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Resumen 

La incidencia del cáncer de tiroides ha aumentado significativamente en las últimas 

décadas en Argentina como en el resto del mundo. La hormona estimulante de la tiroides 

(TSH, del inglés Thyroid Stimulating Hormone) controla la función tiroidea al unirse a su 

receptor (TSHR, del inglés TSH Receptor) acoplado a la proteína G. La hiperactivación de 

TSH podría estar involucrada en enfermedades de la tiroides y cáncer. La proteína quinasa C 

(PKC, del inglés Protein Kinase C), una proteína quinasa de serina/treonina, ha sido 

ampliamente implicada en la transformación maligna, en la supervivencia celular, la migración 

y la invasión. Las PKC clásicas y nuevas se activan mediante la activación de fosfolipasa C 

(PLC, del inglés Phospholipase C) vía receptores tirosina-quinasas y receptores acoplados a 

proteína G (GPCR, del inglés G Protein Coupled Receptor). Por otra parte, nuestro grupo ha 

demostrado previamente que las hormonas tiroideas (HTs) se unen a su receptor de membrana 

induciendo la activación de PKCζ, que conduce a la fosforilación de la quinasa regulada por 

señal extracelular 1/2 (ERK1/2, del inglés Extracellular signal Regulated Kinase) en células 

de linfoma T. Esto a su vez activa al factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de 

las células B activadas (NF-κB, del inglés Nuclear Factor Kappa-light-chain-enhancer of 

activated B cells), involucrado en la proliferación celular. Numerosos estudios establecieron 

que las PKC se sobreexpresan en cáncer humano y que su expresión correlaciona con la 

agresividad tumoral en cáncer de próstata, pulmón, mama y glioma. Sin embargo, el papel de 

las PKC en cáncer de tiroides permanece poco estudiado. Aquí, abordamos el papel potencial 

de PKCα en las vías de transducción de los receptores de TSHR y de las HTs involucradas en 

la proliferación celular y la tumorigénesis. El análisis de la expresión de PKC en líneas 

celulares de cáncer de tiroides humano reveló niveles elevados de proteína y ácido 

ribonucleico mensajero (ARNm) en relación con líneas celulares inmortalizadas no tumorales. 

El tratamiento de las células de cáncer de tiroides con TSH o HTs indujo un aumento en la 

proliferación celular en comparación con las células no tratadas mediante ensayo de Cell Titer 

Blue (CTB). El tratamiento con inhibidores de PKC, Staurosporina y GF109203X, dio como 

resultado una inhibición significativa de la proliferación mediada por TSH y HTs en 

comparación con el control en cada línea celular estudiada por CTB. Además, el tratamiento 

con inhibidores de PKC disminuyó la activación de timoma de la sepa murina AKR (AKT, del 
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inglés AKR mouse strain Thymoma) y ERK en células estimuladas con TSH y HTs mediante 

Western blot. Finalmente, en células en las que se inhibió a PKCα por ácido ribonucleico 

pequeño de interferencia (siRNA, del inglés Short Interfering RiboNucleic Acid) se redujo 

significativamente la proliferación inducida por TSH y HTs por CTB. Nuestros hallazgos 

establecen un papel potencial de PKCα en el control de la proliferación inducida por hormonas 

que puede explorarse como tratamiento para eliminar eficazmente las células cancerosas de la 

tiroides.  
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Abstract 

The incidence of thyroid cancer has increased significantly within last decades in 

Argentina as in the rest of the world. Thyroid stimulating hormone (TSH) controls thyroid 

function by binding to TSH receptor (TSHR) coupled to G protein. TSH hyperactivation could 

be involved in thyroid diseases and cancer. Protein kinase C (PKC), a serine/threonine protein 

kinase, has been widely implicated in malignant transformation, cell survival, motility, and 

invasion. Classical and novel PKC are activated by Phospholipase C (PLC) activation via 

tyrosine kinases and G protein-coupled receptors (GPCR). On the other hand, our group has 

previously demonstrated that thyroid hormones (THs) bind to their membrane receptor 

inducing PKCζ, activation which leads to Extracelullar signal regulated kinase (ERK) 

phosphorylation in T-cell lymphoma cells. This in turn activates the nuclear factor kappa-

light-chain-enhancer of activated B cells (NF-κB), involved in cell proliferation. Numerous 

studies established that PKC is overexpressed in human cancer and its expression correlates 

with tumor aggressiveness in prostate, lung, and breast cancer. However, the role of PKC in 

thyroid cancer remains poorly studied. We here addressed the potential role of PKCα in TSHR 

and THs receptor transduction pathways involved in cellular proliferation and tumorigenesis. 

Analysis of PKC expression in human thyroid cancer cell lines revealed high protein and 

messenger ribonucleic acid (mRNA) levels relative to “normal” immortalized cell lines. 

Treatment of thyroid cancer cells either with TSH or THs induced an increase in cellular 

proliferation compared to untreated cells by Cell Titer Blue assay (CTB). Treatment with pan-

PKC inhibitors, Staurosporine and GF109203X, resulted in a significant inhibition of TSH- 

and THs-mediated proliferation compared to control in every cell line studied by CTB. Also, 

treatment with PKC inhibitors diminished AKR mouse strain Thymoma (AKT) and ERK 

activation in TSH- and THs-stimulated cells by Western blot. Finally, PKCα-depleted cells by 

short interfering ribonucleic acid (siRNA) reduced significantly TSH- and THs-induced 

proliferation by CTB. Our findings establish a potential role for PKCα in the control of 

hormone-induced proliferation that can be explored as treatment to effectively eliminate 

thyroid cancer cells.   

  



        MECANISMOS MOLECULARES DE ACCIÓN DE PKC ALFA EN CÁNCER DE TIROIDES 

  Campos Haedo, Mateo Nicolás 

Página 6 de 85 

Todos estos resultados forman parte de un manuscrito en preparación próximo a ser 

enviado: 

Rosemblit C, Campos Haedo MN, Perona M, Díaz Albuja, JA, Cayrol MF, Barreiro 

Arcos ML, Debernardi MM, Sterle HA, Paulazo MA, Klecha AJ, Juvenal GJ, Diaz Flaqué 

MC, Cremaschi GA. PKCα activation by THs through its membrane receptor plays a key role 

in thyroid cancer cell proliferation. Trabajo en preparación. 

Parte del trabajo realizado en esta tesis de licenciatura ha sido publicado en: 

Comunicaciones en congresos internacionales: 

1. Campos Haedo MN, Diaz Flaqué MC, Díaz Albuja JA, MN, Perona M, Cayrol MF, 

Debernardi MM, Sterle HA, Juvenal GJ, Cremaschi GA, Rosemblit C. Dual BRAF and PKCα 

inhibition diminishes cell viability in thyroid cancer cells. ICE 2021 Virtual:19th International 

Congress of Endocrinology, 4th Latin American Congress of Endocrinology and 13th 

Congress of the Argentine Federation of Endocrinology Societies. Rev Argent Endocrinol 

Metab. Vol 58, Supl I. 2021. 

2. Rosemblit C, Diaz Flaque MC, Diaz Albuja JA, Barreiro Arcos ML, Cayrol MF, Perona 

M, Juvenal GJ, Cremaschi GA. PKC alpha activation by TSH plays a key role in thyroid 

cancer cell proliferation. XVII Latin American Thyroid Society Congress. Buenos Aires, 

Argentina. Archives of Endocrinology and Metabolism volume 63, issue supplement 02. 

Abstract nr 40. 2019. 

Comunicaciones en congresos nacionales: 

1. Campos Haedo MN, Diaz Flaqué MC, Díaz Albuja JA, Perona M, Debernardi MM, 

Cayrol MF, Barreiro Arcos ML, Sterle HA, Juvenal GJ, Cremaschi GA, Rosemblit C. BRAF 

inhibition diminishes cell viability via PKC alpha (PKCa) in thyroid cancer cells. Reunión 

Anual de Sociedades de Biociencias SAIC, SAI, SAFIS. 10-13 November 2020, Modalidad 

virtual. MEDICINA (Bs As), ISSN 0025-7680, 2020, 80 (Supl.V): abtract nr 233. 

2. Rosemblit C, Díaz-Flaqué MC, Díaz Albuja JA, Barreiro Arcos ML, Cayrol F, Sterle 

HA, Debernardi MM, Paulazo MA, Klecha AJ, Cremaschi GA. Molecular mechanisms of 

action in TSH-mediated regulation of thyroid cáncer. Reunión Conjunta SAIC, SAI, SAFIS 

14-17 November 2018, Mar del Plata, Argentina. MEDICINA (Bs As), ISSN 0025-7680, 

2018, 78 (Supl.III): 185.  



        MECANISMOS MOLECULARES DE ACCIÓN DE PKC ALFA EN CÁNCER DE TIROIDES 

  Campos Haedo, Mateo Nicolás 

Página 7 de 85 

Índice 

Resumen  .............................................................................................................................3 

Abstract  .............................................................................................................................5 

1 Introducción  .............................................................................................................................9 

2 Antecedentes  ...........................................................................................................................11 
2.1 Glándula tiroides .............................................................................................................................................. 11 

2.2 Hormona estimulante de la tiroides ................................................................................................................ 13 

2.3 Hormonas tiroideas .......................................................................................................................................... 14 

2.3.1 Síntesis y metabolismo de hormonas tiroideas .............................................................................................. 14 

2.3.2 Efectos biológicos de las hormonas tiroideas ................................................................................................ 16 

2.3.3 Mecanismos de acción de las hormonas tiroideas ......................................................................................... 17 

2.3.3.1 Acciones genómicas de las hormonas tiroideas ....................................................................................... 17 

2.3.3.2 Acciones no genómicas de las hormonas tiroideas .................................................................................. 19 

2.3.3.2.1 La integrina αvβ3 como receptor de membrana de las hormonas tiroideas ........................................ 19 

2.4 Proteína Quinasa C (PKC) .............................................................................................................................. 21 

2.4.1 Isoformas de PKC ......................................................................................................................................... 21 

2.4.2 Activación de PKC ........................................................................................................................................ 23 

2.4.3 PKC y cáncer ................................................................................................................................................. 24 

2.4.3.1 PKCα y cáncer ......................................................................................................................................... 27 

2.5 Cáncer de tiroides ............................................................................................................................................. 29 

3 Hipótesis  ...........................................................................................................................31 

4 Metodología  ...........................................................................................................................32 
4.1 Líneas celulares y condiciones de cultivo ........................................................................................................ 32 

4.2 Hormonas e inhibidores ................................................................................................................................... 33 

4.3 Ensayos de viabilidad celular .......................................................................................................................... 33 

4.4 Extracción de ARN ........................................................................................................................................... 33 

4.5 Reacción en cadena de la polimerasa retrotranscripta (rtPCR) .................................................................. 34 

4.6 Reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real, cuantitativa (qPCR) ................................................ 34 

4.7 Obtención de extractos protéicos totales ........................................................................................................ 36 

4.8 Ensayos de Western Blot .................................................................................................................................. 36 

4.9 Transfecciones con ARN de interferencia (siRNA) ....................................................................................... 37 

4.10 Citometría de flujo.......................................................................................................................................... 37 

4.11 Análisis estadístico .......................................................................................................................................... 38 
5 Resultados  ...........................................................................................................................39 

5.1 PKCα está sobre expresada en células de cáncer de tiroides ........................................................................ 39 

5.2 Expresión del TSHR en líneas celulares de tiroides ...................................................................................... 40 

5.3 Las líneas celulares de tiroides expresan los receptores nucleares y de membrana de las hormonas 

tiroideas  ........................................................................................................................................................... 42 

5.4 La combinación de hormonas tiroideas en concentraciones fisiológicas induce proliferación de células de 

cáncer de tiroides .................................................................................................................................................... 43 

5.5 PKC participa en los efectos proliferativos de la TSH y hormonas tiroideas en células de cáncer de 

tiroides  ........................................................................................................................................................... 45 

5.6 PKCα participa en la proliferación inducida por TSH y hormonas tiroideas en células de cáncer de 

tiroides  ........................................................................................................................................................... 48 

5.7 Participación de PKCα en la proliferación y apoptosis inducidas por hormonas....................................... 49 

6 Discusión de resultados .............................................................................................................52 

7 Conclusiones  ...........................................................................................................................60 
7.1 PKCα se encuentra sobreexpresada en cáncer de tiroides ............................................................................ 60 

7.2 PKCα participa en la proliferación inducida por TSH en células de cáncer de tiroides ............................ 60 

7.3 PKCα participa en la proliferación inducida por hormonas tiroideas a través de su receptor de 

membrana en la integrina αvβ3 en células de cáncer de tiroides ....................................................................... 60 



        MECANISMOS MOLECULARES DE ACCIÓN DE PKC ALFA EN CÁNCER DE TIROIDES 

  Campos Haedo, Mateo Nicolás 

Página 8 de 85 

7.4 La proliferación mediada por PKCα en respuesta a TSH y HTs ocurre a través de las vías de ERK y 

AKT, resultando en el aumento de la expresión de PCNA y aumento de la apoptosis. .................................... 61 

8 Bibliografía  ...........................................................................................................................63 

 

  



        MECANISMOS MOLECULARES DE ACCIÓN DE PKC ALFA EN CÁNCER DE TIROIDES 

  Campos Haedo, Mateo Nicolás 

Página 9 de 85 

1 Introducción 

La incidencia del cáncer de tiroides ha aumentado significativamente en los últimos años 

tanto en Argentina como en el resto el mundo y se espera un aumento estimado de la 

mortalidad hacia el año 2040 ("Global Cancer Observatory", 2020). Al evolucionar a estadíos 

menos diferenciados, los tumores bien diferenciados se vuelven refractarios a las terapias 

presentando invasión y metástasis ("American Cancer Society", 2020). El tratamiento de 

primera línea para esta enfermedad consiste en la tiroidectomía parcial o total seguida de 

ablación tiroidea con 131I para destruir las células cancerosas remanentes (Goldman et al., 

1980; Aldinger et al., 1978). Para casos de cáncer de tiroides anaplásico y otros cánceres 

avanzados que ya no responden a otros tratamientos, se utiliza quimioterapia combinada con 

radioterapia externa (Haigh et al., 2001; De Crevoisier et al., 2004). Las proteínas quinasas C 

(PKC, del inglés Protein Kinase C) regulan distintos procesos celulares incluyendo 

proliferación, apoptosis, supervivencia celular y migración. Las PKC clásicas y nuevas se 

activan por la fosfolipasa C (PLC, del inglés PhosphoLipase C) por activación de receptores 

tirosina-quinasas y receptores acoplados a proteína G (GPCR, del inglés G Protein Coupled 

Receptor) (Newton, 1997; Mochly-Rosen y Gordon, 1998; Jaken, 1996). Numerosos estudios 

establecieron que distintas PKC están sobreexpresadas en cáncer y su expresión correlaciona 

con agresividad (Griner y Kazanietz, 2007). Una de las alteraciones más comunes es la 

sobreexpresión de PKCα en cáncer de mama (Tan et al., 2006), pulmón (Abera y Kazanietz, 

2015), melanoma (Chen et al., 2014) y glioma (Mandil et al., 2001). Su sobreexpresión ha 

sido propuesta como biomarcador de mal pronóstico y resistencia a drogas (Lønne et al., 2010; 

Kang et al., 2013). Sin embargo, el papel de las PKC en cáncer de tiroides permanece poco 

estudiado. Teniendo en cuenta que las PKC se activan por GPCR y que la hormona 

estimulante de la tiroides (TSH, Thyroid Stimulating Hormone) controla la función tiroidea al 

unirse a su receptor (TSHR, TSH Receptor) que es un GPCR, las PKC podrían mediar efectos 

de la TSH en cáncer de tiroides. Por otra parte, en nuestro laboratorio describimos que las 

hormonas tiroideas T3 y T4 (HTs) al unirse a su receptor de membrana la integrina αvβ3, activa 

vías de transducción de señales de PKCζ que estimulan la proliferación de células de linfoma 

T (Barreiro Arcos et al., 2011). 
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Por todo lo expuesto, un mayor estudio de la tumorigénesis y de las bases moleculares que 

llevan a la actividad hiperproliferativa tiroidea sería crucial para mejorar el enfoque 

terapéutico de esta patología. Un mayor entendimiento del rol de las PKC en cáncer de tiroides 

ampliaría las herramientas disponibles para un diagnóstico y/o tratamiento que contribuyan a 

mejorar la calidad de vida de los pacientes. Debido a esto, es necesario que haya estudios 

enfocados en la participación de estas enzimas en la proliferación y resistencia a tratamientos 

oncológicos. 

El objetivo general de este proyecto es analizar si la sobreexpresión de PKCα confiere 

una ventaja sobre el crecimiento tumoral. Para ello se proponen los siguientes objetivos 

específicos: 

• Estudiar si PKCα forma parte de la vía de señalización de TSH a través de su receptor en 

células de cáncer de tiroides. Para ello evaluaremos la participación de PKCα en los efectos 

inducidos por TSH, mediante la regulación negativa de su expresión por la técnica de ARN 

de interferencia e inhibidores farmacológicos Finalmente evaluaremos la participación de 

PKCα en el crecimiento mediado por la unión de TSH a su receptor.  

• Estudiar si PKCα forma parte de la vía de señalización de HTs a través de su receptor de 

membrana, la integrina αvβ3, en células de cáncer de tiroides. Para ello evaluaremos la 

participación de PKCα en los efectos inducidos por las HTs, mediante la regulación negativa 

de su expresión por la técnica de ARN de interferencia e inhibidores farmacológicos y 

analizaremos si se induce su activación por acción de HTs. Finalmente evaluaremos la 

participación de PKCα en el crecimiento mediado por la unión de HTs a sus receptores.  

A continuación, se describen los desarrollos previos a este trabajo, incluyendo aquellos 

relacionados a la fisiología de la glándula tiroides; hormonas tiroideas y sus mecanismos de 

acción; la familia de proteínas PKC, particularmente la relación entre PKCα y el cáncer; y el 

cáncer de tiroides y sus características, enmarcados en la sección de antecedentes. Luego, se 

detallan los materiales y los procedimientos mediante los cuales se llegó a los resultados 

expuestos. Finalmente, se muestran los resultados obtenidos y sus conclusiones. 
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2 Antecedentes  

2.1 Glándula tiroides 

La tiroides es una glándula neuroendócrina responsable de la regulación del metabolismo 

del iodo. Sus acciones son llevadas a cabo por las hormonas tiroideas, 3,3´-5 triiodotironina 

(T3) y tiroxina (T4) (Fig. 1), cuyas funciones en la modulación de procesos fisiológicos son 

críticas para el crecimiento, desarrollo y diferenciación celular (Mullur et al., 2014). 

 

 

Figura 1: Estructura de las hormonas tiroideas 

 

La glándula tiroides se localiza sobre la tráquea y laringe (Fig. 2). Se encuentra limitada 

por los cartílagos cricoides y tiroides por arriba, y está compuesta por dos lóbulos laterales 

unidos por una sección llamada istmo. Desde el istmo hasta el cartílago tiroideo se proyecta un 

tercer lóbulo más pequeño llamado piramidal. La estructura de la tiroides es lobulada y está 

cubierta por una cápsula fibrosa (Maenhaut et al., 2000). 

A nivel funcional, la tiroides está compuesta por folículos, que son unidades esféricas 

constituidas por el coloide y el epitelio que lo rodea. El epitelio tiene una región basal 

(orientada al exterior) y una región apical (orientada al coloide). Las células foliculares son las 

que producen y secretan hormonas tiroideas (HTs), mientras que el coloide funciona como 

depósito. La glándula posee, además de células foliculares, células que se encuentran solas o 

en pequeños grupos entre los folículos llamadas parafoliculares o células C, que secretan 

calcitonina en respuesta al aumento de calcio en el suero (Ross y Wilson, 2013).  
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Figura 2: Localización y estructura de la glándula tiroides ("Hypothyroidism (Underactive Thyroid)", 

2012) 

 

La síntesis de HTs se encuentra regulada por el eje hipotálamo-hipófisis-tiroides. 

Brevemente, la liberación de la hormona liberadora de tirotropina (TRH, del inglés thyroid 

releasing hormone) por parte del hipotálamo induce la secreción de hormona estimulante de la 

tiroides o tirotropina (TSH, del inglés thyroid stimulating hormone) sintetizada en la hipófisis, 

que a su vez induce la síntesis y secreción de las HTs en la tiroides (Fig. 3) (Guyton, 2011). 

La expresión y secreción de la TSH es regulada por varios factores siendo el principal el 

sistema de retroalimentación negativa provocado por la concentración de HTs. Es decir, que al 

bajar la secreción de HTs, ya sea por una deficiencia en la dieta, defectos en el metabolismo 

del iodo por el consumo de agentes que interfieran con la actividad de las HTs o pérdida de 

función del tejido tiroideo, se produce una mayor liberación de TSH (Dumont et al., 1992). 

Este sistema permite mantener los niveles de hormonas ajustados. Esto es importante ya que 
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un exceso o carencia de HTs puede llevar a situaciones adversas y patologías como el cáncer 

(Medici et al., 2015; Yen, 2001). 

 

 

Figura 3: Representación del eje hipotálamo-pituitario-tiroideo (Garner y Shoback, 2015) 

 

2.2 Hormona estimulante de la tiroides 

La TSH es una hormona glicoproteica sintetizada en los tirótropos de la hipófisis 

compuesta por la unión no covalente entre dos cadenas: α y β, codificadas por genes distintos. 

Como se mencionó antes, la TSH es considerada la principal responsable de la proliferación y 

diferenciación tiroideas, incluyendo la modulación de todas las etapas de la síntesis y 

liberación de HTs. Dichas funciones son desencadenadas por la unión a su receptor (TSHR, 

del inglés TSH Receptor) en las células foliculares tiroideas (Melmed et al., 2011). El TSHR 

es un receptor acoplado a proteína G con siete pasos transmembrana. Al interactuar la TSH 

con su receptor, se activan dos vías de señalización (Fig. 4) (Laurent et al., 1987; Rivas y 

Santisteban, 2003). Por una parte, cuando el TSHR es estimulado por TSH en concentraciones 

fisiológicas, se acopla a proteína Gs, ocasionando la activación de la adenilato ciclasa, que a su 

vez aumenta los niveles intracelulares de adenosín monofosfato cíclico (AMPc, del inglés 

Cyclic Adenosine MonoPhosphate), llevando a la proliferación y diferenciación tiroideas por 

medios tanto dependientes como independientes de la proteína quinasa A (PKA, del inglés 

Protein Kinase A). Por otra parte, en concentraciones suprafisiológicas de TSH, el TSHR se 
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acopla a proteína Gq, activando a la fosfolipasa C (PLC, del inglés Phospholipase C) que 

resulta en un aumento los niveles de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3 del inglés Inositol 1,4,5-

triPhosphate) y diacilglicerol (DAG), provocando la modulación del eflujo de ioduro, 

iodación de tiroglobulina (Tg) y generación de peróxido de hidrógeno (H2O2) (Ortiga-

Carvalho et al., 2016). El aumento de IP3 desencadena la liberación de Ca2+, que junto con el 

DAG provoca la activación de proteínas pertenecientes a la familia proteína quinasa C (PKC, 

del inglés Protein Kinase C). Esta segunda vía de señalización está asociada a la proliferación 

y desdiferenciación del tejido tiroideo (Rivas y Santisteban, 2003). También se observa un 

aumento en la invasión y proliferación de células de cáncer de tiroides folicular expuestas a 

concentraciones fisiológicas de TSH por mecanismos dependientes de PKC e independientes 

de PKA (Hoelting et al., 1993). 

2.3 Hormonas tiroideas 

2.3.1 Síntesis y metabolismo de hormonas tiroideas 

El proceso de síntesis y secreción comprende una serie de etapas (Fig. 5). La primera etapa 

(A) consiste en el ingreso activo de ioduro del torrente sanguíneo al tirocito principalmente a 

través de la proteína transportadora de sodio-ioduro (NIS, del inglés Na+-I- symporter), que 

ingresa dos átomos de sodio por cada anión de ioduro. Luego de ser ingresado a la célula, el 

ioduro es transportado a la luz del folículo a través de proteínas específicas (Medici et al., 

2015). En la siguiente etapa (B), se produce la oxidación de ioduro a iodonio catalizada por la 

peroxidasa tiroidea (TPO, del inglés Thyroid PerOxidase), encargada también de la 

incorporación del iodonio a las tirosinas de la Tg. La TPO también es la encargada del 

acoplamiento (C) de las monoiodotirosinas y diiodotirosinas para formar las tironinas T3 y T4. 

La TPO requiere para su actividad oxidante su oxidación previa por parte de H2O2 que es 

producido en la luz del folículo por la oxidasa dual 2 (DUOX2, del inglés Dual Oxidase 2).  Al 

momento de su secreción, las hormonas unidas a Tg son captadas en gotas de coloide por 

endocitosis (D). Luego, se produce la ruptura proteolítica (E) de los enlaces de Tg, dando lugar 

a la separación de las HTs y también a la recaptación de iodo presente en la Tg que no dio 

lugar a HTs. Por último, ocurre la liberación (F) de las HTs al torrente sanguíneo mediante 
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transportadores en la membrana basal, mayormente el transportador de monocarboxilato 8 

(MCT8, del inglés MonoCarboxilate Transporter 8) (Carvalho y Dupuy, 2017).  

 

 

Figura 4: vías de señalización de TSH a través de su receptor en tirocitos (Citterio et al., 2019). AC: 

adelilato ciclasa. PtdIns(4,5)P2: fosfatidilinositol 4,5-bifosfato. Ins(1,4,5)P3: inositol 1,4,5-trifosfato. NF-KB: 

factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas, del inglés Nuclear Factor 

Kappa-light-chain-enhancer of activated B cells. RAF: sarcoma rápidamente acelerado, del inglés Rapidly 

Accelerated Fibrosarcoma. RAP1: proteína relacionada a RAS 1, del inglés Ras-related protein 1. MEK: quinasa 

activada por mitógeno de señal extracelular del inglés Mitogen-activated Extracellular signal Kinase. ERK: 

quinasa regulada por señal extracelular, del inglés Extracellular signal Regulated Kinase. CREB: proteína de 

unión a sitio de respuesta a adenosín monofosfato cíclico, del inglés Cyclic adenosine monophostate Response 

Element Binding protein. ELK1: proteína 1 tipo proteína específica a transformación de eritroblastos, del inglés 

Erythroblast transformation specific LiKe-1 protein. 

 

La T3 es la hormona tiroidea de mayor actividad biológica sobre los receptores nucleares 

para HTs (TRs, del inglés Thyroid hormone Receptors), vía clásica de acción de las HTs. Si 

bien es la que se encuentra en menor proporción en el torrente sanguíneo, la T3 también puede 

ser el producto de la 5’-deiodinación de T4 de manera local. Esta reacción es catalizada por 

enzimas deiodinasas. Estas enzimas representan uno de los mecanismos principales de 
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especificidad de tejido en el modelo clásico de señalización de HTs, siendo capaces de regular 

su actividad (Little, 2018). El ingreso de las HTs a la célula se da principalmente mediante 

proteínas transportadoras en la membrana plasmática. La expresión de estas proteínas 

transportadoras varía entre los distintos tejidos y su ausencia o sobreexpresión es causante de 

diversas patologías (Braun y Schweizer, 2018). Finalmente, las HTs son metabolizadas 

periféricamente mediante distintas reacciones para aumentar su hidrosolubilidad y 

eliminación.  

 

 

Figura 5: Eventos que llevan a la síntesis y secreción de HTs (Carvalho y Dupuy, 2013). ClC5: canal de 

cloruro-5, del inglés Cl- Channel-5. PDS: pendrina o síndrome de Pendred, del inglés PenDred Syndrome. 

NADPH/NADP+: nicotinamida adenina dinucleótido fosfato, del inglés Nicotinamide Adenine Dinucleotide 

Phosphate. 

 

2.3.2 Efectos biológicos de las hormonas tiroideas 

Las HTs ejercen una serie de acciones fundamentales sobre los órganos y sistemas para el 

correcto funcionamiento del organismo. Los efectos de las HTs difieren en cada célula o tejido 
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y etapa del desarrollo en base a la presencia de agentes que las modulan localmente como los 

niveles de deiodinasas, receptores nucleares, transportadores y moduladores (Mullur et al., 

2014). Entre sus efectos sistémicos, podemos encontrar la modulación del metabolismo basal, 

termogénesis y regulación del consumo energético. Tienen también un rol esencial en el 

desarrollo fetal y neonatal (Mourouzis et al., 2020). 

Cuando el eje endócrino de un individuo funciona correctamente, se lo nomina 

“eutiroideo”. Al producirse una desregulación donde la cantidad de hormonas se ve afectada 

negativamente, se denomina “hipotiroideo” y cuando se ve un aumento, se denomina 

“hipertiroideo”. Ambas situaciones tienen repercusiones negativas en el organismo. También 

se han caracterizado estados subclínicos de hipo- e hipertiroidismo, observados a nivel 

molecular en un aumento o reducción de la TSH en suero, con los niveles de HTs dentro de los 

rangos de referencia. Si bien los síntomas son leves o inexistentes, en algunos casos los 

trastornos subclínicos pueden llevar a complicaciones si no son tratados (Cooper y Biondi, 

2012). Hay casos en los que el aumento o disminución de las concentraciones de HTs pueden 

deberse a patologías hipotalámicas o hipofisiarias (Beck-Peccoz et al., 2017; McDermott y 

Ridgway, 1998). 

2.3.3 Mecanismos de acción de las hormonas tiroideas 

Las HTs pueden realizar sus acciones mediante dos mecanismos: a través de la unión entre 

las HTs y los TRs, o mediante receptores alternativos en la membrana plasmática, citoplasma 

y membrana mitocondrial. Las primeras son las acciones genómicas o clásicas de las HTs, 

mientras que las segundas, las acciones no genómicas o no clásicas de las HTs (Cheng et al., 

2010). 

2.3.3.1 Acciones genómicas de las hormonas tiroideas 

Las acciones genómicas afectan la expresión de los genes regulados por las HTs mediante 

la interacción de T3 con los TRs, y ocurren exclusivamente dentro del núcleo. Estos receptores 

son factores de transcripción miembros de la superfamilia de receptores nucleares. Existen 2 

genes de TRs que codifican 4 isoformas cada uno (Brent, 2012). La estructura de los TRs es 

modular en una sola cadena peptídica. Principalmente, la estructura consiste en un dominio de 
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unión a hormonas (HBD, del inglés Hormone Binding Domain) y un dominio de unión a ácido 

desoxiribonucleico (DBD, del inglés DeoxiriboNucleic Acid Binding Domain). Además de 

estos dominios, en los C- y N-terminales se encuentran regiones con función transactivadora 

tanto HTs-dependiente como HTs-independiente y entre los dominios de unión a hormonas y a 

ácido deoxiribonucleico (ADN) se encuentra un módulo bisagra. 

Para ejercer su acción, los TRs se unen a secuencias específicas en las regiones no 

codificantes de los genes blanco a través de sus DBD. Estos sitios son los elementos de 

respuesta a hormonas tiroideas (TRE, del inglés Thyroid Response Element) (Sirakov y 

Plateroti, 2011). Variaciones en estos sitios pueden influenciar la configuración, eficiencia de 

unión y acciones transcripcionales de los TRs. Así, actúan formando homodímeros, 

heterodímeros o heterotrímeros (Lazar, 2003; Flamant y Samarut, 2003).  

Los TRs se encuentran unidos constitutivamente a correpresores con función histona 

deacetilasa, que impiden la transcripción de los genes regulados en ausencia de HTs. La T3, 

una vez dentro del núcleo, se une a TR. Dicha unión induce un cambio en la conformación del 

receptor que causa el desacople de correpresores y reclutamiento de coactivadores, 

promoviendo la transcripción de los genes regulados por HTs (Fig. 6) (Little, 2018). También 

existen genes regulados negativamente por las HTs, como el gen de TSHβ, responsable de los 

efectos de retroalimentación negativa en el eje hipotálamo-hipófisis-tiroideo (Santos et al., 

2011; Sasaki et al., 2018).  
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Figura 6: Mecanismo genómico de acción de las hormonas tiroideas (Giammanco et al., 2020). RXR: 

receptor de retinoides X, del inglés Retinoid X Receptor. HAT: Histona AcetilTransferasa. H: hormona. HDAC: 

Histona DeACetilasa. 

 

2.3.3.2 Acciones no genómicas de las hormonas tiroideas 

Las acciones no genómicas son aquellas que tienen inicio fuera del núcleo, mediante la 

interacción de las HTs con receptores en la membrana plasmática, en el citoplasma o en la 

mitocondria. Estos receptores pueden no tener homología con los TRs, como la integrina αvβ3 

que actúa como receptor de membrana plasmática (mTR) (Davis et al., 2016). Los efectos no 

genómicos de las HTs resultan en la transducción de señales mediante el control de la 

disponibilidad de segundos mensajeros y la modificación de los patrones de fosforilación de 

proteínas intracelulares (Giammanco et al., 2020). 

2.3.3.2.1 La integrina αvβ3 como receptor de membrana de las hormonas tiroideas 

Las integrinas son un grupo de glicoproteínas heterodiméricas cuya función es regular la 

interacción entre la célula con la matriz extracelular, son críticas para el mantenimiento de la 

integridad tisular, comunicación intercelular, y angiogénesis (Seguin et al., 2015; Cody et al., 

2007). En 2005, Bergh et al demostraron la existencia de un sitio de unión a HTs en la 

integrina αvβ3. Esta proteína contiene un sitio de reconocimiento para el péptido RGD 

(Arginina-Glicina-Aspartato), encontrado en varias proteínas de la matriz extracelular (Bergh 

et al., 2005). 

La interacción de las HTs con la integrina αvβ3 induce varios eventos dentro de la célula, 

entre ellos, el transporte de proteínas del citoplasma al núcleo y la transcripción de genes río 

abajo de las vías de señalización desencadenadas. Esta proteína posee dos dominios que unen 

a HTs. El dominio S1 une a T3 y es capaz de activar la vía de señalización de la fosfoinositol 3 

quinasa (PI3K, del inglés Phosphatidyl Inositol 3-Kinase) (Liu et al., 2014) que mediante 

acción de PKC resulta en la activación del TRα y la expresión de genes blanco. Por otra parte, 

el dominio S2 une a ambas hormonas y activa la vía de PLC-PKC que a su vez lleva a la 

activación de la quinasa regulada por señal extracelular 1/2 (ERK1/2, del inglés Extracellular 

signal Regulated Kinase). La activación de ERK1/2 resulta en la activación de TRβ1 y la 
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expresión de genes asociados a la proliferación celular y la angiogénesis. Mediante estas vías, 

T4 y T3 promueven la angiogénesis y la proliferación de células tumorales a través de su unión 

a la integrina αvβ3 (Davis et al., 2011). 

Las acciones de HTs mediante la integrina αvβ3 aumentan la radio y quimio resistencia y 

aumentan la proliferación y la evasión de la apoptosis a través de la activación de varias vías 

de señalización y la modulación de la expresión génica (Davis et al., 2019). Estos efectos han 

sido observados en distintos tipos de cáncer, entre ellos, cáncer de tiroides (Liu et al., 2019). 

Trabajos previos de nuestro laboratorio, el laboratorio de Neuroinmunomodulación y 

Oncología Molecular (BIOMED-UCA-CONICET), han demostrado que las HTs son capaces 

de activar distintas vías de señalización mediante la integrina αvβ3 en linfoma de células T. 

Esto resulta en la activación del factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF, del inglés 

Vascular Endothelial Growth Factor) (Cayrol et al., 2015) y esfingomielinasas (SMasas), 

llevando a la rápida translocación de PKCζ (véase Isoformas de PKC) a la membrana 

plasmática (Barreiro Arcos et al., 2006; 2011). Se identificó a la quinasa regulada por ERK1/2 

(Barreiro Arcos et al., 2011) y al factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las 

células B activadas (NF-κB, del inglés Nuclear Factor Kappa-light-chain-enhancer of 

activated B cells) como efectores en ambas vías (Barreiro Arcos et al., 2011; Cayrol et al., 

2015; Díaz Flaqué et al., 2019). Finalmente, como un claro ejemplo de superposición de los 

mecanismos genómicos y no genómicos de las HTs, NF-κB induce un aumento en la 

expresión de TRα, activando programas transcripcionales efectuados por las HTs (Fig. 7) 

(Barreiro Arcos et al., 2011). 
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Figura 7: Superposición de efectos genómicos y no genómicos de las HTs (Barreiro Arcos et al., 2011). 

DEIOD: deiodinasas. iNOS: óxido nítrico sintasa inducible, del inglés inducible Nitric Oxide Synthase. I-KB: 

inhibidor de NF-κB. IKK: I-KB quinasa, del inglés I-KB Kinase. 

 

2.4 Proteína Quinasa C (PKC) 

Las PKC constituyen una familia de serina/treonina quinasas originalmente descubiertas 

como el receptor intracelular principal de los ésteres de forbol (EF), agentes ampliamente 

usados en la investigación por su actividad promotora tumoral. La activación de PKC lleva a la 

fosforilación de un amplio rango de proteínas intracelulares que participan en vías de 

señalización asociadas con la proliferación, apoptosis, diferenciación y transformación 

maligna (Griner y Kazanietz, 2007). Por estos motivos, distintos miembros de la familia PKC 

han sido propuestos como blancos terapéuticos para numerosas patologías, entre las que 

encontramos distintos tipos de cáncer (Hsu et al., 2014; Kang, 2014; Kim et al., 2006; Sledge 

& Gökmen-Polar, 2006; Totoń et al., 2011). 

2.4.1 Isoformas de PKC 

La familia PKC comprende por lo menos 10 isoformas codificadas por 9 genes y divididas 

en tres subfamilias en función de su respuesta a DAG y Ca2+, tal como se observa en la Figura 
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8. La subfamilia clásica (cPKC: α, β1, β2, γ) agrupa a las PKC que son activadas por DAG y 

Ca2+. La subfamilia nueva o novel (nPKC: δ, ε, η, θ) son aquellas isoformas que son activadas 

por DAG, pero no responden a Ca2+. Finalmente, las PKC miembro de la subfamilia atípica 

(aPKC: ζ, ι) no son activadas ni por DAG, ni por Ca2+ (Wu-Zhang y Newton, 2013). 

 

 

Figura 8: Estructura génica y dependencia a cofactores de las isoformas de PKC (Garg et al., 2014). PAR6: 

proteína de partición defectuosa 6, del inglés PARtitioning-defective protein 6. CDC42: proteína homóloga del 

control de la división celular 42, del inglés Cell Division Control protein 42 homolog. ATP: adenosín trifosfato, del 

inglés Adenosine TriPhosphate. RAS: sarcoma de rata, del inglés Rat Sarcoma. RAF: fibrosarcoma rápidamente 

acelerado, del inglés Rapidly Accelerated Fibrosarcoma. Erk: quinasa regulada por señal extracelular, del inglés 

Extracellular signal Regulated Kinase. Akt: timoma de la sepa murina AKR, del inglés AKR mouse strain Thymoma. 

STAT3: transductor de señales y activador de la transcripción 3, del inglés Signal Transducer and Activator of 

Transcription 3.  

 

Estructuralmente, todas las PKC poseen 4 dominios conservados (C1-4) separados por 5 

segmentos variables (V1-5). El extremo C-terminal se caracteriza por presentar el sitio de 

unión a adenosín trifosfato (ATP, del inglés Adenosine TriPhosphate) y el dominio catalítico, 

y representa el área de mayor homología entre las isoformas de las tres subfamilias (Cooke et 

al., 2017). El segmento V3 actúa como bisagra y separa al C-terminal del N-terminal, que 
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consiste en dos dominios regulatorios (C1 y C2) responsables de la translocación a la 

membrana plasmática (Newton, 1995) y una secuencia peptídica que actúa como 

pseudosustrato (Ps) (House y Kemp, 1987). El Ps se mantiene unido al sitio catalítico 

impidiendo la interacción con sustratos cuando PKC no se encuentra activada. 

Los dominios regulatorios son los sitios de mayor variabilidad entre las subfamilias de 

PKC. Estos son: el dominio de respuesta a DAG/EF o dominio C1, y el dominio de respuesta a 

Ca2+ y fosfolípidos o dominio C2. Las cPKC poseen dos dominios C1 (a y b) en el extremo N-

terminal y un dominio C2 río debajo de estos. Por otra parte, las nPKC tienen estos dominios 

invertidos, siendo el C2 el que se encuentra en el extremo N-terminal. A diferencia de las 

cPKC, el C2 de las isoformas nuevas es incapaz de unir a Ca2+. Por este motivo, la 

translocación de las nPKC a la membrana plasmática es independiente de Ca2+. La 

translocación sin la interacción del C2 es posible debido a una afinidad del C1 dos veces 

mayor en las nPKC frente a las cPKC. Por último, las aPKC poseen un C1 truncado incapaz de 

unir a DAG o EF, y carecen de C2. Dicho C1 interactúa con fosfatidil-inositol 3,4,5-trifosfato 

(PIP3, del inglés PhosphatidylInositol 3,4,5-triphosphate) y ceramida (Newton, 1995). 

2.4.2 Activación de PKC 

La activación de PKC se encuentra regulada en tres niveles: la unión a cofactores, el 

estado de fosforilación y la localización celular (Newton, 2001). En primer lugar, todas las 

PKC deben pasar por una serie de fosforilaciones para llegar a una conformación madura. 

Estas fosforilaciones llevan a cambios conformacionales que terminan en la estabilización de 

la proteína. Una vez madura, PKC inactiva se encuentra en el citosol hasta que un estímulo 

lleva a su activación y translocación a la membrana plasmática (Newton, 2003).  

La activación de las c- y nPKC suele iniciarse por la unión de un ligando extracelular a 

un receptor acoplado a proteína G o receptor tirosina-quinasa que produce la activación de 

PLC (Fig.9). Luego, PLC hidroliza fosfatidil-inositol 4,5-bifosfato (PIP2, del inglés 

PhosphatidylInositol 4,5-Diphosphate) resultando en dos productos. Por un lado, la hidrólisis 

de PIP2 produce DAG, que promueve la translocación de PKC a la membrana plasmática. Por 

el otro, produce IP3 que migra a través del citosol hasta llegar al retículo endoplasmático 

donde produce la liberación de Ca2+. Este proceso aumenta los niveles de Ca2+ en el citosol, 
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permitiendo la activación de las cPKC (Griner y Kazanietz, 2007). Dado que las aPKC carecen 

de los dominios necesarios para interactuar con DAG y Ca2+, su activación ocurre a través de 

mecanismos diferentes a los mencionados (Moscat et al., 2006; Newton, 2003). 

 

 

Figura 9: Activación de las diferentes isoformas de PKC (Mackay y Twelves, 2007). VEGFR2: receptor 2 de 

VEGFR, del inglés VEGF Receptor 2. MLCK: quinasa de la cadena ligera de la miosina, del inglés Myosin Light 

Chain Kinase. ABL: leucemia murina de Abelson, del inglés Abelson Murine Leukemia. SCR: SaRComa. µ: proteína 

quinasa Cµ. 

 

2.4.3 PKC y cáncer 

Como fue mencionado anteriormente, el estudio de PKC en el cáncer se remonta a su 

descubrimiento como receptor principal de los EF y se encuentra motivado en gran parte por la 

participación de las distintas isoformas en vías de señalización promotoras o supresoras de 

cáncer. 

Los primeros estudios de PKC en cáncer se realizaron mediante el uso de un agente 

carcinogénico en concentraciones insuficientes para causar tumores, seguido de la aplicación 

repetida de un EF, comúnmente 12-miristato 13-acetato (PMA, del inglés Phorbol Myristate 

Ester), sobre la piel de ratones. Esto llevó a lo que se conoce como el modelo de las 2 etapas 

(Fig. 10) (Griner y Kazanietz, 2007). Este experimento resulta en la formación de un tumor 

incluso si la aplicación del EF se retrasa un año. Posteriormente, se confirmó la participación 

de las isoformas de PKC en procesos mitogénicos, de supervivencia y transformación a través 
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del uso de modelos celulares tanto normales como tumorales (Isakov, 2018). Sin embargo, 

también se desarrollaron estudios que reportaron un comportamiento opuesto de los EF en 

algunos contextos (Huberman y Callaham, 1979; Watanabe et al., 1992). 

 

 

Figura 10: modelo de las 2 etapas, estudios tempranos de PKC en cáncer (Griner y Kazanietz, 2007). 

DMBA: 7,12-DiMetilBenzo[a]Antraceno. 

 

El estudio de las PKC en cáncer presenta algunas dificultades. En primer lugar, PKC tiene 

un comportamiento específico determinado por la isoforma y el tipo celular particulares. En 

segundo lugar, la alta homología entre las distintas isoformas, especialmente en la región 

catalítica, hace que el desarrollo de fármacos isoforma-específicos sea un desafío 

extremadamente complejo (Cooke et al., 2017). En 1993, se demostró por primera vez que la 

actividad basal de PLC era mayor en neoplasias tiroideas al comparar con muestras de tejido 

sano del mismo paciente (Kobayashi et al., 1993). Por ejemplo, PKCε suele tener un 

comportamiento antiapoptótico, proliferativo y está involucrado en migración e invasion (Bae 

et al., 2007; Pan et al., 2006). Así, una de las alteraciones más comunes es la sobreexpresión 

de PKCε en distintos tipos de cánceres epiteliales incluyendo próstata, pulmón, mama, colon y 

tiroides (Gorin & Pan, 2009; Griner & Kazanietz, 2007; Jaken, 1996; Mochly-Rosen & 

Gordon, 1998; Newton, 1997; Totoń et al., 2011), que está asociada a un fenotipo agresivo 
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sugiriendo que su inhibición podría resultar en una estrategia efectiva contra estos tipos de 

cáncer. Por ejemplo, su inhibición con el micro-RNA miR146a disminuye la supervivencia y 

aumenta la apoptosis en células de cáncer de tiroides papilar (PTC, del inglés Papillary 

Thyroid Cancer) (Zhang et al., 2014). En línea con estos efectos, la inhibición de PKCε con el 

péptido εV1-2 afecta la capacidad de migración e invasión de células de cáncer de pulmón, y 

disminuye su diseminación en un modelo murino de metástasis (Budas et al., 2007; Caino et 

al., 2012). Por el contrario, PKCδ generalmente se comporta como supresor tumoral 

(Okhrimenko et al., 2005; Symonds et al., 2011) y ha sido caracterizado como proapoptótico y 

antiproliferativo, ya que media procesos de muerte inducidos por agentes quimioterapéuticos y 

radioterapia. Generalmente, su expresión es predictor de buen pronóstico y su activación 

contribuye al arresto del crecimiento en G1 en PTC (Koike et al., 2006) y también tiene 

efectos antiproliferativos en cáncer de tiroides anaplásico (ATC, del inglés Anaplastic Thyroid 

Cancer) y folicular (FTC, del inglés Folliclar Thyroid Cancer) señalizando a través de la vía 

de las quinasas activadas por mitógeno (MAPK, del inglés Mitogen Activated Protein 

Kinases)/timoma de la sepa murina AKR (AKT, del inglés AKR mouse strain Thymoma) y 

FOrkhead boX protein O (FOXO) en cáncer de tiroides (Afrasiabi et al., 2008). Como se 

mencionó anteriormente, se conocen dos variantes de PKCβ, teniendo ambas un rol orientado 

a la angiogénesis y proliferación en diversos tipos de cáncer, como colon y próstata (Teicher et 

al., 2002; Gökmen-Polar et al., 2001). El tratamiento con ácido ribonucleico (ARN) de 

interferencia contra PKCβ1 es capaz de inhibir la fosforilación de ERK1/2 ocasionada por 

agonistas del receptor de la esfingosina 1-fosfato (S1P1, del inglés Sphingosine-1-Phosphate 

receptor 1) y VEGF en células de FTC (Bergelin et al., 2010). Coincidentemente con este 

trabajo, el tratamiento con Enzastaurina, un inhibidor específico para PKCβ, muestra efectos 

antitumorales in vitro en cáncer de tiroides (Oberschmidt et al., 2005). Se encontraron 

resultados similares en cáncer de colon y glioblastoma (Graff et al., 2005). Por otra parte, se 

ha observado que PKCζ participa en la proliferación independiente de TSH a través de los 

fragmentos de 42 y 44kDa de MAPK (p42-p44 MAPK) sin afectar la expresión de Tg en 

células de cáncer de tiroides (Fernandez et al., 2000) a su vez, PKCζ participa en la 

proliferación de células de cáncer de próstata independiente de andrógenos (Stangelberger et 

al., 2005). Y, como se mencionó más arriba, en nuestro laboratorio identificamos la 
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participación de PKCζ  en la proliferación ocasionada por la unión de HTs al mTR en linfoma 

de células T a través de la activación de ERK (Barreiro Arcos et al., 2011). 

2.4.3.1 PKCα y cáncer 

A diferencia de otras isoformas de PKC que poseen una expresión restringida a ciertos 

tejidos, PKCα se expresa de forma ubicua en el organismo. Por este motivo, se han realizado 

estudios en una gran cantidad de tejidos en los que se ha visto que PKCα posee un 

comportamiento dependiente del tipo celular (Singh et al., 2017). En células de cáncer de 

mama, la expresión de PKCα correlaciona negativamente con la expresión del receptor de 

estrógeno (ER, del inglés Estrogen Receptor) y el receptor de progesterona (PR, del inglés 

Progesterone Receptor) y es predictor de mal pronóstico del tratamiento con tamoxifeno 

(Assender et al., 2007; Tonetti et al., 2003). PKCα es también un efector del  receptor B2 

eritroblástico (ErbB2, del inglés ERythroBlastic receptor B2), y dicha sobreexpresión 

correlaciona con altos niveles de activación de PKCα en muestras de pacientes con cáncer de 

mama (Magnifico et al., 2007). Más aún, se encontró una alta expresión de PKCα en pacientes 

con tumores triple negativos (Tan et al., 2006). Por lo tanto, PKCα fue propuesto como 

biomarcador de mal pronóstico y resistencia a la terapia en pacientes con cáncer de mama. 

También se encontró que la sobreexpresión de PKCα en tumores de pacientes con melanoma y 

glioma está asociada a menor sobrevida (Mahapatra et al., 2019; Mandil et al., 2001). En 

cáncer de pulmón, PKCα participa en la resistencia a drogas, motivo por el cual fue propuesta 

como biomarcador de resistencia y mal pronóstico (Kang et al., 2013; Abera y Kazanietz, 

2015; Kang et al., 2009). Si bien se han observado efectos supresores de tumores de PKCα, 

estos comprenden una fracción reducida de los casos. Este comportamiento se demostró en 

cáncer de próstata, de intestino y de páncreas (Truman et al., 2009; Detjen et al., 2000; Hizli et 

al., 2006).  

Los efectos descritos de la sobreexpresión de PKCα suelen apuntar a un fenotipo resistente 

a drogas quimioterapéuticas, invasivo, y promotor de la supervivencia (Michie y Nakagawa, 

2005). En la misma línea, se ha reportado una activación paralela de PKCα en la resistencia a 

inhibidores del homólogo B de fibrosarcoma rápidamente acelerado (BRAF, del inglés B-
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homolog of Rapidly Accelerated Fibrosarcoma) mutado en melanoma (Chen et al., 2014; 

Parker et al., 2015). 

En cuanto a tratamientos contra PKCα, fueron desarrollados distintos compuestos contra 

esta isoforma. Si bien varias tecnologías fueron probadas para diferentes patologías, los 

oligonucleótidos antisense han sido ampliamente evaluados en el caso de terapias dirigidas en 

cáncer. Se realizaron ensayos clínicos con Aprinocarsen,  un oligonucleótido fosforotioato de 

20 bases que tiene como blanco a PKCα, en diversos tipos de cáncer como mama, pulmón, 

glioma y melanoma, entre otros (Advani et al., 2005; 2004; Grossman et al., 2005). Sin 

embargo, el uso de esta droga fue limitado debido a su bajo beneficio clínico, en parte debido 

a los efectos tóxicos de las concentraciones efectivas como agente único (Mochly-Rosen et al., 

2012). Por otra parte, se han observado resultados favorables en cáncer de pulmón de células 

no pequeñas (NSCLC, del inglés Non-Small Cell Lung Cancer) al combinarse al antisense 

LY900003 con Cisplatino o Gemcitabina (Villalona-Calero et al., 2004). Sin embargo, en 

ensayos de fase III, se encontró que LY900003 no aportó grandes beneficios a los regímenes 

quimioterapéuticos (Teicher, 2006). Aun así, se debe tener en cuenta que, debido a la ausencia 

de biomarcadores predictivos validados para la respuesta a drogas durante estos ensayos, no 

fue posible evaluar si existía un grupo de la población que se beneficiara especialmente del 

tratamiento (Mackay y Twelves, 2007). Además, es importante tomar en cuenta el rol de las 

isoformas estudiadas en cada tipo tumoral. Varios estudios apuntan a que PKCα no posee un 

rol driver en la proliferación de NSCLC (Clark et al., 2003), siendo esto crucial a la hora de 

evaluar los resultados mencionados previamente (Mackay y Twelves, 2007). Por otra parte, es 

importante destacar que no han sido desarrollados ensayos clínicos evaluando el efecto de la 

inhibición de PKCα en cáncer de tiroides en particular, por lo que, de demostrarse su 

participación en etiopatogenia de esta neoplasia, una terapia contra esta proteína podría dar 

buenos resultados. A su vez, la combinación de dicho enfoque con otros agentes permitiría el 

uso de dosis efectivas más bajas disminuyendo así su potencial toxicidad. Si bien se han 

realizado algunos estudios sobre PKCα en cáncer de tiroides apuntando a efectos proliferativos 

(Bergelin et al., 2010), los mecanismos por los cuales esta isoforma actúa particularmente en 

el tejido tiroideo permanecen poco estudiados. 
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2.5 Cáncer de tiroides 

El cáncer de tiroides es la neoplasia endócrina más frecuente, y representa el 3,4% de todos 

los cánceres diagnosticados a nivel mundial anualmente (Cao et al., 2021). La incidencia de 

esta enfermedad ha ido en aumento en las últimas décadas tanto en Argentina como en el resto 

del mundo (Seib y Sosa, 2019). En un principio, se creyó que esto se debía al refinamiento de 

las metodologías usadas para el diagnóstico, como la citología por punción aspirativa con 

aguja fina o el uso de ecografías de alta resolución pero se estima que la causa puede estar 

asociada a los cambios del estilo de vida del ser humano a lo largo del tiempo (Pellegriti et al., 

2013). Un ejemplo de estos cambios es la obesidad, que constituye uno de los factores de 

riesgo para esta patología (Han et al., 2013). 

Actualmente, el cáncer de tiroides puede ser categorizado según las células que lo originan, 

pudiendo partir de las células foliculares o bien de las parafoliculares. En el primer caso, se 

puede agrupar a los tumores en: papilares (PTC, del inglés Papillary Thyroid Cancer), 

foliculares (FTC, del inglés Follicular Thyroid Cancer) y anaplásicos (ATC, del inglés 

Anaplastic Thyroid Cancer), mientras que en el segundo encontramos a los tumores medulares 

(MTC, del inglés Medullary Thyroid Cancer). Los llamados tumores bien diferenciados (PTC 

y FTC) comprenden más del 90% de los cánceres de tiroides y suelen tener buen pronóstico 

cuando el diagnóstico es temprano (Asa, 2019). Por otra parte, los carcinomas menos 

diferenciados son más agresivos, resultando el ATC en una esperanza de vida media de 6 

meses desde el diagnóstico (Pinto-Valdivia et al., 2012). 

A nivel molecular, se consideran principales en el desarrollo y proliferación tumoral, así 

como en la desdiferenciación, las vías de las MAPK y de la PI3K/AKT. Por un lado, la vía de 

las MAPK sería crucial en la iniciación del PTC a través de las mutaciones de BRAF y de 

sarcoma de rata (RAS, del inglés RAt Sarcoma) o los rearreglos del gen rearreglado durante 

transfección (RET, del inglés REarranged during Transfection) (RET/PTC), mientras que la 

activación de la vía PI3K/AKT es crítica en la iniciación del FTC, mediante la mutación de 

RAS, la subunidad catalítica alfa de fosfatidil inositol 4,5-bifosfato 3-quinasa (PIK3CA, del 

inglés PhosphatidylInositol-4,5-bisphosphate 3-Kinase, Catalytic subunit Alpha) y AKT1, y 

también la inactivación del homólogo a fosfatasa y tensina (PTEN, del inglés Phosphatase and 

TENsin homolog), que regula negativamente esta vía (Prete et al., 2020). En los carcinomas 



        MECANISMOS MOLECULARES DE ACCIÓN DE PKC ALFA EN CÁNCER DE TIROIDES 

  Campos Haedo, Mateo Nicolás 

Página 30 de 85 

menos diferenciados, se observa una acumulación de estas mutaciones, así como la presencia 

de otras, siendo características de los ATC la mutación del antígeno tumoral p53 (p53) y 

telomerasa transcriptasa reversa (TERT, del inglés TElomerase Reverse Transcriptase) 

(Pozdeyev et al., 2018; Landa et al., 2016). Es por este motivo que la mayoría de las drogas 

desarrolladas para terapias dirigidas y evaluadas para el tratamiento del cáncer de tiroides 

tienen como blanco a uno o varios intermediarios de las vías mencionadas.  

El tratamiento de primera línea para esta enfermedad consiste en la tiroidectomía parcial o 

total, seguida de la ablación con 131I, que tiene el objetivo de eliminar el tejido tiroideo 

residual después de la cirugía, incluyendo potenciales células tumorales remanentes (Haugen 

et al., 2016; Momesso y Tuttle, 2014). Sin embargo, estos enfoques no suelen ser suficientes 

para los tumores menos diferenciados y aquellos de estadíos más avanzados, cuyas células 

pierden frecuentemente la capacidad de captar iodo debido a la desdiferenciación. Por este 

motivo, se encuentran en desarrollo alternativas a las terapias convencionales. El uso de 

drogas quimioterapéuticas es una alternativa que ha demostrado cierta eficacia, si bien con una 

alta toxicidad. El tratamiento con doxorrubicina produce remisión parcial en algunos pacientes 

de ATC (Cabanillas et al., 2019), siendo sugerido el uso de terapias que combinen la 

quimioterapia junto con radioterapia externa para una mayor eficacia (Haigh et al., 2001; 

Cabanillas et al., 2019). Por otra parte, en las últimas décadas se han desarrollado ensayos 

clínicos para el uso de inhibidores de tirosina-quinasa (TKI, del inglés Tyrosine Kinase 

Inhibitor), como es el caso de los inhibidores dabrafenib y trametinib, cuyo blanco es 

BRAFV600E, o el inhibidor multi-quinasa sorafenib, que han sido aprobados para el tratamiento 

de cáncer de tiroides refractario a terapias con 131I (Subbiah et al., 2018; Brose et al., 2014).  

Si bien el avance de la biotecnología permitió incorporar tratamientos que disminuyen el 

uso de la radioterapia (Luster et al., 2005), es necesario encontrar terapias que contribuyan a 

mejorar la calidad de vida y la sobrevida de los pacientes, o bien optimizar las terapias 

existentes para disminuir sus efectos adversos. A pesar de su creciente incidencia y mortalidad 

en muchos casos, el cáncer de tiroides constituye un área muy poco estudiada en nuestro país.  
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3 Hipótesis 

Teniendo en cuenta lo mencionado previamente, la hipótesis de este trabajo es que PKCα 

regula vías de transducción involucradas en el control de la proliferación del cáncer tiroideo a 

través del receptor de la hormona TSH y de los receptores de hormonas tiroideas. Por lo tanto, 

una terapia dirigida a disminuir la expresión de PKCα o su actividad biológica podría 

contribuir a la remisión de la patología tumoral. 
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4 Metodología 

4.1 Líneas celulares y condiciones de cultivo 

Se utilizaron las líneas celulares humanas de tiroides listadas en la Tabla I. Las Nthy-ori 3-

1 (ORI) y las WRO fueron gentilmente donadas por el Dr. Guillermo Juvenal (Comisión 

Nacional de Energía Atómica, Argentina). El resto de las líneas fueron gentilmente donadas 

por la Dra. Judy Meinkoth (University of Pennsylvania, Philadelphia, PA, USA) fueron 

seleccionadas a modo de estudiar las variaciones entre diferentes tipos de cáncer de tiroides. 

Las células fueron cultivadas en condiciones óptimas para su crecimiento en medio Roswell 

Park Memorial Institute (RPMI 1640, Gibco) suplementado con 10% de suero fetal bovino 

(SFB, Sigma-Aldrich), 2mM de Glutamina y antibióticos penicilina y streptomicina (Gibco), y 

mantenidas a 37°C en una atmósfera con 5% CO2. Previo llegar a confluencia, las células 

fueron repicadas con tripsina-Ácido etilendiaminotetraacético (EDTA, del inglés 

EthyleneDiamineTetraacetic Acid) 0,25% (Sigma-Aldrich Co). 

 

Tabla I – Líneas celulares humanas de tiroides utilizadas en los ensayos realizados para el presente PFI. 

Línea celular Descripción 

Nthy-ori 3-1 Células tiroideas foliculares humanas inmortalizadas no tumorales 

TAD-2 Células tiroideas fetales humanas inmortalizadas no tumorales 

BCPAP Células de carcinoma tiroideo indiferenciado (anaplásico) (PTC) 

8505C Células de carcinoma tiroideo indiferenciado (anaplásico, ATC) 

Hth83 Células de carcinoma tiroideo indiferenciado (ATC) 

Hth104 Células de carcinoma tiroideo indiferenciado (ATC) 

TPC-1 Células de carcinoma papilar tiroideo (PTC) 

WRO Células de carcinoma tiroideo folicular (FTC) 
 

Las líneas celulares fueron mantenidas en placas de 100mm o en microplacas de 6 o 96 

pocillos para la realización de los distintos ensayos.  

Previo al tratamiento de las células en cada experimento, se las sincronizó cultivándolas de 

24 a 48 h en medio RPMI sin suplementar con SFB.  
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4.2 Hormonas e inhibidores 

Las células fueron tratadas a distintos tiempos con concentraciones fisiológicas de 

hormonas tiroideas (HTs) (T3= 1nM; T4= 100 nM, Sigma Aldrich Co) o con 10 mIU/ml de la 

hormona estimulante de la tiroides bovina (bTSH, Sigma-Aldrich Co). 

En los casos indicados, se utilizaron los siguientes inhibidores adicionados entre los 30 y 

60 min previos a la estimulación hormonal. Los inhibidores de la proteína quinasa C (PKC, del 

inglés Protein Kinase C) Staurosporina (Sigma Aldrich Co) y GF109203X 

(Bisindolylmaleimide, Tocris Bioscience) y el inhibidor de la integrina αvβ3 Cilengitide 

(MedKoo) fueron disueltos en dimetilsulfóxido (DMSO). Todas las drogas fueron diluidas en 

RPMI al menos 1:1000 para alcanzar las concentraciones indicadas en la sección Resultados. 

4.3 Ensayos de viabilidad celular 

La viabilidad celular fue medida con un ensayo fluorométrico de reducción de la 

resazurina (Cell Titer Blue, Promega), como se describió previamente (Chen et al., 2018). 

Brevemente, se sembraron 4x104 células en un volumen final de 0,1 ml en placas de 96 

pocillos de fondo plano y se las trataron o no por 24 o 48 h, como se detalla en la sección 

resultados.   

Se determinó la fluorescencia (560Ex/590Em) utilizando el Novostar Microplate Reader 

(BMG Labtech). El porcentaje de viabilidad celular fue calculado utilizando el método de los 

cuadrados mínimos de la curva estándar. Se determinó la fluorescencia a partir de 6 réplicas 

por cada tratamiento y se normalizaron los valores obtenidos con respecto a los controles 

correspondientes. 

4.4 Extracción de ARN 

El ácido ribonucleico (ARN) total fue extraído de las células utilizadas utilizando Tri-

Reagent (Genbiotech SRL) y siguiendo las instrucciones del fabricante. Las células 

provenientes de distintas líneas o tratamientos fueron homogeneizadas en 1ml de reactivo Tri-

Reagent a temperatura ambiente para su posterior separación en fase orgánica y acuosa por 

adición de cloroformo y posterior centrifugación. Dado que el ARN permanece en la fase 

acuosa, se descartó la fase orgánica. Luego, mediante la adición de isopropanol el ARN fue 
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precipitado, luego lavado con etanol al 70% y resuspendido en agua libre de enzimas 

degradantes de ARN. Las suspensiones de ARN fueron guardadas a -80°C. 

La concentración de ARN de las soluciones obtenidas fue medida por espectrometría a 

260nm con un equipo NanoDrop (ThermoFisher). Para determinar la pureza, se midió el 

cociente entre las absorbancias a 260/280nm. 

4.5 Reacción en cadena de la polimerasa retrotranscripta (rtPCR) 

La reacción en cadena de la polimerasa retrotranscripta (rtPCR, del inglés reverse 

transcriptase Polymerase Chain Reaction) fue realizada utilizando el kit EasyScript RT (AP-

Biotech) y siguiendo las instrucciones del fabricante. Se añadió 2µg de ARN a una mezcla que 

posee 0,6 µl de oligo dT, 1µl de dNTPs 1mM, 0,5µl de EasyScript Transcriptasa reversa M-

MLV y 4µl de RT Buffer 5X provisto en el kit, mezcla cuyo volumen final junto con la 

muestra fue de 20µl. La mezcla fue incubada por 30 min a 42°C en equipo Applied 

Biosystems 7500. De esta forma se obtuvo el ácido desoxiribonucleico copia (ADNc) que fue 

congelado a -20°C hasta su cuantificación por PCR cuantitativa (qPCR, del inglés quantitative 

Polymerase Chain Reaction). 

4.6 Reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real, cuantitativa (qPCR) 

A partir del ADNc obtenido en la rtPCR, se realizaron las amplificaciones por qPCR. La 

cuantificación se determinó utilizando la mezcla maestra comercial que contiene el colorante 

fluorescente SYBR Green. Ésta contiene todos los componentes necesarios para que la 

reacción sea llevada a cabo: ADN Polimerasa, colorante fluorescente SYBR Green, Cloruro de 

Magnesio (MgCl2), dNTPs y el colorante de referencia ROX y estabilizadores. Las reacciones 

de qPCR se llevaron a cabo en un equipo Applied Biosystems 7500.  Las secuencias de los 

primers (Biodynamics SRL) se diseñaron utilizando el software Primer Express versión 3.0 

(Applied Biosystems) y fueron localizados preferentemente en uniones exón-exón o dos 

exones que tuvieran un intrón entre medio para evitar que se transcriba el ADN genómico y 

diseñados de manera que los amplicones tuvieran 50-200 pb de longitud.  Las secuencias de 

los primers utilizados para la misma se especifican en la Tabla II.  
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La cuantificación de la expresión de los genes evaluados se realizó utilizando el método 

del umbral de ciclo comparativo (Ct, del inglés Cycle Threshold). La detección directa de los 

productos de PCR se monitoreó midiendo el aumento de la fluorescencia resultante de la unión 

del colorante al ADN doble cadena.  

 

Tabla II – Secuencias de primers utilizados para qPCR. 

Gen Secuencia (5’ → 3’)  

PRKCA 
A A A G G C T G A G G T T G C T G A T G  

A T T T A G T G T G G A G C G G A T G G  

F 

R 

PRKCD 
C A A C T A C A T G A G C C C C A C C T  

G G C A T T T A T G G T G C A C A T T C  

F 

R 

PRKCE 
G T C C C T A C C T T C T G C G A T C A  

T C A C A T C G A C G G T G A A C A T T  

F 

R 

PRKCZ 
C C A A G A G C C T C C A G T A G A C G  

C C A T C C A T C C C A T C G A T A A C  

F 

R 

TSHR 
C T G C T A A C C A G C C A C T A C A A  

G G T C T A C A G A G G C A A T G A G A A G  

F 

R 

Sub-unidad αv 
A A G T G C C A T A G C T C C A T T G G G A G A  

T C G A G G A T T T G A G A T G G C A C C G A A  

F 

R 

Sub-unidad β3 
T T C A A T G C C A C C T G C C T C A A C A A C  

A C G C A C C T T G G C C T C G A T A C T A A A  

F 

R 

β2-microglobulina 
A G A T G A G T A T G C C G T C C G T G T G A A  

T G C T G C T T A C A T G T C T C G A T C C C A  

F 

R 
 

El gen de referencia (β2-microglobulina fue utilizado como control interno de 

normalización de los datos de todas las muestras analizadas. Para calcular las diferencias en la 

expresión de los genes estudiados entre tratamientos, se utilizó el método de ΔΔCt (Livak y 

Schmittgen, 2001). El programa de amplificación utilizado se detalla en la tabla III. 

 

Tabla III – Programa de amplificación utilizado en los ensayos de qPCR. 

Programa Temperatura Tiempo Número de ciclos 

Holding 95°C 5 min 1 

Cycling 

95°C 10 seg 

40 60°C 15 seg 

72°C 30 seg 

Melting 

95°C 15 seg 

1 
60°C 1 min 

95°C 30 seg 

60°C 15 segundos 
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4.7 Obtención de extractos protéicos totales 

Las células tratadas como se indica en cada experimento se recolectaron de las placas de 

cultivo utilizando un scrapper y se homogeneizaron en presencia del buffer de extracción 

(Tris-HCl 50 mM [pH: 7.4], NaCl 150 mM, EDTA 1 M, EGTA 1 mM, glicerol 10% v/v, NP-

40 1% v/v, MgCl2 1 mM, SDS, 0.1% v/v, e inhibidores de proteasas (protease inhibitor 

cocktail, Sigma-Aldrich) y fosfatasas (phosphatase inhibitor cocktail Phosphostop, Roche). El 

lisado celular se completó mediante ruptura física con una jeringa 25G (Terumo) en frío. El 

homogenato celular se centrifugó a 12000 g a 4°C durante 25 min y se descartó el pellet.  

4.8 Ensayos de Western Blot 

Los extractos proteicos se corrieron en geles de poliacrilamida desnaturalizante con dodecil 

sulfato de sodio (SDS-PAGE). El extracto proteico (50 g de proteínas) se diluyó en buffer de 

siembra 3x (Tris-HCl 60 mM [pH: 6.8], SDS 2% p/v, glicerol 10% v/v, 0.7 M 2-Mercaptoetanol 

y azul de bromofenol 0,1% p/v) y se hirvió durante 5 min. Las muestras se corrieron en geles de 

7.5-15% acrilamida-bisacrilamida según el peso molecular de la proteína a revelar. El Precision 

Plus Proteintm Standards Dual Color (Bio-Rad) fue utilizado como marcador de peso molecular. 

Las proteínas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (0.2 m, Santa Cruz 

Biotechnology) y se bloquearon con 5% de leche descremada en PBS-Tween 20 (buffer fosfato 

salino-Polioxietilen) 0.1% v/v durante 1 hora a temperatura ambiente con agitación. Las 

membranas se incubaron con los anticuerpos primarios se detallan en la Tabla IV diluidos en 5% 

p/v (Albúmina Sérica Bovina fracción V, Sigma-Aldrich Co.) en PBS-Tween 20 0.1% v/v 

durante O.N. a 4C con agitación.  

Se realizaron 3 lavados de 10 min con PBS-Tween 0,1% y se procedió a incubar con el 

anticuerpo secundario anti-IgG de conejo o ratón conjugados a peroxidasa (HRP) (Bio-Rad) 

diluido 1/2000 en 5% leche descremada en PBS-Tween 20 0.1% v/v durante 1 hora en 

agitación a temperatura ambiente.  

El revelado se realizó con el reactivo de quimioluminiscencia ECL documentador de geles 

ImageQuant (GE). Los análisis densitométricos fueron realizados utilizando el programa 

ImageJ (http://rsb.info.nih.gov/ij/). 

  

http://rsb.info.nih.gov/ij/
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Tabla IV – Anticuerpos primarios utilizados en ensayos de Western blot. 

Anticuerpo Fabricante Dilución 

PKCα (H-7) Santa Cruz Biotechnology 1/1000 

PKCβ2 Gibco 1/500 

PKCγ Gibco 1/500 

PKCδ Cell Signaling Technology 1/500 

PKCε (C-15) Santa Cruz Biotechnology 1/500 

PKCζ Gibco 1/500 

TRαβ (FL-408) Santa Cruz Biotechnology 1/1000 

β-actina (N-21) Santa Cruz Biotechnology 1/1000 

Phospho-p44/42 MAPK(Erk1/2) (Thr202/Tyr204) Cell Signaling Technology  1/1000 

Phospho AKT S473 Cell Signaling Technology  1/1000 

PCNA (F-2) Santa Cruz Biotechnology 1/1000 

Caspasa-3 (8G10) Cell Signaling Technology 1/500 

β-tubulina (F-1) Santa Cruz Biotechnology 1/1000 
 

4.9 Transfecciones con ARN de interferencia (siRNA) 

Para cada experimento, fueron transfectadas 300.000 células con 25nM ARN de 

interferencia (siRNA, short interfering RNA) (ONTARGETplus SMART pool, THERMO 

SCIENTIFIC) específico para PKCα o inespecífico, utilizando el reactivo RNAi Max 

Lipofectamine (Life Technologies) en medio libre de suero. Luego de 1 hora, el medio fue 

suplementado con 10% SFB y 16 h más tarde, las células pasaron por un hambreado de 48 h 

en medio libre de suero, seguido de los tratamientos correspondientes para cada ensayo. 

4.10 Citometría de flujo 

Se plaquearon células sub-confluentes en placas de 6 pocillos y se cultivaron por 24 h 

como se indica en la sección Resultados. Las células fueron despegadas con EDTA 10mM en 

PBS, lavadas con PBS y centrifugadas. Los pellets fueron fijados en formalina al 4%. Luego 6 

× 106 de células se incubaron con los anticuerpos primarios correspondientes durante 1 hora a 

37°C (Tabla V).  

Luego de la incubación con el anticuerpo primario, se realizó un lavado con PBS seguido 

de una centrifugación de 5 min a 400g y se procedió a incubar con los anticuerpos secundarios 

(Tabla V) durante 30 min en oscuridad. Luego de la incubación con el anticuerpo secundario, 

se realizó otro lavado con PBS seguido por centrifugación. Las células fueron resuspendidas 
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en buffer de citometría (SFB al 1% y azida al 0,02% en PBS). Posteriormente, se procedió a 

analizar las suspensiones con el equipo el Accuri (BD Biosciences). El análisis de los datos 

obtenidos se realizó utilizando el programa Accury C6 software (BD Biosciences). Se 

construyeron los histogramas o dot plots correspondientes y se calcularon los porcentajes de 

cada subpoblación. Para determinar las marcas inespecíficas se usaron los correspondientes 

controles de isotipo, que nunca superaron el 1%.  

 

Tabla V – Anticuerpos primarios y secundarios y sus concentraciones utilizados en ensayos de citometría 

de flujo. 

Anticuerpo Fabricante Dilución 

Integrina αvβ3 (Ab7166) Abcam 1/100 

TRα/β (sc-772) Santa Cruz Biotechnology 1/50 

PE Goat Anti-Mouse Ig (#550589) BD Biosciences 1/200 

FITC Goat Anti-Rabbit IgG (#554020) BD Biosciences 1/200 
 

4.11 Análisis estadístico 

Para todos los experimentos se calcularon las medias, desviaciones estándares y errores 

estándares de los grupos. Las significancias estadísticas se evaluaron con el software 

GraphPad PRISM 7.0 Versión para Windows (GraphPad Software Inc.), utilizando la prueba 

estadística ANOVA de una vía seguido con contraste de Tukey. Las diferencias entre las 

medias fueron consideradas significativas cuando p≤0.05. Los resultados están expresados 

como la media ± error estándar (SEM).  
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5 Resultados 

5.1 PKCα está sobre expresada en células de cáncer de tiroides  

El cambio del patrón de expresión de las isoformas de la proteína quinasa C (PKC, del 

inglés Protein Kinase C) ha sido asociado al desarrollo de distintos tipos de cáncer (Garg et 

al., 2014). Los miembros de la familia PKC participan en un amplio espectro de respuestas 

celulares y tienen un comportamiento variable en distintos tejidos dependiendo de la 

isoenzima y el contexto celular (Cooke et al., 2017). Ciertas isoformas de la familia PKC han 

sido estudiadas previamente en cáncer de tiroides; se describió a PKCζ y PKCε como agentes 

promotores de la proliferación celular en esta patología (Fernandez et al., 2000; Zhang et al., 

2014), mientras que a PKCδ, como inhibidor del crecimiento, promoviendo el arresto del ciclo 

celular (Afrasiabi et al., 2008). Como mencionamos previamente en los antecedentes, altos 

niveles de PKCα se correlacionan con un mal pronóstico en cáncer de mama (Llorens et al., 

2019), de pulmón (Abera y Kazanietz, 2015), melanoma (Chen et al., 2014) y glioma (Mandil 

et al., 2001). Se han realizado también, algunos estudios de PKCα en cáncer de tiroides 

apuntando a efectos proliferativos (Bergelin et al., 2010), sin embargo, los mecanismos por los 

cuales esta isoforma actúa y particularmente en el tejido tiroideo permanecen poco estudiados.  

En primer lugar, evaluamos el nivel de expresión de diversas PKC comparando entre líneas 

inmortalizadas no tumorales y de cáncer de tiroides. Como se puede ver en la Figura 11, la 

expresión de PKCα, PKCε y PKCζ se encuentra aumentada en las líneas de cáncer de tiroides 

a nivel de proteína estudiado por Western blot (Fig. 11A, 11B y 11C). En el mismo sentido, se 

observan resultados similares en cuanto a los niveles de ácido ribonucleico mensajero 

(ARNm) estudiados por reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa (qPCR, del inglés 

quantitative Polymerase Chain Reaction) (Fig. 11D). Se puede observar una expresión alta de 

PKCα particularmente en las líneas 8505C y Hth108 de cáncer de tiroides anaplásico, y TPC-1 

y WRO de cáncer de tiroides papilar y folicular, respectivamente. 

Dado que PKCα podría tener un rol importante en la proliferación de células de cáncer de 

tiroides, decidimos focalizarnos en esta isoenzima para los estudios a continuación. 
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Figura 11: Expresión de PKC en células de tiroides. La expresión de PKCα (A) y PKCβ2, PKCδ, PKCγ, PKCε 

y PKCζ (B) en células epiteliales tiroideas inmortalizadas no tumorales ORI y TAD-2 y en células de cáncer de 

tiroides fue determinada por Western blot. La expresión de β-tubulina y β-actina fueron utilizadas como control 

de carga. Se muestran resultados representativos de 3 similares. C. Análisis densitométrico de los niveles de 

PKCα respecto a los de β-tubulina relativo a los niveles de la línea normal ORI. La expresión de β-tubulina fue 

utilizada como control de carga. (n=3). Se muestra la media ± SD. ***p<0.0001, *p<0.05, respecto a ORI. D. Se 

extrajo RNA total de células inmortalizadas no tumorales y de cáncer de tiroides y a partir de éste se sintetizó el 

cDNA con el que se realizó una qRT-PCR con primers específicos para PRKCA, PRKCB, PRKCD, PRKCE y 

PRKCZ. Se grafican los resultados obtenidos mediante el análisis de ΔΔCt de n=3 ensayos y utilizando como gen 

normalizador la β2-microglobulina.  Se muestra la media ± SD. ***p<0.0001, **p<0.005, *p<0.05, respecto a 

ORI. 
 

5.2 Expresión del TSHR en líneas celulares de tiroides 

La pérdida de marcadores de diferenciación es un evento común en el desarrollo de cáncer, 

observándose una pérdida progresiva de la expresión de proteínas características del tejido 

sano. En la transformación de células de tiroides, estas proteínas suelen ser aquellas 

involucradas en la captación de iodo y producción de hormonas tiroideas (HTs) (Durante et 

al., 2007), entre ellas, el receptor de la hormona estimulante de la tiroides (TSHR, del inglés 
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Thyroid Stimulating Hormone Receptor) (Sheils y Sweeney, 1999; Tanaka et al., 2000). Sin 

embargo, distintos trabajos exponen diferentes posturas sobre la expresión del TSHR en 

cáncer de tiroides (Lazar et al., 1999; Ohta et al., 1991; Gérard et al., 2003). Debido a la 

posible pérdida de este receptor en las líneas celulares de cáncer de tiroides utilizadas (Pilli et 

al., 2009) y para estudiar si PKCα puede estar implicada en las vías de señalización río debajo 

de este receptor, nos propusimos caracterizar la expresión de esta proteína en dichas líneas 

celulares. Para ello, extrajimos ARN total a partir de las líneas utilizadas y realizamos qRT-

PCR para el gen de TSHR. Si bien hay autores que describen la ausencia del TSHR en algunas 

de las líneas celulares utilizadas (van Staveren et al., 2007; Rowe et al., 2017), como se puede 

observar en la Figura 12, encontramos que todas las líneas evaluadas en nuestro estudio 

expresan en mayor o menor medida el TSHR.  Nuestros resultados respaldan la idea de un 

comportamiento gen- y línea celular-específico debido al origen particular de cada línea de 

cáncer de tiroides, siendo esto concordante con las células de cáncer de tiroides in vivo, donde 

la expresión del TSHR suele mantenerse preservada o sólo ligeramente disminuida (Rowe et 

al., 2017). 
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Figura 12: Nivel de expresión del receptor de hormona estimulante de la tiroides. Se extrajo ARN total de 

células inmortalizadas no tumorales y de cáncer de tiroides y a partir de éste se sintetizó el ADNc con el que se 

realizaron qRT-PCR con primers específicos para el gen TSHR. Se grafican los resultados obtenidos mediante 

análisis de ΔΔCt de n=3 ensayos y utilizando como gen normalizador β2-microglobulina. 
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5.3 Las líneas celulares de tiroides expresan los receptores nucleares y de membrana de 

las hormonas tiroideas 

Caracterizamos la expresión de los receptores nucleares y de membrana de las HTs en las 

líneas celulares utilizadas a fin de estudiar posteriormente la participación de PKCα como 

efectora de los efectos proliferativos de las HTs en dichas células. Como se observa en la 

Figura 13A, todas las líneas estudiadas presentan niveles similares de expresión de los 

receptores nucleares por Western blot. Confirmamos estos resultados por citometría de flujo 

en las líneas ORI, TPC-1 y 8505C (Fig. 13B).  

 

 
 

Figura 13: Expresión de receptores de hormonas tiroideas en células de tiroides. A. La expresión de ambas 

subunidades de TRα y β se analizó en células inmortalizadas no tumorales y de cáncer de tiroides por Western 

blot. La expresión de β-tubulina fue utilizada como control de carga. Se obtuvieron resultados similares en 3 

experimentos independientes. B. Expresión de TRα/β mediante citometría de flujo de las líneas inmortalizada 

ORI (izquierda), TPC-1 (centro) y de cáncer de tiroides anaplásico 8505C (derecha). Se muestra un experimento 

representativo de 3. C. Se extrajo ARN total y a partir de este se sintetizó el ADNc con el que se realizó una qRT-

PCR con primers específicos para las subunidades de integrina αv y β3. Se grafican los resultados obtenidos 

mediante análisis de ΔΔCt de n=3 ensayos y utilizando como gen normalizador β2-microglobulina. Las células 

LY12 de linfoma se analizaron como control positivo. D. Expresión del dímero αvβ3 mediante citometría de flujo 

en la línea normal inmortalizada ORI (izquierda) y de cáncer de tiroides folicular WRO (centro) y anaplásico 

8505C (derecha).  
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Trabajos previos tanto de nuestro laboratorio (Cayrol et al., 2015; Barreiro Arcos et al., 

2011; Sterle et al., 2014) como de otros (Davis et al., 2006; Glinskii et al., 2009; Rebbaa et al., 

2008; Yalcin et al., 2010) describen un efecto proliferativo de las HTs en distintos cánceres a 

través de su receptor de membrana, la integrina αvβ3. En este sentido, encontramos que todas 

las líneas estudiadas expresan αv y β3 en diferentes niveles por qPCR (Fig. 13C). Luego, 

confirmamos la presencia del dímero activo por citometría de flujo en las líneas ORI, WRO y 

8505C (Fig. 13D).  

Estos resultados sugieren que los receptores nucleares y la integrina αvβ3 como receptores 

de las HTs están expresados tanto en las células inmortalizadas no tumorales como de cáncer 

de tiroides utilizadas. 

5.4 La combinación de hormonas tiroideas en concentraciones fisiológicas induce 

proliferación de células de cáncer de tiroides 

Como ya hemos mencionado, las HTs son agentes capaces de estimular la proliferación en 

varios tipos de cáncer. Las perturbaciones en el estado tiroideo pueden ocasionar un aumento 

del riesgo de desarrollar la enfermedad y una peor prognosis en diversos tejidos como mama, 

riñón, colon y tiroides (Schmidinger et al., 2011; Boursi et al., 2015; Søgaard et al., 2016; 

Medas et al., 2018). Las HTs promueven la proliferación, supervivencia y angiogénesis a 

través de su interacción con los receptores nucleares, desencadenando programas genéticos, y 

mayormente por su interacción con la integrina αvβ3 (Liu et al., 2019). La participación de 

estos mecanismos en la proliferación ha sido descripta previamente en líneas celulares de 

cáncer de tiroides (Lin et al., 2007). 

En base a los resultados obtenidos en la sección anterior respecto a la expresión de 

receptores, y habiendo mencionado previamente los efectos de las HTs en la proliferación de 

células de tiroides, decidimos medir su participación en la proliferación de las células de 

cáncer de tiroides que mostraron una expresión aumentada de PKCα. Como puede observarse 

en la Figura 14, la combinación de ambas hormonas en concentraciones fisiológicas resultó en 

un aumento diferencial de la proliferación en comparación a los tratamientos con hormonas 

individuales en las 3 líneas de cáncer de tiroides estudiadas. 
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Figura 14:  Proliferación inducida por hormonas tiroideas en células de cáncer de tiroides. Las células 

TPC-1, WRO y 8505C fueron crecidas en ausencia de SFB y luego incubadas con 1nM T3, 100nM T4, o una 

combinación de ambas por 48h. Mediante ensayo de Cell Titer Blue, se determinó el número de células vivas con 

cada tratamiento. Se utilizó el kit comercial (Promega) tal como lo indica el fabricante. Se muestra la media ± 

SD. ****p<0.0001 respecto al control, **p<0.001 respecto al control.  

 

Varias evidencias sostienen que la inhibición del mTR ocasiona la disminución de varios 

procesos promotores del crecimiento tumoral en distintos tipos de cáncer (Sudha et al., 2017). 

Con el fin de confirmar si el mTR se encuentra involucrado en la proliferación observada en 

los resultados anteriores, tratamos a las células 8505C con concentraciones crecientes de 

Cilengitide, en presencia o ausencia de HTs. Este compuesto es un péptido cíclico que 

contiene la secuencia RGD, y que actúa como inhibidor de la integrina αvβ3 (Mas-Moruno et 

al., 2010). El Cilengitide es el primer antagonista de la integrina αvβ3 en llegar a ensayos 

clínicos, principalmente para glioblastoma, pero también para otros tumores sólidos (Reardon 

et al., 2008; Tabatabai et al., 2010; Haddad et al., 2017). Estudios realizados en nuestro 

laboratorio demuestran un aumento en la proliferación y angiogénesis inducidos por HTs y a 

través de la integrina αvβ3 en linfoma de células T.  Consecuentemente, el tratamiento con 

Cilengitide disminuye estos efectos (Cayrol et al., 2015; Díaz Flaqué et al., 2019). En la 

misma línea, observamos resultados similares en la Figura 15, evidenciando que el aumento en 

la proliferación por tratamiento con HTs es inhibido en forma dependiente de la concentración 

de Cilengitide. 
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Figura 15: Participación de la integrina αvβ3 en la proliferación inducida por hormonas tiroideas. Las 

células 8505C fueron crecidas en ausencia de SFB y luego pretratadas o no (Ctrol) con concentraciones crecientes 

de Cilengitide (Cile) y luego incubadas con 1 nM T3 y 100 nM T4 en combinación (concentraciones fisiológicas) 

(TH) por 48 h. Mediante ensayo de Cell Titer Blue, se determinó el número de células vivas con cada tratamiento. 

Se utilizó el kit comercial (Promega) tal como indica el fabricante. Se muestra la media ± SD. a: p < 0,0001 

respecto al control, b: p < 0,001 respecto a TH, c: p < 0,0001 respecto a TH. 

 

5.5 PKC participa en los efectos proliferativos de las TSH y hormonas tiroideas en 

células de cáncer de tiroides 

Previamente, nuestro grupo describió que las HTs en concentraciones fisiológicas 

desencadenan programas proliferativos a través de los receptores nucleares de las HTs (TRs, 

del inglés Thyroid hormone Receptor) y el mTR en células de linfoma de células T (Cayrol et 

al., 2015; Díaz Flaqué et al., 2019). Además, vimos que PKCζ transloca a la membrana 

plasmática en la respuesta proliferativa inducida por las HTs a través del mTR (Barreiro Arcos 

et al., 2006), resultando en la fosforilación de la quinasa regulada por señal extracelular 1/2 

(ERK1/2, del inglés Extracellular signal Regulated Kinase) y la activación del factor nuclear 

potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-κB, del inglés Nuclear 

Factor Kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) (Barreiro Arcos et al., 2011; Díaz 
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Flaqué et al., 2019; Cayrol et al., 2015) como mencionamos en los antecedentes. Ambos 

programas, los iniciados por las HTs a través de su receptor nuclear como a través del mTR, 

favorecen la supervivencia y proliferación de células de linfoma T, contribuyendo al fenotipo 

tumoral. A su vez, otros grupos han descrito que PKC participa en la progresión tumoral 

inducida por TSH en cáncer de tiroides (Hoffmann et al., 2004). 

 

 

Figura 16: Participación de PKC en la proliferación inducida por la hormona estimulante de la tiroides y 

hormonas tiroideas. Las células TPC-1 fueron crecidas en ausencia de SFB y luego pretratadas o no (ctrol) con 

5 μM GF109203X o 1 μM Staurosporina y luego incubadas con 10 mIU/ml TSH o 1 nM T3 y 100 nM T4 en 

combinación (concentraciones fisiológicas) por 48 h. Mediante ensayo de Cell Titer Blue, se determinó el número 

de células vivas con cada tratamiento. Se utilizó el kit comercial (Promega) tal como indica el fabricante. Se 

muestra la media ± SD. *p<0.001 respecto al control, #p<0.001 respecto a TSH, § p<0.001 respecto a las células 

tratadas con T3/T4. 
 

En este trabajo, demostramos que las HTs inducen la proliferación de células de cáncer de 

tiroides a través de su receptor de membrana (Fig.15). Para estudiar la participación de PKC 

en la proliferación inducida por las HTs y TSH, realizamos ensayos de Cell Titer Blue en 

presencia de los inhibidores Staurosporina (St) y GF109203X (GF) con concentraciones 

fisiológicas de HTs por 48 h (Fig.16). La St es un alcaloide capaz de inhibir a PKC con una 

alta afinidad (Ōmura et al., 2018) mientras que GF es un inhibidor específico de PKC que, 
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dependiendo de la concentración usada, inhibe selectivamente a las isoformas clásicas, nuevas 

o atípicas (Toullec et al., 1991). La concentración utilizada de GF en estos ensayos es 

inhibitoria de las cPKCs y es comúnmente utilizada en la bibliografía para los estudios de 

estas isoformas (Lønne et al., 2010; Detjen et al., 2000; Abera y Kazanietz, 2015; Cooke et 

al., 2018; 2019; Llorens et al., 2019). Comparamos los efectos observados al tratar con HTs o 

TSH en presencia y ausencia de los inhibidores. Observamos que efectivamente, la TSH 

induce proliferación y que dicha proliferación, así como la inducida por HTs disminuye 

significativamente en las células en las que se inhibió a PKC con ambos agentes (Fig.16). 
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Figura 17: Participación de PKC en la proliferación inducida por hormonas tiroideas. Las células WRO 

fueron crecidas en ausencia de SFB y luego pretratadas o no (ctrol) con 5 μM GF109203X y luego incubadas con 

1 nM T3 y 100 nM T4 en combinación (concentraciones fisiológicas) por 24 h. Mediante ensayo de Cell Titer 

Blue, se determinó el número de células vivas con cada tratamiento. Se utilizó el kit comercial (Promega) tal 

como indica el fabricante. Se muestra la media ± SD. ****p<0.0001 respecto al control, ###p<0.001 respecto a la 

combinación T3 y T4. 
 

Habiendo observado las propiedades proliferativas de las HTs y TSH en la línea TPC-1, 

evaluamos el efecto de la inhibición de PKC en la línea WRO en presencia de HTs. Para esto, 

las células fueron tratadas con concentraciones fisiológicas de HTs por separado, en conjunto 

y en combinación con GF. Como se puede observar en la Figura 17, los resultados obtenidos 

fueron similares a los descriptos para la línea TPC-1. En base a estos resultados, podemos 
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decir que los efectos proliferativos inducidos por la combinación de HTs disminuyen 

significativamente al inhibir a PKC, demostrando su participación en dicho proceso.  

5.6 PKCα participa en la proliferación inducida por TSH y hormonas tiroideas en células 

de cáncer de tiroides 

 

 

Figura 18: Participación de PKCα en la proliferación inducida por hormonas tiroideas en células de cáncer 

de tiroides. Las células TPC-1 fueron transfectadas con ARN de interferencia (siRNA) para una secuencia 

irrelevante non target (NT) o con una para PKCα. Luego fueron crecidas en ausencia de SFB y posteriormente 

fueron tratadas por 48 h con 10 mIU/ml TSH, 1nM T3 en combinación con 100 nM T4 (concentraciones 

fisiológicas) o permanecieron sin tratar (control). Mediante ensayo de Cell Titer Blue, se determinó el número de 

células vivas con cada tratamiento. Se utilizó el kit comercial (Promega) tal como indica el fabricante. Se muestra 

la media ± SD. *p<0.001 respecto al control, #p<0.001 respecto a TSH y § p<0.001 respecto a las células tratadas 

con T3/T4. Panel superior. Las células TPC-1 fueron transfectadas con siRNa NT o si RNA PKCα. A partir de 

estas células, se obtuvieron las proteínas totales, se evaluaron los niveles proteicos de la proteína PKCα por 

Western blot. La β-tubulina fue utilizada como control de carga. 
 

Previamente observamos la participación de PKC en la proliferación inducida tanto por las 

HTs como por la TSH. Para evaluar la participación específica de PKCα en la proliferación de 

las células TPC-1 tratadas con hormonas, se realizaron ensayos de silenciamiento con siRNA 
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específico contra PKCα. Esto ocasionó una disminución significativa de la proliferación tanto 

en la proliferación inducida por HTs como por TSH (Fig. 18). 

5.7 Participación de PKCα en la proliferación y apoptosis inducidas por hormonas 

Para estudiar la relación entre la expresión de PKCα en la proliferación y apoptosis 

inducidas por HTs y TSH, evaluamos el efecto de la inhibición de PKCα en los niveles 

proteicos de PCNA y de caspasa 3 clivada. El antígeno nuclear de células en proliferación 

(PCNA, del inglés Proliferating Cell Nuclear Antigen) es una proteína que participa en la 

replicación y el mantenimiento genómico. PCNA se encuentra preferencialmente expresada en 

células en división y en células transformadas, y es comúnmente utilizada como marcador de 

la proliferación celular (Boehm et al., 2017; Wang, 2014). Particularmente en cáncer de 

tiroides, se reportó una correlación de la expresión de PCNA con el diámetro tumoral, 

calcificación y flujo sanguíneo, así como con el estadío tumoral (Yang et al., 2019). Las 

caspasas son un grupo de proteasas que llevan a cabo la muerte celular programada o 

apoptosis (Boice y Bouchier-Hayes, 2020), siendo la evasión de este proceso considerada una 

de las características principales del cáncer (Hanahan y Weinberg, 2000). Las caspasas se 

encuentran divididas en iniciadoras, aquellas que son activadas en respuesta a las señales que 

inician la apoptosis, y efectoras, que participan en la fase de demolición. Caspasa 3 es una 

efectora de la apoptosis, que al ser clivada se vuelve activa (Boice y Bouchier-Hayes, 2020). 

En la Figura 19, podemos observar que la inhibición de PKCα lleva a la disminución de la 

expresión de PNCA mientras que los niveles de expresión de la caspasa 3 clivada aumentan, 

indicando un descenso en la proliferación y un aumento en la muerte celular. 

Con el objetivo de dilucidar los mecanismos que llevan a la proliferación inducida por 

hormonas mediada por PKCα en cáncer de tiroides, evaluamos la activación de timoma de la 

sepa murina AKR (AKT, del inglés AKR mouse strain Thymoma) y de los fragmentos de 42 y 

44 kiloDaltons de la proteína quinasa activada por mitógeno (p42/p44 MAPK, del inglés 42 

and 44kDa protein of the Mytogen Activated Protein Kinase). El tratamiento con HTs y TSH 

por 5 min indujo la fosforilación de AKT en la Serina 473 y de p42/p44 MAPK en la treonina 

202 y tirosina 204 por Western blot en las células TPC-1 (Fig.20), implicando claramente la 

participación de PKCα en esta vía. 

 



        MECANISMOS MOLECULARES DE ACCIÓN DE PKC ALFA EN CÁNCER DE TIROIDES 

  Campos Haedo, Mateo Nicolás 

Página 50 de 85 

 

Figura 19: Participación de PKCα en la proliferación y apoptosis inducidas por hormonas. Las células 

TPC-1 fueron transfectadas con ARN de interferencia (siRNA) para una secuencia irrelevante non target (NT) o 

con una para PKCα. Luego fueron crecidas en ausencia de SFB y posteriormente fueron tratadas por 48 h con 

1nM T3 en combinación con 100 nM T4, 10 mIU/ml TSH (concentraciones fisiológicas), o permanecieron sin 

tratar (control). Los niveles de PCNA y caspasa 3 clivada fueron determinados por Western blot. β-tubulina fue 

utilizada como control de carga. Se obtuvieron resultados similares en 3 experimentos independientes. 

 

Si bien hace falta estudiar en mayor profundidad algunos aspectos, nuestros resultados 

apuntan a que la participación de PKCα en las vías de señalización de las HTs a través de la 

integrina αvβ3 y de TSH a través del TSHR confirieren ventajas sobre la proliferación y la 

supervivencia de células de cáncer de tiroides, así como en la inhibición de la apoptosis. Dada 

su participación en estas vías y sus efectores río abajo, PKCα podría actuar como biomarcador 

pronóstico para la agresividad del cáncer de tiroides. En línea con lo anterior, la inhibición de 

PKCα podría contribuir a una mejor respuesta a los tratamientos en pacientes con cáncer de 

tiroides. 
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Figura 20: Participación de PKCα en la activación de vías de señalización inducidas por hormonas. Las 

células TPC-1 fueron transfectadas con ARN de interferencia (siRNA) para una secuencia irrelevante non target 

(NT) o con una para PKCα. Luego fueron crecidas en ausencia de SFB y posteriormente fueron tratadas por 10 

min con 1nM T3 en combinación con 100 nM T4, 10 mIU/ml TSH (concentraciones fisiológicas) o 

permanecieron sin tratar (control). Se muestran niveles de fosforilación de AKT y p42/044MAPK por Western 

blot. β-tubulina fue utilizada como control de carga. Se obtuvieron resultados similares en 3 experimentos 

independientes. 
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6 Discusión de resultados 

El cáncer de tiroides afecta a una fracción importante de la población mundial y su 

incidencia ha venido aumentado significativamente de manera constante en las últimas 

décadas tanto en la Argentina como en el resto del mundo. Cuando el diagnóstico es temprano 

y el tumor es catalogado como bien diferenciado, esta enfermedad tiene un buen pronóstico. 

Sin embargo, cuando el diagnóstico encuentra una enfermedad pobremente diferenciada, la 

esperanza de vida decrece significativamente. El cáncer de tiroides anaplásico (ATC, del 

inglés Anaplastic Thyroid Cancer) es el tumor de tiroides más agresivo y de peor evolución, 

representa una de las neoplasias malignas más agresivas en humanos con un pobre pronóstico, 

una tasa de mortalidad mayor al 90% y una media de supervivencia de 6 meses luego del 

diagnóstico. Los tratamientos actuales para el cáncer de tiroides en estadíos avanzados son 

poco eficaces debido principalmente a la generación de resistencia y la reincidencia, además 

de ser altamente nocivos para el paciente. Por este motivo, es imperativo generar avances en el 

desarrollo de nuevas estrategias diagnósticas y terapéuticas para esta enfermedad. 

En este trabajo hemos evaluado la participación de la proteína quinasa Cα (PKCα, del 

inglés Protein Kinase Cα) en la proliferación inducida por la hormona estimulante de la 

tiroides (TSH, del inglés Thyroid Stimulating Hormone) y las hormonas tiroideas (HTs) en 

varias líneas celulares de cáncer de tiroides. Nuestro objetivo fue dilucidar si esta proteína 

confiere una ventaja sobre el crecimiento tumoral. Para esto, estudiamos la respuesta de las 

células tratadas con TSH o HTs en concentraciones fisiológicas al tratamiento con inhibidores 

pan-PKC y al silenciamiento con ARN de interferencia (siRNA, del inglés short interfering 

RiboNucleic Acid) contra PKCα. Observamos que al inhibir a PKC con fármacos específicos, 

la proliferación de las líneas celulares utilizadas inducida por las hormonas mencionadas 

disminuye. Esta disminución es aún más pronunciada cuando se silencia a PKCα con siRNA 

específicos, indicando la importancia de esta isoenzima en particular. Luego, evaluamos la 

expresión de diversas proteínas participantes en vías de señalización involucradas en 

proliferación y apoptosis, observando un aumento en la activación de timoma de la sepa 

murina AKR (AKT, del inglés AKR mouse strain Thymoma) y la quinasa regulada por señal 

extracelular 1/2 (ERK1/2, del inglés Extracellular signal Regulated Kinase), y un aumento de 

la expresión del antígeno nuclear de células en proliferación (PCNA, del inglés Proliferating 
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Cell Nuclear Antigen) y la disminución de los niveles de caspasa 3 clivada. Esto nos permite 

plantearnos la posibilidad de que PKCα actúe como marcador de mal pronóstico, así como 

blanco terapéutico para esta patología. 

En primer lugar, encontramos que de un panel de 6 isoformas de la familia PKC (α, β2, γ, 

δ, ε y ζ), 3 (α, ε y ζ) están sobreexpresadas en las líneas de cáncer de tiroides al comparar con 

células inmortalizadas no tumorales (Fig. 11). La sobreexpresión de PKCα fue descrita en 

cáncer de pulmón y glioma de alto grado, cáncer de mama y melanoma, entre otros 

(Mahapatra et al., 2019; Clark et al., 2003; Lahn et al., 2004; Mandil et al., 2001) y se asocia 

generalmente a la resistencia a terapias y a la proliferación exacerbada de las células tumorales 

(Abera y Kazanietz, 2015; Gupta et al., 1996). La inhibición de PKCα en estos tipos de cáncer 

tiene un efecto antitumoral (Kang, 2014; Michie & Nakagawa, 2005). En base a esta 

información y a que PKCα se encuentra sobreexpresada en la mayoría de las líneas de cáncer 

de tiroides utilizadas, decidimos continuar con el estudio de esta isoforma. En el pasado se han 

realizado algunos trabajos para estudiar la actividad de PKC en cáncer de tiroides, tanto en 

general como isoforma específicos (KOBAYASHI et al., 1993; Zhang et al., 2014; Koike et 

al., 2006), sin embargo, la relación entre PKCα y el cáncer de tiroides no ha sido ampliamente 

explorada. 

Además, en este trabajo corroboramos la expresión de los receptores de TSH y HTs a 

través de diferentes metodologías. Observamos que todas las líneas utilizadas expresan en 

mayor o menor medida tanto el TSHR (Fig. 12) como los receptores nucleares (TRs, del inglés 

Thyroid hormone Receptor) y de membrana de las HTs (mTR) (Fig. 13). La expresión de estas 

proteínas es esencial para el estudio de la señalización iniciada por la TSH y las HTs. Tanto 

los receptores nucleares de hormonas tiroideas TRs como el mTR se encuentran ampliamente 

descriptos en la literatura con diferentes roles en distintos tipos de cáncer, sin embargo, con 

una clara tendencia a la proliferación, migración y evasión de la apoptosis (Krashin et al., 

2019), siendo esto concordante con los estudios previamente desarrollados en nuestro 

laboratorio con respecto al mTR en linfoma de células T (Cayrol et al., 2015; Díaz Flaqué et 

al., 2019). Nuestros resultados coinciden con la bibliografía en cuanto a la expresión de la 

integrina αvβ3 (Hoffmann et al., 2005), y la expresión o sobreexpresión de TRs, que se 

encuentra reportada en la amplia mayoría de tumores tiroideos (Hernandez et al., 2021). 
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Por otra parte, La expresión del TSHR ha sido descrita en otros tipos de cáncer, como 

melanoma (Ellerhorst et al., 2006), cáncer de ovario y carcinoma hepatocelular, y fue 

postulado como biomarcador de mal pronóstico debido a la actividad de TSH como factor de 

crecimiento en estas patologías (Chu y Yeh, 2020). La expresión del TSHR se encuentra 

descripta especialmente en cánceres de tiroides diferenciados, donde es altamente funcional, 

mientras que en ATC, hay reportes de una menor expresión, aunque con algunas discrepancias 

en la bibliografía (Chen et al., 2000; Friedman et al., 2009; Sheils & Sweeney, 1999). En un 

estudio reciente, su sobreexpresión se encontró en más del 50% de los cánceres de tiroides, 

tanto en general como relativo al tejido no tumoral del mismo paciente (Hernandez et al., 

2021). El TSHR es requerido para la respuesta a TSH, que es necesaria para la expresión de 

varios marcadores de diferenciación, como tiroperoxidasa (TPO), tiroglobulina (Tg), 

transportador de sodio ioduro (NIS, del inglés Na+-I- Symporter), entre otros. Sin embargo, la 

expresión de esta proteína especialmente en ATC no se correlaciona con la expresión de 

marcadores de diferenciación (García-Jiménez y Santisteban, 2007). Se ha descrito también la 

participación de este receptor en la expresión y secreción del factor de crecimiento vascular 

endotelial (VEGF, del inglés Vascular Endothelial Growth Factor) en células de cáncer de 

tiroides mediante la actividad de PKC, como respuesta a TSH a concentraciones fisiológicas 

(Hoffmann et al., 2004). Si bien otros grupos han reportado la ausencia del TSHR en algunas 

de las líneas utilizadas (van Staveren et al., 2007; Rowe et al., 2017), observamos no sólo su 

expresión en estas líneas, sino que además en los resultados posteriores se evidenció la 

respuesta a TSH. 

Una vez que describimos la presencia de los receptores de las hormonas en las líneas de 

tiroides, estudiamos la proliferación inducida por las HTs en las líneas TPC-1, WRO y 8505C 

(Fig. 14). Vimos que el tratamiento con HTs lleva a un aumento significativo de la 

proliferación en las tres líneas celulares evaluadas, especialmente al tratar con la combinación 

de ambas hormonas en las concentraciones fisiológicas tal como se encuentran en circulación. 

En particular en la línea 8505C, observamos que estos efectos son inhibidos de forma 

dependiente de la concentración al tratar con Cilengitide (Fig. 15), llevando a una disminución 

significativa de la proliferación mediada por las HTs. Este agente posee actividad antagonista 

sub-nanomolar para la integrina αvβ3, y ha demostrado buenos resultados en el tratamiento de 
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cáncer tanto en ensayos clínicos por otros grupos (Tabatabai et al., 2010), como a nivel pre-

clínico en nuestro laboratorio (Cayrol et al., 2015). Si bien hay una parte de los efectos que no 

se explican por esta vía, las células de cáncer de tiroides parecerían proliferar principalmente 

mediante la unión de las HTs a su mTR, y posiblemente en menor medida debido a 

mecanismos genómicos de las HTs. Este razonamiento coincide con trabajos previos de 

nuestro grupo, donde los mecanismos no genómicos iniciados en el mTR son complementados 

por una activación de los mecanismos genómicos, resultando en la modificación de la 

expresión génica y un aumento de la proliferación (Barreiro Arcos et al., 2011). 

La integrina αvβ3 está especialmente relacionada con los efectos pro-tumorales de las HTs, 

como la angiogénesis y la proliferación (Davis et al., 2011). En este trabajo, evidenciamos que 

el tratamiento con Cilengitide disminuye la proliferación tumoral inducida por las HTs, 

coincidiendo esto con los hallazgos de Lin et al, donde se describe que la inhibición 

farmacológica de esta proteína en células de cáncer de tiroides disminuye la proliferación 

mediada por la vía de las quinasas activadas por mitógeno (MAPK, del inglés Mitogen 

Activated Protein Kinase) y sensibiliza a la apoptosis (Lin et al., 2007). 

Una vez observada la expresión de PKCα y los efectos de las HTs en las células de 

tiroides, analizamos la participación de PKC en la proliferación por TSH y HTs. Al inhibir a 

PKC mediante dos drogas distintas, Staurosporina (St) y GF109203X (GF) (Fig. 16 y 17), 

vimos una disminución de la proliferación causada tanto por TSH como por las HTs. A 

diferencia de la St, el GF es capaz de inhibir selectivamente a las subfamilias de PKC en 

función de la concentración utilizada. En base a esto, decidimos utilizar la concentración 

reportada en la bibliografía para inhibir selectivamente a las cPKC (Lønne et al., 2010; Detjen 

et al., 2000; Abera y Kazanietz, 2015; Cooke et al., 2018; 2019; Llorens et al., 2019). Esto 

sugiere que los efectos proliferativos de estas hormonas se encuentran mediados por isoformas 

de la familia PKC, y en base a lo observado con GF, habría una mayor participación de 

isoformas clásicas por sobre el resto. A su vez, PKCα parece ser la isoforma clásica con mayor 

expresión en nuestras células, por lo que los efectos inhibitorios sobre las cPKC estarían 

representando principalmente la inhibición de esta proteína. Previamente, nuestro grupo 

demostró que la inhibición de PKCζ lleva a una disminución de la proliferación inducida por 

HTs en linfoma de células T (Barreiro Arcos et al., 2011). En forma coincidente con nuestros 
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resultados, la activación de PKC por TSH a través de su receptor se encuentra ya reportada por 

varios autores, sin embargo, pocos estudios se enfocan en la repercusión de esta vía de 

señalización en cáncer de tiroides. Si bien en el tejido sano parecen requerirse concentraciones 

de TSH superiores a las fisiológicas para activar a la fosfolipasa C (PLC, del PhosphoLipase 

C) (Rivas y Santisteban, 2003), los resultados podrían deberse a una diferencia en la 

preferencia de vías de señalización en células tumorales. En el tejido tiroideo sano, las células 

responden a TSH activando principalmente la vía de la proteína quinasa A (PKA, del inglés 

Protein Kinase A), resultando en la proliferación y diferenciación (Laurent et al., 1987; Rivas 

y Santisteban, 2003). La vía de señalización PLC/PKC está asociada a la proliferación y 

desdiferenciación del tejido tiroideo, por lo que las células tumorales que responden a TSH 

podrían activar esta vía de forma preferencial. Este razonamiento fue previamente reportado 

para células de cáncer de tiroides folicular (FTC, del inglés Follicular Thyroid Cancer) 

(Hoelting et al., 1993). Por otra parte, la participación de PKC en las vías desencadenadas por 

las HTs en la membrana plasmática ha sido previamente descrita en distintos tejidos, tanto por 

nuestro grupo (Barreiro Arcos et al., 2011; Cayrol et al., 2015; Díaz Flaqué et al., 2019) , 

como por otros (Gnoni et al., 2012; Davis et al., 2006). Sin embargo, esto no había sido 

demostrado previamente en células de cáncer de tiroides, por lo por lo que nuestros resultados 

resaltan por primera vez la importancia de esta vía intracelular en la patología del cáncer 

tiroideo. 

Es importante entender que al estudiar a las PKC en conjunto observamos la sumatoria de 

los efectos individuales de cada una, por lo que es necesario un enfoque más específico para 

determinar el rol de las isoformas implicadas. Si bien este trabajo se enfoca en la participación 

de PKCα, hace falta determinar si otras isoformas podrían ser responsables de la diferencia 

observada al tratar con St, siendo éste un enfoque más inespecífico, donde posiblemente 

algunas PKC, también sean inhibidas. En este sentido, la participación de PKCζ en la 

proliferación de células de tiroides ha sido reportada previamente (Fernandez et al., 2000). 

Más aún, un estudio de la expresión de las 10 isoformas de PKC proporcionaría una imagen 

más completa de la posible contribución de cada una, siendo que en este trabajo no se 

midieron los niveles de PKCβ1, θ, η ni ι. 
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Una vez observada la participación de PKC en estos efectos, optamos por una estrategia de 

bloqueo isoforma-específico para ver la contribución particular de PKCα a estos resultados. Al 

silenciar a PKCα con siRNA específicos, la proliferación inducida tanto por TSH como por 

HTs disminuyó significativamente, llegando a niveles similares a los de las células 

transfectadas con siRNA con una secuencia control (Fig. 18). Esto denota una gran influencia 

de PKCα en la proliferación inducida por ambas hormonas. En base a este resultado podemos 

interpretar que la contribución individual de esta isoenzima parece ser responsable en gran 

medida de los efectos proliferativos inhibidos con los enfoques anteriores. La participación de 

esta isoforma en la proliferación mediada por TSH o HTs no había sido previamente 

estudiada. Además, la inhibición de PKCα en células de cáncer de tiroides ha sido descrita en 

una sola ocasión, mostrando una disminución de la proliferación que ha sido observada en el 

marco de la vía desencadenada por VEGF (Bergelin et al., 2010).  

Previamente, se mencionó que no se han realizado antes ensayos clínicos con fármacos 

contra PKCα en cáncer de tiroides. En este contexto, los resultados reportados respaldan la 

factibilidad de abordajes terapéuticos contra esta proteína. Como se mencionó en los 

antecedentes, el uso de los inhibidores de PKCα en ensayos clínicos tiene como desventaja la 

necesidad de usar concentraciones elevadas para observar un beneficio terapéutico, a costa de 

una alta toxicidad. Para superar esta dificultad común en fármacos dirigidos a intermediarios 

de vías de señalización en cáncer, la combinación con otras drogas permitiría el uso de dosis 

más bajas, beneficiándose así de la sinergia entre ambas drogas y evitando los percances de la 

alta toxicidad (Bhatia et al., 2020; Al-Lazikani et al., 2012). 

A fin de entender mejor los mecanismos moleculares involucrados, estudiamos la 

activación de las vías de ERK1/2 y AKT (Fig. 19), así como caspasa 3 y PCNA (Fig. 20). La 

inhibición de PKCα llevó a una mayor apoptosis independientemente de la presencia de TSH o 

HTs, evidenciado por el aumento en los niveles de expresión de caspasa 3 clivada. A su vez, 

vimos que el tratamiento con TSH o HTs lleva a un aumento pronunciado de los niveles de 

PCNA, asociados a una mayor proliferación, siendo esto concordante con nuestros resultados 

anteriores. Al silenciar PKCα, vimos un descenso en la proliferación inducida por dichas 

hormonas, siendo una respuesta parcial en las células tratadas con TSH, y volviendo a los 

niveles del control en aquellas tratadas con HTs. La expresión de estas proteínas fue medida a 
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tiempos largos, por lo que estos resultados pueden ser interpretados como los efectos 

biológicos de las hormonas en presencia y ausencia de PKCα. A fin de entender las vías de 

señalización que desencadenan estos efectos, estudiamos la activación de ERK1/2 y AKT en 

respuesta a los estímulos con TSH y HTs. Ambos estímulos resultaron en la activación de las 

dos vías de señalización, si bien la activación de AKT fue más pronunciada que la de ERK1/2. 

En las células a las que se inhibió a PKCα, se observó, al igual que con PCNA, una 

disminución de los niveles de AKT y ERK1/2 fosforilados, respondiendo parcialmente en 

presencia de TSH y volviendo a los niveles del control en presencia de HTs. AKT y ERK1/2 

fueron medidas a tiempos cortos, permitiendo entonces asociar los cambios observados a la 

transducción de señales en respuesta a las hormonas a través de PKCα. Las diferencias 

observadas en el tratamiento con TSH podrían deberse a la participación de otras proteínas 

activadas río debajo de TSHR y río arriba de las proteínas estudiadas además de PKCα. Estas 

podrían ser otras isoformas de PKC, o bien intermediarias de otras vías de señalización. La 

TSH activa a través del TSHR además de la vía de PKC, la vía de PKA y la vía de 

fosfoinositol 3-quinasa (PI3K, del inglés Phosphatidyl Inositol 3-Kinase) (Chu y Yeh, 2020), 

por lo que estas vías podrían participar en la proliferación no explicada exclusivamente por 

PKCα. Si bien en este estudio nos enfocamos en PKCα, como se mencionó previamente, 

algunos de los efectos proliferativos observados podrían deberse a la participación de otras 

isoformas no estudiadas en esta ocasión. Hacen falta esfuerzos en dilucidar el rol de otras 

isoformas, como es el caso de PKCζ. La expresión de esta isoforma también se encontró 

aumentada en el presente trabajo y se ha reportado su actividad proliferativa in vitro en células 

de tiroides (Fernandez et al., 2000). Los presentes hallazgos indican que PKCα tiene una 

participación preponderante en la tumorigénesis tiroidea, por lo que constituye un blanco 

terapéutico prometedor. Sería necesario un estudio más completo de estas vías de señalización, 

haciendo hincapié en las mutaciones características del cáncer de tiroides, como lo son 

homologo B de fibrosarcoma rápidamente aceleradoV600E (BRAFV600E, del inglés B-homolog of 

Rapidly Accelerated Fibrosarcoma), los rearreglos del gen rearreglado durante transfección 

(RET, del inglés REarranged during Transfection)/PTC y las miembros de la familia sarcoma 

de rata (RAS, del inglés RAt Sarcoma) (Prete et al., 2020). En particular, BRAFV600E es la 

segunda mutación más prevalente observada en cáncer de tiroides en las últimas décadas 
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(Cabanillas et al., 2019; Xing, 2005; Oakley et al., 2014), y ha sido asociada a la invasión 

extratiroidea, estadío tumoral avanzado, metástasis a distancia y recurrencia (Xing, 2005; 

Lazzara et al., 2019). Sin embargo, los intentos de tratar a BRAFV600E en cáncer de tiroides no 

han sido exitosos (Crispo et al., 2019; Wang et al., 2020). Por otra parte, PKCα se ha visto 

implicada en las vías de transducción de resistencia a BRAFV600E en melanoma (Parker et al., 

2015). Por lo tanto, la inhibición de PKCα podría ser una estrategia eficaz para superar la 

generación de resistencia a inhibidores de BRAFV600E en cáncer de tiroides.  
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7 Conclusiones 

En este trabajo, estudiamos la participación de la proteína quinasa C alfa (PKCα, del inglés 

Protein Kinase Cα) en los efectos inducidos por la hormona estimulante de la tiroides (TSH, 

del inglés Thyroid Stimulating Hormone) y las hormonas tiroideas (HTs) en células de cáncer 

de tiroides, así como los mecanismos implicados en la transducción de señales que lleva a 

estos efectos. Los principales hallazgos del trabajo nos permiten concluir que: 

7.1 PKCα se encuentra sobreexpresada en cáncer de tiroides 

De un panel de distintas isoformas de PKC en líneas celulares de tiroides, observamos una 

diferencia significativa entre los niveles de expresión de PKCα y las demás PKC estudiadas, y 

entre los niveles de PKCα en células de cáncer de tiroides de distintos estadíos en comparación 

con células inmortalizadas no tumorales.  

7.2 PKCα participa en la proliferación inducida por TSH en células de PTC 

Una vez identificada la expresión del receptor de TSH (TSHR, del inglés TSH Receptor) 

en las líneas celulares utilizadas, observamos que el tratamiento con TSH induce la 

proliferación de células de cáncer de tiroides papilar. Estos efectos fueron inhibidos 

significativamente por el tratamiento con ácido ribonucleico de interferencia (siRNA, del 

inglés small interference RiboNucleic Acid) contra PKCα, implicándose a esta proteína como 

partícipe en los efectos observados. 

7.3 PKCα participa en la proliferación inducida por hormonas tiroideas a través de su 

receptor de membrana en la integrina αvβ3 en células de ATC 

Luego de identificar la expresión de los receptores nucleares de HTs (TRs, del inglés 

Thyroid hormone Receptor) y el receptor de membrana (mTR) en las líneas celulares 

estudiadas, vimos que el tratamiento con el inhibidor de la integrina αvβ3, el Cilengitide, 

modula negativamente la proliferación inducida por HTs. Esto nos permite estimar la 

importante participación de las vías de señalización desencadenadas a partir de este receptor 

en la proliferación mediada por las HTs. A su vez, el tratamiento con siRNA contra PKCα 

también fue capaz de inhibir en gran medida los efectos proliferativos de las HTs. Si bien el 
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tratamiento con inhibidores pan-PKC también tuvo un efecto inhibitorio de la proliferación por 

HTs, este fue menor. Estos resultados apoyan la idea de que es necesario un enfoque isoforma 

específico. 

7.4 La proliferación mediada por PKCα en respuesta a TSH y HTs ocurre a través de las 

vías de ERK y AKT, resultando en el aumento de la expresión de PCNA y aumento 

de la apoptosis. 

El tratamiento con TSH y HTs por tiempos cortos en células a las que se les ha inhibido 

PKCα resulta en una disminución de los niveles de la quinasa regulada por señal extracelular 

1/2 (ERK1/2, del inglés Extracellular signal Regulated Kinase1/2) y timoma de la cepa 

murina AKR (AKT, del inglés AKR mouse strain Thymoma) fosforilados. A tiempos largos, el 

silenciamiento de PKCα también resultó en una disminución de los niveles del marcador de 

proliferación antígeno nuclear de células en proliferación (PCNA, del inglés Proliferating Cell 

Nuclear Antigen) en células de PTC tratadas con ambas hormonas. Por otra parte, si bien de 

manera independiente de los estímulos hormonales, el silenciamiento de PKCα también 

resultó en el aumento de caspasa 3 clivada, indicando un aumento de la apoptosis y 

demostrando así su participación en la evasión a la apoptosis.  
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Figura 21: Mecanismos propuestos para los efectos de la TSH y las HTs mediados por PKCα en células 

de cáncer de tiroides (FT: factor de transcripción). 

 

Por lo tanto, podemos inferir que la proliferación inducida por TSH y por HTs a través de 

PKCα, activa las vías de ERK1/2 y AKT resultando en un aumento de los niveles de expresión 

de PCNA (Fig.21). 

Finalmente, podemos concluir que la sobreexpresión de PKCα confiere una ventaja sobre 

el crecimiento tumoral en cáncer de tiroides. Por lo tanto, esta proteína podría actuar como un 

potencial biomarcador o blanco terapéutico en esta neoplasia.  
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