentaba la mayor asociación positiva con los niveles de 
ARNm de TLR4. En correlación, mediante ensayos de inmunohistoquímica evaluamos los 
niveles proteicos de ETS1 en microarrays de tejidos tiroideos humanos, demostrando 
sobreexpresión de este factor de transcripción en el tejido de PTCs en comparación con el 
tejido tiroideo normal. Además, el análisis de correlación entre los niveles proteicos de TLR4 
y ETS1 (en tejidos de PTCs equivalentes) nos permitió observar una asociación positiva 
significativa, reforzando un potencial rol de ETS1 en la regulación de la expresión de TLR4 en 
el PTC. 
 En el presente trabajo hemos demostrado que el silenciamiento de ETS1 (a través de 
un ARN de interferencia específico) previene el incremento de los niveles de ARNm y de la 
actividad transcripcional de TLR4 inducidos por el oncogén BRAFV600E. Además, hemos 
evidenciado que la sobrexpresión de ETS1 (a través de un vector de expresión para este 
factor de transcripción) induce el incremento de los niveles proteicos y de la actividad 
transcripcional del promotor de TLR4 en células tiroideas normales. En coincidencia, 
Shaikhibrahim et al. (287) realizaron un detallado análisis mediante microarrays para 
evaluar la expresión de genes regulados por ETS1 en células PC3 derivadas de cáncer de 
próstata. Estos autores evidenciaron que la inhibición de la expresión de ETS1 disminuía los 
niveles de ARNm de TLR4 y sugirieron que ETS1 podría constituir un regulador positivo para 
la expresión del gen de TLR4 en células de cáncer. 
 Roger et al. (235) demostraron experimentalmente que ESE1 es el principal miembro 
de la familia de factores de transcripción ETS que se une al sitio Etsd para inducir la 
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transcripción basal del gen de TLR4 en macrófagos de ratones. Además, estos autores 
demostraron que los factores de transcripción ETS1, ETS2, ELK1 y PU.1, miembros de la 
familia de ETS, no tienen relevancia durante la expresión basal del gen de TLR4 en los 
macrófagos de ratones (235). En este trabajo de tesis, a través de ensayos de ChIP, hemos 
demostrado que ETS1 se une directamente al promotor de TLR4 en respuesta a la actividad 
oncogénica de BRAFV600E, dirigiendo la sobreexpresión de TLR4 a nivel transcripcional en 
células de PTC. Por lo tanto y en concordancia con lo informado por Shaikhibrahim et al. 
(287) nuestros resultados sugieren que la expresión de TLR4 se encuentra regulada 
diferencialmente en el contexto tumoral, a través de la expresión exacerbada de factores de 
transcripción impulsados por la sobre-activación de vías de señalización inducidas por 
diferentes oncogenes.  
 En conjunto, los resultados del presente trabajo referidos a la regulación de la 
expresión de TLR4 indican que el programa transcripcional de este receptor se encuentra 
exacerbado en PTCs que albergan oncogenes activantes de la vía MAPK/ERK. Hemos 
evidenciado además que la estimulación de TLR4 incrementa la actividad transcripcional de 
NF-κB e induce la expresión de genes de respuesta inflamatoria en modelos celulares de 
PTC. Estos datos plantean un enigma sobre el rol de la señalización de TLR4 en el desarrollo 
y progresión del PTC. Considerando que la señalización intracelular gatillada por TLR4 
confluye en la activación de NF-κB, nuestros resultados apoyan un potencial rol pro-
oncogénico de la señalización de TLR4 en el PTC. El esclarecimiento del impacto de la 
actividad transcripcional estimulada por TLR4 en la progresión del carcinoma tiroideo, así 
como los mecanismos involucrados en la regulación de su expresión y en su activación, 
resultan de gran relevancia clínica al brindar los fundamentos para la comprensión de la 
etiopatogenia de la neoplasia, aportar futuras alternativas para el diseño de herramientas 
diagnósticas capaces de identificar carcinomas tiroideos potencialmente más agresivos y 
contribuir al desarrollo de nuevas modalidades terapéuticas que redunden en el beneficio 
de los pacientes.  
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5.II. CAPÍTULO II: MECANISMOS MOLECULARES INVOLUCRADOS EN LA EXPRESIÓN Y 
TRANSACTIVACIÓN DE EGFR EN LA CÉLULA TIROIDEA TUMORAL 

 
 Numerosos reportes indicaron una asociación entre la expresión aberrante de EGFR 
y la progresión tumoral. En efecto, el 30% de los tumores sólidos presentan alteraciones 
genéticas en EGFR con ganancia de función que generalmente se asocian con mal 
pronóstico (177). Se describió que la supervivencia de diversas células tumorales es 
estrictamente dependiente de la forma mutante o de la sobreexpresión de EGFR (172). En 
concordancia, terapias con inhibidores de tirosina quinasa o anticuerpos neutralizantes para 
miembros de la familia de EGFR son usualmente eficientes en el tratamiento contra el 
cáncer (172-174). Más aún, las terapias combinadas de inhibidores de EGFR con agentes 
dirigidos contra vías de señalización que controlan la proliferación o la apoptosis celular son 
posibilidades terapéuticas prometedoras que amplían el alcance del tratamiento 
antitumoral (177). Sin embargo, los mecanismos que regulan la expresión diferencial de 
EGFR en células tumorales continúan sin ser dilucidados. 
 Los niveles de expresión de EGFR se encuentran incrementados en el PDTC y el ATC 
en comparación con el tejido tiroideo normal y el DTC. Por lo tanto, la sobreexpresión de 
EGFR se definió como un marcador molecular de desdiferenciación y progresión tumoral en 
los carcinomas tiroideos (189, 190). Landriscina et al. (189) demostraron expresión de EGFR 
en el PTC y observaron que los niveles de este receptor incrementan durante la 
desdiferenciación o la trasformación anaplásica. Dado que la sobreexpresión de EGFR fue 
asociada a un fenotipo invasivo, quimiorresistente, con crecimiento independiente de TSH y 
con pérdida de diferenciación, se propuso que el aumento de la expresión de EGFR podría 
servir como un importante biomarcador de PTC agresivos (189).  
 Clásicamente se pensaba que la sobreexpresión de EGFR y mutaciones en BRAF o 
RAS eran eventos mutuamente excluyentes, debido a que estos oncogenes comparten vías 
de señalización similares (288, 289). Sin embargo, Fisher et al. (190) evidenció concomitante 
sobreexpresión de EGFR y expresión de BRAFV600E en PTCs. En concordancia con estos 
autores, nuestros estudios bioinformáticos a partir de datos transcriptómicos de PTCs 
aportados por el TCGA indicaron una fuerte correlación positiva entre los niveles de 
expresión de EGFR y la presencia de la mutación BRAFV600E.  
 En el presente trabajo de tesis evidenciamos por primera vez una expresión 
diferencial de EGFR entre PTCs que expresan diferentes oncogenes. Hemos demostrado que 
los PTCs que albergan la mutación BRAFV600E poseen niveles incrementados de expresión de 
EGFR en comparación con PTCs que expresan BRAF nativo así como mutaciones en HRAS, 
NRAS y fusiones cromosómicas NTRK y RET. Estos resultados ponen en evidencia la 
potencial existencia de una vía de señalización diferencialmente activada dirigiendo la 
sobreregulación de EGFR en PTCs BRAFV600E positivos.  
 En este trabajo de tesis demostramos que en las líneas celulares humanas derivadas 
de PTC y ATC la sobreexpresión de EGFR está regulada por la actividad del oncogén 
BRAFV600E implicando la participación de la vía de señalización MEK/ERK. Además, mediante 
estudios in vitro utilizando modelos celulares de transformación tiroidea maligna, hemos 
demostrado que tanto la actividad oncogénica de BRAFV600E, como la de HRASG12V y de 
RET/PTC3 a través de la activación MAPK/ERK induce significativamente el incremento de la 
expresión proteica y del ARNm de EGFR. Dado que las células transformadas utilizadas 
ponen en evidencia efectos que ocurren en etapas tempranas de la transformación maligna, 
la sobre-regulación de la expresión de EGFR inducida por la actividad oncogénica de 
HRASG12V y RET/PTC3 y su falta de correlación con el análisis bioinformático donde 
identificamos menor expresión de EGFR en los PTCs portadores de estos oncogenes podría 
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ser explicada, al menos en parte, como el resultado de la activación inicial de algún factor de 
transcripción común en estos modelos celulares, que luego posiblemente disminuye su 
actividad a medida que avanza la tumorigénesis hacia PTCs. Se demostró que la inhibición 
específica del oncogén BRAFV600E, como HRASG12V y RET/PTC3 en diferentes líneas celulares 
que albergan diferencialmente estos oncogenes, incrementa la sensibilidad al inhibidor 
específico de EGFR, gefitinib mejorando la efectividad terapéutica (290). Estos antecedentes 
indicarían que a pesar de que EGFR se encuentra diferencialmente sobre-regulado en PTCs 
portadores de la mutación BRAFV600E, la expresión y la actividad exacerbada de este receptor 
también estaría conservada en PTCs que alberguen los oncogenes HRASG12V y RET/PTC3. 
 Mediante la utilización de tejidos de PTCs provenientes de ratones transgénicos Tg-
BRAFV600E hemos confirmado que la expresión del oncogén BRAFV600E conduce a la 
sobreexpresión de EGFR in vivo. Hemos evidenciado sobreexpresión de EGFR en tumores 
provenientes de ratones Tg-BRAFV600E de distintas edades (5, 12 y 30 semanas) en 
comparación con los correspondientes ratones controles no transgénicos. Sin embargo, y de 
manera similar a lo observado para TLR4, el mayor incremento de la expresión de EGFR en 
PTCs de estos animales fue obtenido hacia la quinta semana de edad. En base a nuestros 
resultados que revelaron niveles incrementados de EGFR en líneas humanas derivadas de 
ATC y teniendo en cuenta los datos de la literatura (189), consideramos que el descenso de 
la expresión de EGFR observado en tumores de ratones transgénicos a edades más 
avanzadas podría ser una consecuencia de la limitante del modelo tumoral anteriormente 
planteada. Estos hallazgos sugieren que la sobreexpresión de EGFR podría estar en 
dependencia continua de la actividad oncogénica de BRAFV600E en estos tumores, debido a 
que la expresión del oncogén disminuye progresivamente en este modelo tumoral. 
 Mediante análisis bioinformático utilizando los datos moleculares de PTCs derivados 
del TCGA no hemos observado una correlación significativa entre los niveles de expresión de 
EGFR y el grado de diferenciación tiroidea en la cohorte de PTCs que albergan la mutación 
BRAFV600E (con o sin mutaciones en el promotor de TERT), posiblemente a causa de la 
homogeneidad de los niveles de ARNm de EGFR en este subgrupo de tumores. Por otro lado 
y en concordancia con trabajos previos reportados en la literatura (175, 190), hemos 
evidenciado una asociación negativa estadísticamente significativa entre la expresión de 
EGFR y el grado de diferenciación tiroidea al estudiar la población completa de PTCs. Dado 
que la mayoría de los tumores que albergan la mutación BRAFV600E presentan menor grado 
de diferenciación (con valores negativos en el score de diferenciación), consideramos que la 
significancia estadística de este análisis podría estar vinculada a la sobreexpresión de EGFR 
anteriormente observada para tumores BRAFV600E positivos. Sin embargo, no podríamos 
descartar la posibilidad de que el menor grado de diferenciación tiroidea en PTCs que 
albergan la mutación BRAFV600E sea una consecuencia de la expresión exacerbada de EGFR. 
 Es de amplio conocimiento que la señalización de MAPK/ERK está fuertemente 
activada en PTCs con “comportamiento BRAFV600E” perdiendo relevancia en tumores con 
“comportamiento RAS” (18, 92). En concordancia, a través del análisis bioinformático de 
datos de PTCs provistos por el TCGA, revelamos una asociación positiva estadísticamente 
significativa entre la expresión de ARNm de EGFR y la activación de la vía de señalización 
MAPK/ERK. Estos hallazgos sugirieren que la sobreexpresión diferencial de EGFR podría 
estar en dependencia de la sobre-activación de la vía de señalización MAPK/ERK. Dado que 
la mayoría de los tumores que albergan la mutación BRAFV600E presentan niveles altos de 
ERK score (valores positivos de score), consideramos que la significancia estadística de este 
análisis podría estar vinculada a la sobreexpresión de EGFR anteriormente observada para 
tumores BRAFV600E positivos. Por otro lado, a través de ensayos con inhibidores químicos 
específicos se demostró que EGFR activa la señalización de MAPK/ERK mediante una vía 
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independiente de BRAFV600E (290). En base a todas estas observaciones, no podríamos 
descartar la posibilidad de que la activación de la señalización de EGFR podría estar 
contribuyendo a la sobre-activación de MAPK/ERK en el PTC. 
 En el presente trabajo, mediante diferentes estrategias metodológicas hemos 
demostrado que la señalización a través de MAPK/ERK induce tanto la expresión de TLR4 
como de EGFR en modelos celulares de PTC y ATC. Además mediante análisis bioinformático 
utilizando la base de datos del TCGA hemos evidenciado una fuerte correlación positiva 
entre los niveles de expresión de TLR4 y EGFR al evaluar la población completa de PTCs, 
como así también al evaluar los tumores que albergan la mutación BRAFV600E. Dado que 
hemos demostrado sobreexpresión de EGFR diferencialmente en PTCs que albergan el 
oncogén BRAFV600E respecto a tumores portadores de otros oncogenes pero no hemos 
hallado diferencias en la expresión de TLR4 entre PTCs que albergan diferentes oncogenes, 
estimamos que la asociación entre los niveles de TLR4 y EGFR no sería una mera 
coincidencia del análisis. Por otro lado, considerando que la activación de EGFR señaliza a 
través de la vía MAPK/ERK mediante una vía independiente de BRAFV600E (176, 290), 
nuestros hallazgos sugieren que la señalización a través de EGFR podría estar contribuyendo 
a la sobreregulación de la expresión de TLR4 en tumores que expresen niveles altos de 
EGFR. Hasta el presente no hay datos en la literatura que indiquen una regulación de los 
niveles de expresión de TLR4 a través de la señalización gatillada por EGFR, por lo tanto sería 
de gran importancia determinar si el silenciamiento de la expresión de EGFR modifica los 
niveles de expresión de TLR4 tanto in vitro como in vivo. 
 Numerosa evidencia sugiere que los factores de crecimiento peptídicos tienen un 
importante papel en la transformación oncogénica. Sin embargo, una característica 
importante de las células transformadas es que exhiben un requerimiento menor de 
factores de crecimiento suministrados exógenamente para mantener una alta tasa de 
proliferación. El menor requisito nutricional de las células tumorales podría deberse, al 
menos en parte, a la capacidad de producir niveles altos de factores de crecimiento 
peptídicos que son reconocidos en última instancia por receptores afines de manera 
autocrina y/o paracrina (171). Particularmente, el incremento en la expresión de EGF 
determinado mediante inmunohistoquímica fue asociado a un mayor número de 
recurrencias en pacientes con PTC (186). Además, en PTCs humanos se demostró expresión 
incrementada de TGF-α en paralelo a la sobreexpresión de EGFR (188). En correlación, la 
mayoría de las líneas celulares derivadas de tumores tiroideos responden al tratamiento con 
el inhibidor específico de EGFR, gefinitib en condiciones basales (290). Por otra parte, 
estudios in vivo comprobaron buena respuesta clínica al tratamiento con inhibidores de 
EGFR en tumores anaplásicos que sobreexpresan EGFR (192). En su conjunto, estos 
hallazgos sugieren que en el cáncer de tiroides se sintetizan y liberan ligandos capaces de 
activar a EGFR a través de un mecanismo autocrino y/o paracrino.  
 Como se mencionó anteriormente, el receptor EGFR puede ser transactivado por 
otras clases de receptores de membrana. Al respecto, numerosos reportes describieron una 
interacción cruzada entre TLR4 y EGFR, demostrando que la estimulación de TLR4 a través 
de diferentes agonistas específicos para este receptor redunda en la activación de EGFR en 
diversas células tumorales y no tumorales (107, 166, 208, 209, 211, 212). Recientemente el 
receptor EGFR fue reconocido como miembro efector de una nueva vía de señalización “no-
canónica” para el receptor TLR4 (121). Aunque el mecanismo por el cual EGFR forma parte 
de la vía de señalización de TLR4 es poco claro, existen reportes donde se demuestra una 
interacción física entre estos receptores en la membrana citoplasmática y en vesículas 
endocíticas (107, 208), mientras que otros trabajos proponen la participación de 
transductores de la familia de quinasas Src como intermediarios de la transactivación (166, 
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214, 215). De manera interesante, se demostró que la activación de la vía de señalización de 
NF-κB a través de la interacción cruzada entre TLR4 y EGFR ocurre de manera bidireccional 
(166). En este sentido, la activación de NF-κB en respuesta a EGF requiere necesariamente 
de la expresión funcional de TLR4 y, a la inversa, la activación de NF-κB en respuesta a LPS 
requiere de la expresión funcional de EGFR (280). 
 En el presente trabajo hemos demostrado niveles aberrantemente incrementados de 
TLR4 y EGFR en PTCs, especialmente en tumores que albergan la mutación BRAFV600E. Esta 
sobreexpresión de TLR4 y EGFR nos sugirió la presencia de una hipersensibilidad adquirida 
tanto a estímulos endógenos como exógenos para ambos receptores en el PTC. Nuestros 
resultados evidenciaron que la activación de TLR4 mediante LPS induce una rápida 
fosforilación de los residuos tirosinas Tyr1068 y Tyr1173 de EGFR en líneas celulares 
humanas derivadas de PTC y ATC que albergan la mutación BRAFV600E. La activación del EGFR 
mediante fosforilación de residuos tirosinas se relaciona con la dimerización del recetor y la 
activación de las vías de señalización de MAPK/ERK y NF-κB (256). Nuestros hallazgos 
permitieron así demostrar por primera vez el mecanismo de transactivación de EGFR a 
través de la activación de TLR4 en el cáncer de tiroides, como se comprobó en otros tipos de 
tumores (107, 166, 208). En consecuencia, consideramos que sería de gran importancia 
poder determinar si la interacción cruzada entre TLR4 y EGFR ocurre de manera 
bidireccional en las células tiroideas tumorales.  
 En el presente trabajo hemos demostrado que la vía de señalización 
TLR4/MyD88/IκB-α/NF-κB se encuentra funcionalmente conservada en líneas celulares 
humanas de PTC y ATC. Recientemente, se demostró que la disminución de la expresión de 
EGFR, como así también la inhibición de su actividad, impide la activación constitutiva de 
NF-κB en varias líneas celulares de cáncer (291). Por lo tanto sería importante develar si la 
expresión funcional de EGFR constituye un evento indispensable tanto durante la activación 
de la vía de señalización de NF-κB a través del reconocimiento de ligandos de TLR4 como 
durante el reconocimiento de ligandos propios de EGFR en células tiroideas tumorales.  
 Teniendo en cuenta que la desregulación de la señalización de NF-κB juega un 
importante papel en la progresión del cáncer de tiroides (158) y considerando el potencial 
rol pro-oncogénico de TLR4 propuesto en el presente trabajo, nuestros resultados plantean 
la necesidad de dilucidar qué moléculas endógenas del microambiente tumoral tiroideo 
serían capaces de ser reconocidas por TLR4 y/o EGFR. El descubrimiento de los mecanismos 
que conducen a la señalización aberrante de NF-κB mediante la interacción TLR4-EGFR 
pondría en evidencia la importancia funcional de estos receptores, ponderando los efectos 
en función de los niveles de expresión de EGFR y revelando la contribución del 
microambiente tumoral hacia la progresión de la neoplasia tiroidea. 
 El diagnóstico del cáncer de tiroides se basa en la evaluación ecográfica del nódulo 
tiroideo y el análisis citológico de una biopsia obtenida mediante PAAF. Sin embargo, el 25% 
de los nódulos tiroideos poseen citología indeterminada o sospechosa (292). Actualmente 
existe gran interés en identificar marcadores que permitan mejorar la sensibilidad 
diagnóstica de la citología para evitar tiroidectomías innecesarias en pacientes con lesiones 
benignas. En base a los resultados planteados en el presente trabajo, consideramos que 
sería de gran relevancia poder evaluar en un futuro si el programa transcripcional de la 
interacción TLR4-EGFR permite realizar un diagnóstico diferencial de nódulos tiroideos con 
citología indeterminada. Por otra parte, la detección concomitante de la sobreexpresión de 
TLR4 y EGFR podría ser de utilidad como marcador pronóstico para predecir el 
comportamiento y agresividad de los carcinomas tiroideos y permitir optimizar el abordaje 
terapéutico. 
 



Conclusiones 

126 
 

6. CONCLUSIONES 
 
 El presente trabajo de tesis doctoral permitió extraer las siguientes conclusiones:  
 

CAPÍTULO I: MECANISMOS MOLECULARES INVOLUCRADOS EN LA SOBREEXPRESIÓN 
FUNCIONAL DE TLR4 EN LA CÉLULA TUMORAL TIROIDEA 

 

 Los niveles proteicos de TLR4 se encuentran incrementados en PTCs y FTCs. 

 Los niveles proteicos y de ARNm de TLR4 incrementan en muestras apareadas de 
PTCs respecto al tejido tiroideo normal adyacente. 

 La expresión proteica de TLR4 incrementa en muestras apareadas de metástasis de 
PTCs en nódulos linfáticos respecto a los tumores primarios. 

 Los niveles de ARNm de TLR4 no varían entre PTCs que albergan diferentes 
oncogenes promotores de cáncer de tiroides. 

 Niveles aumentados de ARNm de TLR4 se asocian con actividad incrementada de la 
vía de señalización MAPK/ERK en PTCs. 

 Niveles incrementados de ARNm de TLR4 se asocian con mayor grado de 
diferenciación tiroidea en PTCs que albergan la mutación BRAFV600E. 

 La expresión de ARNm de TLR4 no varía en función del predictor de pronóstico MACIS 
en PTCs BRAFV600E positivos (promotor de TERT nativo).  

 Niveles altos de expresión de ARNm de TLR4 se asocian con menor supervivencia 
libre de enfermedad en pacientes con PTCs BRAFV600E positivos (promotor de TERT nativo). 

 Oncogenes promotores de cáncer de tiroides inducen la expresión proteica y de 
ARNm de TLR4 in vitro. 

 El oncogén BRAFV600E incrementa la expresión de TLR4 in vivo. 

 La estimulación de TLR4 potencia la actividad transcripcional de NF-κB inducida por 
el oncogén BRAFV600E.  

 La señalización de NF-κB a través de la estimulación de TLR4 induce la expresión de 
genes de respuesta inflamatoria en modelos celulares de PTC BRAFV600E positivos. 

 El eje TLR4/MyD88/IκB-α/NF-κB se encuentra funcionalmente conservado en 
modelos celulares humanos de PTC y ATC BRAFV600E positivos. 

 La activación de TLR4 incrementa la migración celular en modelos celulares humanos 
de PTC y ATC BRAFV600E positivos.  

 La sobreexpresión de TLR4 es una consecuencia de la desregulación de la señalización 
MAPK/ERK inducida por oncogenes promotores de cáncer de tiroides. 
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 Oncogenes promotores de cáncer de tiroides inducen la sobreexpresión de TLR4 a 
través de un mecanismo a nivel transcripcional, involucrando un sitio de unión para factores 
de transcripción ETSs. 

 La sobreexpresión a nivel proteico y del ARNm de TLR4 se asocia con niveles 
incrementados de ETS1 en tejidos de PTCs. 

 El silenciamiento de ETS1 previene el incremento de la expresión de TLR4 inducidos 
por el oncogén BRAFV600E. 

 La sobreexpresión de ETS1 induce la expresión de TLR4 implicando la participación de 
un mecanismo, al menos en parte, a nivel transcripcional en células tiroideas normales. 

 ETS1 es un regulador transcripcional para la expresión de TLR4 corriente abajo de la 
señalización de MAPK/ERK inducida por el oncogén BRAFV600E. 

 

CAPÍTULO II MECANISMOS MOLECULARES INVOLUCRADOS EN LA EXPRESIÓN Y 
TRANSACTIVACIÓN DE EGFR EN LA CÉLULA TIROIDEA TUMORAL 
 

 Los niveles de ARNm de EGFR se encuentran diferencialmente incrementados en 
PTCs que albergan el oncogén BRAFV600E. 

 Niveles incrementados de ARNm de EGFR se asocian con menor grado de 
diferenciación tiroidea en PTCs. 

 Niveles aumentados de ARNm de EGFR se asocian con actividad incrementada de la 
vía de señalización MAPK/ERK en PTCs. 

 Oncogenes promotores de cáncer de tiroides inducen la expresión proteica y de 
ARNm de EGFR in vitro. 

 El oncogén BRAFV600E incrementa la expresión de EGFR in vivo. 

 La sobreexpresión de EGFR es una consecuencia de la desregulación de la 
señalización MAPK/ERK inducida por oncogenes promotores de cáncer de tiroides. 

 La sobreexpresión a nivel del ARNm de TLR4 se asocia con niveles incrementados de 
EGFR en tejidos de PTCs. 

 La estimulación de TLR4 con LPS induce la transactivación de EGFR en modelos 
celulares humanos de PTC y ATC. 
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Representación esquemática de los resultados obtenidos en este trabajo de tesis. La 
presencia de oncogenes promotores de cáncer tiroideo induciría un aumento de la expresión 
de TLR4. El efecto sería ejercido a nivel transcripcional mediante la vía MAPK/ERK/ETS1. La 
señalización inducida por TLR4 conduciría a un aumento de la actividad de NF-κB a través de 
la vía “dependiente de MyD88” que mediaría procesos relacionados a la producción de un 
microambiente pro-inflamatorio, resistencia a la apoptosis, sobrevida, proliferación e 
invasión tumoral. La interacción funcional entre los receptores TLR4 y EGFR, luego del 
reconocimiento de posibles ligandos endógenos, llevaría a una potenciación de las vías 
intracelulares de cada uno de ellos que podría favorecer el desarrollo y la progresión 
tumoral. 
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8. ABREVIATURAS 
 
3’ UTR Región 3' no traducida 

ACTIRA 
Asociación de pacientes con cáncer de tiroides de la República 
Argentina  

ALR Receptor similar a AIM2  

Ank Ankirina 

AnkR Repeticiones de ankirina 

AP-1 Proteína activadora 1  

AR Anfiregulina  

ATC Cáncer tiroideo anaplásico  

BRAF Transductor perteneciente a la familia de proteínas RAF 

BTC Betacelulina  

células C Células parafoliculares  

CLR Receptor de lectina tipo C  

COX-2 Ciclooxigenasa-2  

CPTC PTC convencional o clásico  

CTNNB1 Gen que codifica para β-Catenina  

DAMP  Patrón molecular asociado a daño  

DC Células dendríticas  

dcARN ARN doble cadena 

DD Death domain 

DEHAL Deshalogenasas de iodotironinas  

DIO1 Desahalogenasa de iodotironinas tipo 1  

DIT Diiodotirosina  

DSS Dextrano sulfato de sodio  

DTC Cáncer tiroideo diferenciado  

Duox Oxidasa tiroidea dependiente de NAPDH  

EGF Factor de crecimiento epidérmico  

EGFR Receptor del factor de crecimiento epidérmico  

ELE1 Gen NCOA4  

EPG Epigen  

EPR Epiregulina 

ER Retículo endoplásmico  

ETS Proteínas de unión a Ets  

Etsd Ets distal 

FTA Adenoma tiroideo folicular  

FTC Cáncer folicular tiroideo  

FVPTC Variante folicular de PTC  

GEO Gene Expression Omnibus 

GNAS1 Proteína G unidora de nucleótidos de guanina  

GPCR Receptores acoplados a proteína G  

H2O2 Peróxido de hidrógeno  

H4 Gen de CCDC6  

HB-EGF Factor de crecimiento similar a EGF de unión a heparina 
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HMGB1  High mobility group box-1 

I- Ioduro  

IKK Inhibidores de IκB (IKKϒ) 

IL Interleuquina 

INF-I Interferón tipo I  

iNOS Óxido nítrico sintasa inducible  

IκB Proteína inhibitoria de NF-κB 

Jak2 Tirosina quinasa Janus 2  

LMW-HA Ácido hialurónico de bajo peso molecular  

LPS Lipopolisacárido  

MAPKs Proteínas quinasas activadas por mitógenos  

MEN Neoplasia endocrina múltiple  

miRNA micro ARN 

MIT Monoiodotirosina 

MTC Cáncer tiroideo medular  

NEMO Modificador esencial de NF-κB  

NF-κB  Factor nuclear κB  

NF-κB1 Factor de transcripción p50 

NF-κB2 Factor de transcripción p52 

NGS Next-Generation Sequencing  

NIK Quinasa inductora de NF-κB  

NIS  Simportador Na+/I-  

NK Células natural killer  

NLR Receptor similares a NOD  

NLS Secuencia de localización nuclear  

NO Óxido nítrico  

NRG Neuregulina  

NSCLC Cáncer de células no pequeñas de pulmón  

p100  Precursor del factor de transcripción p52 

p105 Precursor del factor de transcripción p50 

PAAF Punción aspirativa con aguja fina  

PAMP Patrón molecular asociado a patógenos  

PDS Pendrina  

PDTC Cáncer tiroideo pobremente diferenciado   

pERK ERK fosforilado  

PRR Receptor de reconocimiento de patrones  

PTC Cáncer papilar tiroideo  

RAGE Receptor de productos derivados de glicación avanzada  

RelA  Factor de transcripción p65 

RHD Dominio de homología Rel  

RLR Receptor similar al gen inducible por ácido retinoico  

rT3 T3 reversa  

RTK Receptor con actividad tirosina quinasa 

S100A4 Proteína pequeña de unión al calcio  

scARN ARN de simple cadena  
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siARN ARN de interferencia  

SNP Polimorfismo de nucleótido único 

T3 3, 5, 3’ triiodotironina  

T4 3, 5, 3’, 5’ tetraiodotironina 

TAD Dominios de transactivación  

TAM Macrófago asociado a tumores  

TCGA The Cancer Genome Atlas  

TCPTC PTC de células altas  

TERT Transcriptasa Reversa de la Telomerasa 

Tg Tiroglobulina  

TGF-α Factor de crecimiento transformante α 

TLR Receptor tipo toll  

TP53 Gen supresor tumoral  

TPO Peroxidasa tiroidea 

TRH Hormona liberadora de tirotropina  

TSH Tirotropina  

TSHR Receptor de TSH  

Ub Ubiquitinación 

VEGF Factor de crecimiento vascular endotelial  
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