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“A veces sentimos que lo que hacemos es tan solo una gota en el mar,

pero el mar seria menos si le faltara una gota”

Madre Teresa de Calcuta (1910-1997)



NATURALEZA DE LOS NIDOS SOLIDOS DEL
TEJIDO TIROIDEO TESIS DOCTORAL

Diia. Maria Dolores Martinez de Olcoz Cerdan

DON HUGO GALERA RUIZ, PROFESOR TITULAR DE OTORRINOLARINGOLOGIA
DE LA FACULTAD DE MEDICINA DE LA UNIVERSIDAD DE SEVILLA.

CERTIFICA:

Que bajo su direccion ha sido realizado el trabajo titulado: “NATURALEZA
DE LOS NIDOS SOLIDOS DEL TEJIDO TIROIDEO”, por Dofia MARIA DOLORES
MARTINEZ DE OLCOZ CERDAN, para optar al Grado de Doctor en Medicina
y Cirugia.

Revisado el presente trabajo, queda conforme con su presentacion para ser

juzgado.

Y para que asi conste, expide el presente certificado en Sevilla, a veintiuno

de Mayo de dos mil doce.

Fdo.: Prof. Dr. Hugo Galera Ruiz



NATURALEZA DE LOS NIDOS SOLIDOS DEL
TEJIDO TIROIDEO TESIS DOCTORAL

Diia. Maria Dolores Martinez de Olcoz Cerdan

DONA MARIA JOSE RiOS MORENO, DOCTORA EN MEDICINA Y CIRUGIA Y
PROFRA. ASOCIADA DEL DPTO. DE CITOLOGIA E HISTOLOGIA NORMAL Y
PATOLOGICA DE LA FACULTAD DE MEDICINA DE LA UNIVERSIDAD DE SEVILLA.

CERTIFICA:

Que bajo su direccion, ha sido realizado el trabajo de investigacion titulado:
“NATURALEZA DE LOS NIDOS SOLIDOS DEL TEJIDO TIROIDEO", por Dofa
MARIA DOLORES MARTINEZ DE OLCOZ CERDAN, para optar al Grado de

Doctor en Medicina y Cirugia.

Revisado el presente trabajo, queda conforme con su presentacion para ser
juzgado.

Y para que asi conste, expide el presente certificado en Sevilla, a veintiuno

de Mayo de dos mil doce.

Fdo.: Dra. Maria José Rios Moreno



NATURALEZA DE LOS NIDOS SOLIDOS DEL
TEJIDO TIROIDEO TESIS DOCTORAL

Diia. Maria Dolores Martinez de Olcoz Cerdan

AGRADECIMIENTOS

Al Dr. D. Hugo Galera Ruiz, Profesor Titular de Otorrinolaringologia de la
Facultad de Medicina de la Universidad de Sevilla, por su entrega y apoyo
constante en la realizacion de este trabajo.

A la Dra. Maria José Rios Moreno, Profesora Asociada del Dpto. de Citologia
e Histologia Normal y Patoldgica de la Facultad de Medicina de la Universidad
de Sevilla, porque su esfuerzo ha sido enorme, su paciencia infinita y sus

observaciones siempre acertadas.

Expreso mi gratitud sincera a todos los miembros del Dpto. de Citologia e
Histologia Normal y Patoldgica de la Facultad de Medicina, de Sevilla, que de
una forma u otra han contribuido a la consecucion de este trabajo de Tesis
Doctoral. Han sido tantos, y su contribucion tan valiosa, que su enumeracion

seria muy extensa.

A Don José Antonio Navas Martin, sabio de las nuevas tecnologias que con
su contribucién ha conseguido hacer mas atractivo el contenido de esta

Tesis.

A todos aquellos que contribuyeron al mejor conocimiento de la glandula
tiroides, que juega un papel protagonista en el control del metabolismo
del cuerpo humano y cuya disfuncién nos acelera o desacelera. Han sido
tantas y tan valiosas las aportaciones de investigadores y clinicos que han
participado en revelar su idiosincracia que mi trabajo de tesis solo aspira a

un fin honesto, la consecucion del grado de doctor.



NATURALEZA DE LOS NIDOS SOLIDOS DEL
TEJIDO TIROIDEO TESIS DOCTORAL

Diia. Maria Dolores Martinez de Olcoz Cerdan

Por ultimo, no quisiera dejar de mecionar a tres personas que han influido
en mi trabajo especialmente durante esta etapa de elaboracion de Tesis, los

Profesores Galera Davidson y De Miguel Rodriguez.



NATURALEZA DE LOS NIDOS SOLIDOS DEL
TEJIDO TIROIDEO TESIS DOCTORAL

Diia. Maria Dolores Martinez de Olcoz Cerdan

A mi familia y mis hijos,
lo mejor que me ha pasado en la vida.
A mis padres Pepe y Lola,

por sus ensenanzas y su constante apoyo y cariio.



NATURALEZA DE LOS NIDOS SOLIDOS DEL
TEJIDO TIROIDEO TESIS DOCTORAL

Diia. Maria Dolores Martinez de Olcoz Cerdan

INDICE

() INTRODUCCION

01.
02.

03.

RESENA ANATOMO-FUNCIONAL DE LA GLANDULA TIROIDEA
CELULAS MADRE EN LA GLANDULA TIROIDEA
2.1. MARCADORES DE DIFERENCIACION Y DESARROLLO TIROIDEO

2.2. CELULAS PROGENITORAS/MADRE TIROIDEAS PROVENIENTES
DE CELULAS MADRE EMBRIONARIAS

2.3. CELULAS PROGENITORAS/MADRE TIROIDEAS EN LA GANDULA
TIROIDEA EN ADULTOS
2.4. OTRAS FUENTES DE CELULAS PROGENITORAS/MADRE
TIROIDEAS EN EL TIROIDES
2.4.1. MEDULA OSEA
2.4.2. MICROQUIMERISMO
2.4.3. NIDOS CELULARES DERIVADOS DE RESTOS
EMBRIONARIOS

CELULAS MADRE Y CANCER DE TIROIDES

3.1. CELULAS MADRE EN TEJIDOS TIROIDEOS BENIGNOS Y
MALIGNQS, Y LINEAS CELULARES DE CARCINOMA TIROIDEQO

3.2. SENALIZACION IGF EN CANCER DE TIROIDES Y CSCs
DERIVADAS DE CARCINOMAS PAPILARES



NATURALEZA DE LOS NIDOS SOLIDOS DEL
TEJIDO TIROIDEO TESIS DOCTORAL

Diia. Maria Dolores Martinez de Olcoz Cerdan

==

01.
02.
03.
04.

05.

3.3. CONCEPTOS EMERGENTES EN LA CARCINOGENESIS DEL
TIROIDES: RECONCILIACION CON LA HIPQTESIS
CARCINOGENESIS TIROIDEA EN VARIAS ETAPAS CON EL
MODELO DE CSC

3.4. POTENCIAL METASTASICO DE CSCs

3.5. POSIBLE PAPEL DE LOS SCNs EN EL CANCER DE TIROIDES

3.6. CSCs DERIVADAS DE CANCER DE TIROIDES: IMPLICACIONES
CLINICAS Y PERSPECTIVAS

PLANTEAMIENTO DEL TEMA

MATERIAL Y METODOS

TIPO DE ESTUDIO

POBLACION ESTUDIADA Y OBTENCION DE MUESTRAS
ESTUDIO HISTOLOGICO

ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO

4.1. PREPARACION DE LA MUESTRA

4.2. PRETRATAMIENTO

4.3. TECNICA

4.4. INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS
ANALISIS ESTADISTICO



NATURALEZA DE LOS NIDOS SOLIDOS DEL
TEJIDO TIROIDEO TESIS DOCTORAL

Diia. Maria Dolores Martinez de Olcoz Cerdan

<=

© & 6 O~ =

PLANTEAMIENTO DEL TEMA

RESULTADOS

ESTUDIO HISTOLOGICO Y CARACTERISTICAS
CLINICOPATOLOGICAS
ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO

DISCUSION

CONCLUSIONES

BIBLIOGRAFIA

ANEXOS




NATURALEZA DE LOS NIDOS SOLIDOS DEL
TEJIDO TIROIDEO TESIS DOCTORAL

Diia. Maria Dolores Martinez de Olcoz Cerdan

ABREVIATURAS
ABCG2 o gen que codifica una proteina asociada
CDw338 (grupo 2 la membrana y que participa en
de diferenciacién el transporte intra y extracelular de
diferentes moléculas.
w338):
ARN: acido ribonucleico.
CCE: células de carcinoma embrionario.

CD117 o c-kit:

CD:
CER1 o cer-
berus:

CK:
CT:
DIT:
EB:
EGF:
ES:
FACS:
FGF:
Fgfr:

GAL:
GATA:
GFP:

proteina que en los seres humanos esta
codificada por el gen KIT y que es el
vastago del receptor para el factor de
células madre.

molécula de adhesion.

gen que codifica una citoquina miembro
de la superfamilia del nudo cisteina y que
es un inhibidor de la via de sefializacion
de TGF beta secretada durante la fase de
gastrulacion de la embriogénesis.

citoqueratina.

calcitonina.

diyodotirosina.

embrioblasto.

factor de crecimiento de la epidermis.
células pluripotentes embrionarias.
células fluorescentes activadas.

factor de crecimiento de los fibroblastos.

receptor para el factor de crecimiento de
los fibroblastos.

galectina.
activador transcripcional.

proteina fluorescente verde.
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ABREVIATURAS

Hhex:

Hnf4a (Foxa1):
Hnf4B (Foxa2):
IGF:

IHC:

JCEM:

MIT:
MAPK:

Nanog:

NIS:
0CT4:

PAS:
PAXS:

PBS:
PTCs:

gen que codifica un miembro de la familia
de factores de transcripcién homeobo,
muchos de los cuales estan involucrados
en los procesos de desarrollo. Su expresion
en especificos linajes hematopoyéticos
sugiere que puede jugar un papel en la
diferenciacion hematopoyética.

factor nuclear hepético alfa 4.

factor nuclear hepatico beta 4.

factor de crecimiento insulinico.
inmunohistoquimica.

Journal of Clinical Endocrinology and

Metabolism.
monoyodotirosina.

proteinas activadas

mitdgenos.

gen que codifica un factor de transcripcion
implicado con la  auto-renovacion
de células madre embrionarias no
diferenciadas.

contransportador de sodio/yoduro.

quinasas por

factor de transcripcion unido al octédmero
4.

schiff acido positivo.

gen que codifica proteinas involucradas
en el desarrollo de células foliculares
tiroideas y la expresion de genes
especificos de la tiroides. Sus mutaciones
se han asociado con disgenesia tiroidea,
carcinomas  foliculares 'y adenomas
foliculares atipicos.

solucion salina tamponada con fosfato.

células paratroideas.
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ABREVIATURAS

Rex-1:

SALL4:
Scal:
SCID:
SCNs:

Sox17:

T4:
TAZ:

TG:
TPO:
TSH:

TSHR:
TTF-1:
UBB:

gen presente en las células germinales y
los linajes de células no diferenciadas, por
lo que se trata de un marcador importante
de células madre.

marcador de células madre.

antigeno para células madre.
inmunodeficiencia combinada severa.
nidos solidos celulares.

gen que codifica a una serie de factores
de transcripcion implicados en la
regulacion del desarrollo embrionario y en
la determinacion del destino celular.

tiroxina.

coactivador  transcripcional  con el
motivo de unién a PDZ, un regulador
transcripcional de los genes PAX8 y TTF-1

tiroglobulina.

peroxidas tiroidea.

hormona estimulante del tiroides.
receptor de TSH.

factor de transcripcion tiroideo.

cuerpo Ultimobranquial.
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RESENA ANATOMO-FUNCIONAL
DE LA GLANDULA TIROIDEA

La tiroides es una glandula endocrina de origen ectodérmico que se desarrolla
precozmente en la porciéon cefélica del tubo digestivo. Su funcion consiste
en sintetizar las hormonas tiroxina (T4) y triiodotironina (T3), que controlan
la tasa metabdlica del organismo. Se hallan en la region cervical, anterior a

la laringe, y esta constituida por dos I6bulos unidos por un istmo.

Estaglandula estaintegrada por miles de foliculos tiroideos, que son pequefas
esferas que miden en el hombre de 0,2 a 0,9 mm de didmetro. Los foliculos
estan formados por epitelio simple y su cavidad contiene una sustancia
gelatinosa llamada coloide. Las células de los foliculos varian de aplanadas
a columnares y los foliculos muestran didmetros muy variables. El aspecto
de los foliculos tiroideos varia dependiendo de la regién de la glandula y de
su actividad funcional. En una misma glandula hallamos foliculos grandes,
llenos de coloide y formados por epitelio clbico o pavimentoso, al lado de
foliculos mas pequefios con epitelio columnar. A pesar de esta variabilidad,
cuando la altura media del epitelio es baja la glandula se considera hipoactiva.
En cambio, cuando hay mucha hormona tirotrépica circulante aumenta muy
notablemente la altura del epitelio folicular y la glandula estd hiperactiva.
Esta alteracion se acompafa de un descenso de la cantidad de coloide y del
didmetro de los foliculos. La glandula esta recubierta por una capsula de
tejido conjuntivo laxo de la que salen tabiques hacia el parénquima, los cuales
se hacen gradualmente mas delgados. Los foliculos estan separados entre si
principalmente por las fibras reticulares. La glandula tiroidea es un érgano
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sumamente vascularizado por una extensa red de capilares sanguineos
y de vasos linfaticos que rodea a los foliculos. Las células endoteliales de
estos vasos capilares estan fenestradas, como es frecuente también en otras
glandulas endocrinas. Esta configuracion facilita el transporte de sustancias

entre las células endocrinas y la sangre.

Las células epiteliales de los foliculos tiroideos se sustentan sobre una ldamina
basal y muestran todas las caracteristicas de las células que simultdneamente
sintetizan, secretan, absorben y digieren proteinas. Su porciéon basal es rica
en reticulo endoplasmatico rugoso y contiene una cantidad moderada de
mitocondrias. El nucleo es generalmente esférico y se sitla en el centro de
la célula. En la porcion supranuclear hay una zona de Golgi y granulos de
secrecion cuyo contenido es similar al coloide folicular. En esta region existen
también lisosomas y algunas vacuolas generalmente grandes de contenido
claro. La membrana plasmatica de la region apical de las células contiene un

numero moderado de microvilli.

Otro tipo de célula, la célula parafolicular o célula C, se encuentra en el
tiroides, formando pequefias agrupaciones aisladas entre los foliculos
tiroideos. Poseen una pequena cantidad de reticulo endoplasmatico rugoso,
mitocondrias alargadas y un complejo de Golgi grande. La caracteristica
mas notable de estas células es la presencia de numerosos granulos que
miden 100-180nm de diametro. Estos granulos contienen una hormona
llamada calcitonina, sintetizada por ellas y cuyo efecto principal es disminuir

la concentracién plasmatica de calcio por medio de una inhibicién de la
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reabsorcidon oOsea. La secrecion de calcitonina se activa al aumentar la

concentracién plasmatica de calcio (Junqueira y Carneiro, 2005).

La glandula tiroides es la Unica glandula endocrina que acumula su producto
de secrecién en una cantidad considerable. Esta acumulacién se efectua
en el coloide y se calcula que en el hombre existe dentro de los foliculos
una cantidad suficiente de hormona para aproximadamente tres meses. El
coloide tiroideo esta constituido principalmente por una glicoproteina de
alto peso molecular (600 kDa), denominada tiroglobulina. La tirogobulina es

PAS-positiva debido a su elevado contenido en hidratos de carbono.

El principal mecanismo regulador del estado estructural y funcional de la
glandula tiroidea es la hormona tirotropica (TSH o tirotropina) secretada por
la pars distalis de la hip&fisis.

La membrana de la porcion basal de las células foliculares es rica en receptores
para la tirotropina. La TSH estimula todas las fases de la producciéon de
hormonas de la tiroides, las cuales, a su vez, inhiben la sintesis de TSH,
creando un equilibrio que mantiene el organismo con cantidades adecuadas
de tiroxina y triyodotironina. La secrecion de tirotropina aumenta con la
exposicion al frio y disminuye con el calor y en respuesta al estrés.

La sintesis y la acumulacion de hormonas tiroideas se llevan a cabo en cuatro
fases: sintesis de tiroglobulina, captacién de yodo de la sangre, activacion

del yodo y yodacion de los residuos de tirosina de la tiroglobulina.
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1.

La sintesis de tiroglobulina es similar a lo que acontece en otras células
gue exportan proteinas. Tiene lugar en el reticulo endoplasmico
rugoso, se afade un carbohidrato a la proteina en el interior de las
cisternas del reticulo y en el complejo de Golgi y el producto final, la
tiroglobulina, se libera de las vesiculas presentes en la porciéon apical
de la célula hacia la luz del foliculo.

La captacion de yodo circulante se realiza en las células foliculares
por medio de una proteina situada en la membrana basolateral de
las células foliculares que transporta simultaneamente dos iones (es
una cotransportador o symporter). Esta proteina, que transporta
a la vez sodio y yodo, se denomina cotransportador de Na/I (NI
symporter o NIS). El yodo circulante desempefia un papel relevante
en la regulacién de la funcién tiroidea, ya que valores bajos de yodo
incrementan la cantidad de NIS, lo que aumenta asi su captacion y

compensa la concentraciéon mas baja en el plasma.

La oxidacién del yodo se lleva a cabo enzimaticamente por la
peroxidasa del tiroides e inmediatamente se transporta a la cavidad
del foliculo por un transportador de aniones llamado pendrina.

En el interior del coloide se produce la yodaciéon de los radicales
tirosil de la tiroglobulina, catalizada por la peroxidada tiroidea. De
este modo se forman la T3 y la T4, aunque éstas no estan aisladas,
ya que forman parte de una molécula mayor, la tiroglobulina, a la

que estan unidas.
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Cuando las células foliculares del tiroides son estimuladas por la tirotropina
captan coloide a través de un proceso de endocitosis. Posteriormente, las
enzimas lisosémicas digieren el coloide, las proteasas rompen las uniones
entre los radicales yodados y la molécula de tiroglobulina y se liberan al
citoplasma T4, T3, diyodotirosina (DIT) y monoyodotirosina (MIT). La T4y T3
atraviesan libremente la membrana basolateral de la célula y difunden hasta
llegar a los capilares sanguineos. MIT y DIT no se secretan a la sangre porque
su yodo se extrae enzimaticamente en el citoplasma y los productos de esta
reaccion enzimatica —yodo vy tirosina- son empleados nuevamente por las
células foliculares. La T4 es mas abundante, y constituye aproximadamente
el 90% de la hormona circulante del tiroides. Por su parte, la T3 tiene una
accion mas rapida y es mas potente.

La tiroxina tiene un efecto gradual en el organismo, estimulando la
fosforilaciéon en las mitocondrias. Este efecto depende de la sintesis de
ARNm. T3 y T4 aumentan el nimero de mitocondrias y de sus crestas.
Producen también una mayor sintesis y una menor degradaciéon de las
proteinas mitocondriales. La mayoria de los efectos de las hormonas tiroideas
son consecuencia de su accion sobre la tasa metabdlica basal. Aumentan la
absorcion de carbohidratos en el intestino y regulan el metabolismo de los
lipidos. También influyen en el crecimiento corporal y en el desarrollo del

sistema nervioso durante el periodo de vida fetal.
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CELULAS MADRE EN LA
GLANDULA TIROIDEA

Las células madre son pluripotenciales, clonicas, y con capacidad de auto-
renovacion y demuestran ademas plasticidad para diferenciarse en los
tipos celulares del tejido particular en el que se ubica, y con frecuencia se
transdiferencia (Filip y cols, 2004). Estas cualidades unida a la capacidad
de las células madre para la reparaciéon y renovacion de tejidos dafados
las convierte en blancos atractivos (Mimeaut y cols, 2007). Sin embargo,
la combinacion de las mutaciones que afectan a la diferenciacion de
células madre y el potencial crecimiento ilimitado puede generar cancer
denominado cancer de células madre (CSC). De hecho, se han identificado
poblaciones especificas de células madre en numerosos tejidos y érganos

normales y enfermos (Hombach-Klonisch y cols, 2008).

El cancer de tiroides es el carcinoma mas comun de las glandulas endocrinas,
que abarca aproximadamente el 1% de los tumores malignos, con una
proporciéon de 3:1 mujer / hombre, y que en Norte América tiene una de las
mayores incidencias de este tipo de cancer entre los tumores malignos (Jemal
y cols, 2007; Davies y cols, 2002). Los cuatro tipos de carcinoma de tiroides,
el carcinoma papilar de tiroides, el carcinoma folicular de tiroides, carcinoma
anaplasico, indiferenciado de tiroides, y el carcinoma medular de tiroides
comprenden mas del 98% de todos los canceres de tiroides. Distintos y en
ocasiones eventos citogenéticos exclusivos, asi como diferentes mecanismos
oncogenéticos estan implicados en los distintos tipos histolégicos del
carcinoma de tiroides (de Groot y cols, 2006; Kondo y cols, 2006, Smallridge
y cols, 2009).
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2.1

MARCADORES DE DIFERENCIACION
Y DESARROLLO TIROIDEO

Las dos distintas poblaciones de células endocrinas de la glandula tiroides se
desarrollan a partir de diferentes origenes: las hormonas tiroideas producidas
por las células epiteliales tiroideas foliculares derivan del endodermo del
suelo de la faringe y las células C productoras de calcitonina derivan de las
células de la cresta neural en el cuerpo ultimobranquial UBB del cuarto arco
faringeo (Le Dourain y cols, 1979; Zorn y cols, 2007). La organogénesis del
tiroides requiere la especificacion de las células precursoras procedentes de
las células del endodermo del intestino anterior, la posterior migracién y la
proliferacion de los precursores tiroideos, la fusion de los derivados de los

primordios tiroideos y el UBB, y finalmente la diferenciaciéon funcional (Fig.

1).
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Desarrollo de la glandula tiroidea en ratén

E6.5-E7.5: endodermo definitivo originado a partir de mesoendodermo
E8.5until E13: desarrollo tiroideo temprano
B E8.5: CS10 engrosamiento endodérmico ventral de la faringe primitiva-esbozo del tiroides
E9-9.5: CS12 formacién de la yema tiroidea por proliferacidn e invasion
E10: CS14 divertaculo tiroideo con conducto tiroglosal
E11.5: CS15 desaparicion del conducto tiroglosal;
Organogénesis Fgfr2 estd presente en el primordio tiroideo
temprana
independiente de E12.5: Cs16 comienza la bifurcacién del tiroides
TSH has.t’a la _J E13: CS18 cuerpo ultimobronquial se pone en contacto con los I6bulos del primordio tiroideo
formacién de los } o
16bulos tirodeos E13.5: CS19 primordio tiroideo alcanza la traquea
E14: comienzo de diferenciacion funcional
E14.5: B expresion génica para TG, TPO, TSHR,TAZ
E15-E16: expansion de lébulos tiroideos
E15: activacionde la ruta TSH/TSHR
E15.5: 10-12 expresion de TAZ en el ndcleo de los tirocitos;
— semanas primera evidencia de organizacion folicular
El6: expresion génica para NIS
E16.5: — formas foliculares tiroideas; se detecta T4 por primera vez

Figura 1. Resumen de las etapas de la organogénesis del tiroides en el embrién del ratén
hasta el principio de diferenciacién funcional (Postiglione y cols, 2002; De Felice y cols,
2004; Kameda y cols, 2009; Parlato y cols, 2004). El equivalente de las etapas del desarrollo
humano segun el estadio de Carnegie (CS) y/o semanas de desarrollo se muestran en
azul (Trueba y cols, 2005). Fgfr2, receptor del factor de crecimiento de fibroblastos 2; TG,
tiroglobulina, TPO, peroxidasa tiroidea; TAZ (coactivador transcripcional con el motivo de
unién a PDZ), un regulador transcripcional de los genes PAX8 y TTF-1 (Di Palma y cols,
2009), TSH, hormona estimulante de tiroides; TSHR , receptor de TSH, T4 o tiroxina; NIS,

cotransportador de sodio/ yoduro (Na* /).

9
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En el embrién de raton, el endodermo definitivo origina pronto E6-E7.5
del posterior epiblasto, donde la gastrulacién comienza con la expresion
del factor de crecimiento de fibroblastos 8 (FGF8), brachyury, Wnt3, y
eomesodermin (Zorn y cols, 2007; Kimelman y cols, 2000; Rodaway y cols,
2001; Lawson y cols, 1987; Lawson y cols, 1991). El desarrollo endodérmico
en los vertebrados se inicia por el factor de crecimiento transformante B
(TGFB) y vias de sefalizacion nodal (Zorn 'y cols, 2007; Ninomiya y cols, 1999)
gue dan lugar al revestimiento epitelial del intestino y del sistema respiratorio
y de todos sus derivados, tales como el tiroides, pulmon, higado, vesicula
biliar y el pancreas. Se ha demostrado que la via de sefializacién canoénica
de Wnt promueve la expresion temprana de los ligandos nodales (Zorn y
cols, 2007; Norris y cols, 1999; Morkel y cols, 2003), y que altos niveles de
sefalizacion nodal inician definitivamente la formacion del endodermo. La
actividad nodal en el epiblasto se limita espacial y temporalmente por la
expresion del antagonista nodal y Lefty y Cer1 (Yamamoto y cols, 2004).
En los cuerpos embrioides (EBs), el desarrollo del endodermo puede ser
inducido mediante una exposiciéon a altos niveles activina-A un miembro
de la familia TGF a partir de una poblacion de células brachyury-positivos
(Kubo y cols, 2004).

Entrelosblancos nodales, la proteinaMixI-1ylos activadores transcripcionales,
GATA4 y GATAG, que son componentes clave en los derivados endodérmicos
viscerales. Por otro lado, el grupo de alta movilidad (HMG)-la caja del factor
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de transcripcion (TF) Sox 17 'y los factores nucleares hepaticos el Hnf3a
(Foxa1) y Hnf3B (Foxa2) se expresan temporalmente durante la organogénesis
tiroidea.

La organogénesis tiroidea comienza con la especificacion de las distintas
células endodérmicas en el suelo de la faringe primitiva en E8.5 (ratén) y
la formacion del esbozo del tiroides. Las células tiroideas precursores se
caracterizan por la co-expresion Unica de TFs, Titf1/Nkx2.1 (TTF1), Pax8,
Foxe1 (TTF2), y Hhex, que se expresan de simultaneamente en las células
precursoras del tiroides y en las células foliculares diferenciadas (Lazzaro y
cols, 1991). Por ahora se desconocen los factores encargados de iniciar las

especificaciones tiroidea del endodermo (Fig. 2).

Aunque in vitro, la activacion de la ruta de la hormona estimulante del
tiroides (TSH) / receptor de TSH (TSHR) regula la expresion de Titf1 (TTF1),
Pax8, y Foxel, su expresion in vivo es independiente de la sefalizacion
TSH/TSHR De Felice y cols, 2004; Postiglione y cols, 2002; tal como se ha
demostrado en modelos de ratones con dafios en esta sefalizacion (Li'y cols,
1990). Los estudios realizados con ratones mutantes han demostrado que
los cuatro TFs tienen distintas funciones durante la organogénesis temprana:
Titf1 y Pax8 son esenciales para la supervivencia de las células precursoras
tiroideas, Foxel promueve la migracion de las células precursoras de la
tiroides, y Hhex puede ser importante como un represor de la diferenciacién
y para el mantenimiento de la expresién génica de Ttif1, Foxe1 y Pax8 en el

primordio tiroideo (Tabla 1).
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Figura 2. Dibujos esquematicos del desarrollo de la tiroides.
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En E8.5, el esbozo de tiroides se forma como un engrosamiento de la capa
endodérmica en la parte inferior de la faringe primitiva por la especificacion
de las células del endodermo para el linaje tiroideo. Se desconocen los
factores que inician este proceso de especificacion. Las células precursoras
tiroideas coexpresan de los cuatro factores de transcripcion TTF-1/NKX2.1,
PAX8, FOXE1 y HHEX durante el desarrollo y la diferenciaciéon funcional y en

células foliculares tiroideas de adultos.

En E10.5, la proliferacién de células precursoras del tiroides han formado
el diverticulo del tiroides. La migracion de los precursores tiroideos lejos
del revestimiento endodérmico temporal forma el conducto tiroglosal, que
regresa a E11.5. En E11.5, el primordio de tiroides también ha descendido y
se forma el UBB a partir del cuarto arco faringeo. En E13.0, el primordio de
tiroides ha formado dos l6bulos, alcanza su ubicacion final en frente de la
traquea y contacta con UBB. FGF10, el factor de crecimiento de fibroblastos

10; FGFR2, receptor del FGF 2; UBB, el cuerpo ultimo bronquial.
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Ratones
mutantes Fenotipo tiroideo Referencias
Regresion del primordio tiroideo en
E11,5; células precursoras tiroideas .
. . Mansouri y cols,
Pax8-/- desaparecen en E12; no foliculos, ni 1998
TG, ni TPO; thiroides exclusivamente
consiste en células C (TTF-1+)
Células precursoraas tiroideas .
Trf- desaparecen en E10,5-E11,5; falta ce Kimura y cols,
1/Nkx2,1- \ , . 1996; Lazzaro y
células C y de células foliculares
/- tiroi cols, 1991
iroideas
Hhex-/- Esbozo tiroideo presente en E9; Martinez_Barbera
ausencia de primordio tiroideo en E10 y cols, 2000
Ausencia de migracion de las células
Foxel-/- precursoras tiroideas; precursores De Felice y cols,
- tiroideos permacen unidos al suelo
(=Ttf2-/-) , 1998
faringeo; los precursores desaparecen en
E11.5 en un 50%
Aplasia o hipoplasia de 16bulos
FRS2a”"*" tiroideos; los 16bulos tiroideos Kameda y cols,
mutants permancenenasociados al epitelio 2009
faringeo
Falta de fusion entre UBB vy los 16bulos
tiroideos; hipoplasia tiroidea; severa
Eyal-- reduccion en el niimero de células C y Xuy cols, 2002
foliculares
Hoxa3-/- Hipoplasia tiroidea; persisten UBB con Manley y cols,
células C 1995
Pax9-/- Falta de formacion de UBB Peteisgggcols,
Formacioén folicular desorganizada;
Hoxas-/- decrece la expresion genética de TPO, Menuier y cols,

NKK2.1, TTF2, PAXS, niveles séricos
de T4 normales

2003

UBB: cuerpos ultimo branquiales; TPO: peroxidasa tiroidea, TG: tiroglobulina

Tabla 1. Marcadores de desarrollo y fenotipo tiroideo en ratones mutantes.
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Los factores derivados del mesénquima circundante son esenciales para el
desarrollo de la tiroides. El factor de crecimiento epidérmico (EGF) y el factor
de crecimiento de fibroblastos (FGF) promueven la proliferacion de las células
tiroideas y reprimen la diferenciacion in vitro (De Felice y cols, 2004). El FGFs
aumenta la expresion de Titf1 en el intestino anterior temprano (Serls y cols,
2005) y FGF10 reduce la expresiéon de Sox2 y p63 en el endodermo del futuro
esofago (Que y cols, 2007). Embriones de ratones deficientes del receptor
de FGF 2 lllb (Revest y cols, 2001) y ratones knock-out FGF10 (Ohuchi y cols,
2000) muestran agenesia tiroidea, lo que sugiere que las células precursoras
de la tiroides responden a FGF10 del mesénquima circundante (Ohuchi y
cols, 2000; Celli y cols 1998). Curiosamente, la E-cadherina se expresa en
todas las etapas de la organogénesis tiroidea y N-cadherina esta ausente en
todo momento (Fagman y cols, 2003), lo que indica que la migracion de
las células precursoras de la tiroides se produce independientemente de la

transicion mesenquimal a epitelio.

El UBB contiene dos tipos diferentes de células: células Titf1 positivas (la
mayoria de las células) y escasas células p63 positivas (Kusakabe y cols,
2006). Las células p63 positivas pueden sobrevivir sin Titf1 y dan lugar a

estructuras vesiculares.
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2.2

CELULAS PROGENITORAS/MADRE
TIROIDEAS PROVENIENTES DE
CELULAS MADRE EMBRIONARIAS

Las células pluripotentes embrionarias (ES) pueden desarrollar las tres
dimensiones como embrioblasto (EB) bajo condiciones de cultivo adecuadas.
Las células dentro de EBs pueden diferenciarse espontaneamente en estadios
embrionarios mas avanzados de todos los linajes (Desbaillets y cols, 2000;
Trouson A, 2006). Aparte de las tres ventajas principales del modelo de EB,
esto es, (i) la caracterizacion de las funciones de la célula precursora, (ii) la
valoracion in vitro del efecto de mutaciones nulas de genes especificos o las
pruebas knockouts de genes letales sobre la viabilidad de células ES, vy (iii) la
idoneidad como fuente de células para la ingenieria de tejidos, este modelo
EB ha sido utilizado para promover la diferenciacion temprana de células
tiroideas (Lin y cols, 2003).

Las células ES de carcinoma embrionario (CCE)y las células TSHR +/- (W9.5)
con una proteina fluorescente verde (GFP)-neomicina en ratdn TSHR exén 1
Cuya secuencia resulta en la expresion de GFP mediada por el promotor TSHR
se ha empleado en estudios de células madre en diferenciacion tiroidea (Lin
y cols, 2003, Lin y cols, 2006; Arufe y cols, 2009). La generacién de células
tiroideas a partir de células de CCE y TSHR + / - ES derivadas de EBs es
un proceso multifactorial, que incluye la induccién inicial de diferenciacion
endodermo por exposicion limitada de EBs a suero o activina-A, un miembro
de la familia TGFB y de los ligando nodales (Kubo y cols, 2004; Lin y cols,
2006; Arufe y cols, 2009; Ma y cols, 2009). Cuando a EBs se les permite

crecer como una capa de células adherentes, las células del tiroides aparecen
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y expresan marcadores tiroideos foliculares, PAX8, folicular de tiroides, Na
+ / l-cotransportador (NEI), TSHR funcional, peroxidasa tiroidea (TPO) y
tiroglobulina (TG).

Activina-A induce a las células embrionarias humanas a diferenciarse en
células endodérmica definitivas (Kubo y cols, 2004; D'amour y cols, 2005).
Tras 5 dias de exposicion a la activina-A, EBs derivados de células TSHR +
/ - ES (W9.5) se ha demostrado una notable disminuicién en los niveles
de transcripcion de Oct-4 y Rex-1, marcadores de células madre y en
cambio aumento significativamente la actividad de genes de marcadores
endodérmicos como Gata-4, CXCR-4, Foxa-2, y a-fetoproteina (Ma y cols,
2009). En otro tratamiento similar se obtuvd en aproximadamente un 2%
de células GFP + y ES TSHR + funcionales dentro de EB, identificando la
activina-A como un inductor de NIS +, PAX8 +, y de células progenitoras
tiroideas TSHR + en ausencia de TSH (Ma y cols, 2009).

Recientemente, la importancia de la exposicion gradual de células madre
embrionarias a una secuencia coordinada de los factores endocrinos para
la determinacién especifica y la maduracion del tirocito ha supuesto un
importante avance en la comprension de la diferenciacion in vitro de la
diferenciaciéon tiroidea a partir de células madres pluripotentes. Aunque
activina-A aumento la expresion de los genes especificos endodérmicos
Foxa2 y Sox17, su efecto transitorio sobre la expresién TSHR al quinto dia 5
fue prorrogado por un dia adicional en presencia de TSH, el factor endocrino

que afectan a la regulacion génica de TSHR durante la diferenciacién EB (Lin
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y cols, 2003; Arufe y cols, 2009). La induccién y determinacion del linaje
tiroideo mediado por TSH también incluye una sobre regulacién temporal
de NIS en células resembrabas de EBS en condiciones libres de suero. Sin
embargo, tanto la activina-A como la TSH no pudo sostener un fenotipo
tirocito estable diferenciado (Arufe y cols, 2009). La propagacion de tirocitos
maduros derivados a partir EB con la expresion y la colocalizacion parcial de
marcadores tiroideos foliculares TSHR (nimero de GFP + células) y NIS y la
aparicion de TG requiere la presencia adicional de insulina 'y / o del factor
de crecimiento de insulina-I en etapas posteriores durante el cultivo de EB
(Arufe y cols, 2009)

2.3

CELULAS PROGENITORAS/MADRE
TIROIDEAS EN LA GANDULA
TIROIDEA EN ADULTOS

Aunque el sistema ES / EB es adecuado en el modelo in vitro para recapitular
los pasos en la diferenciacién folicular tirocitica y a pesar de sofisticados
nuevas condiciones de cultivo, como el factor de crecimiento activin-A-TSH-
insulina/ factor de crecimiento insulinico |, las células progenitoras tiroideas
generadas son generalmente transitorias, variables y con un muy bajo nimero
de células (1-2%) para otros estudios funcionales. La glandula tiroides en
adultos parece ser otra fuente de células madre / progenitoras. Este 6rgano
con un bajo indice proliferaciéon (Coclet y cols, 1989; Dumonty cols, 1992), y
con una alta frecuencia de la enfermedad benigna y maligna nodular que no



NATURALEZA DE LOS NIDOS SOLIDOS DEL
TEJIDO TIROIDEO TESIS DOCTORAL

Diia. Maria Dolores Martinez de Olcoz Cerdan

es suficiente ni convincentemente explicado por la predisposicion genética,
la deficiencia de yodo, mutagénesis, acciones endocrinas perturbadas, y / o
sucesos de desregulacion ligando-receptor (Derwalh y cols, 2002; Krohn'y
cols, 2005). Los primeros resultados de los experimentos de trasplantes en
ratones nude también sugieren la presencia en los tejidos bocio nodular de
crecimiento de forma autdbnoma de células derivadas del tiroides (Peter y
cols, 1985).

Recientemente, la primera evidencia de la presencia de células madre adultas
OCT-4+ y de células precursoras de origen endodermo con un fenotipo
OCT4+, GATA-4 +, HNF4A +, PAX8 +, y TG se obtuvo en tejidos y células en
cultivo derivadas de bocio humano adulto (Thomas y cols, 2006). Basado en
la expresion de ABCG2 funcionalmente activa, células fluorescentes activado
(FACS), revel6 una pequefia poblacién (SP; 0,1% del total de células) de los
tirocitos en cultivo obtenidos a paritr de tejidos de bocio humanos con una
indice nuclear / citoplasmatico alto y con un fenotipo ABCG2 +, Oct4 +. Esta
fraccion de células SP no expresan los marcadores endodérmicos GATA-4,
PAX8 y HNF4a, o los marcadores de diferenciacion tiroidea tipicos TSHR,
TPO, NIS y TG que sin embargo se detectaron en la fracciéon no-SP (52). La
poblacion de células SP se mantuvo viable en cultivos en monocapa durante
14 dias, pero solo en cultivos en suspension no adherentes y en presencia
de EGF y FGF, se crearon esferas. Estos tirosferas se componian de hasta
un 5% de células madres progenitoras tiroideas ABCG2+, OCT4+ (SP) o
GATA-4 +, HNF4a + (no-SP) (Lan y cols, 2007). TSH inhibié completamente
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la formacién de esferas. La adicion de suero inducia la actividad génica de
TSHR 'y la subsiguiente accién dual del suero mas la TSH durante un periodo
de 3 semanas aumentd mas la expresion de TSHR mayor y provocd que las
células derivadas de esfera se diferenciaran en tirocitos adultos PAX8+,
TSHR+, NIS+ TPO+, y TG+ con la consecuente pérdida de marcadores de
células madre y endodérmicas. Es importante destacar que estas células
mostraban las caracteristicas de tirocitos diferenciados al ser capaces de
generar estructuras foliculares tiroideas y mostrando captacion de yodo
TSH-dependiente (Lan y cols, 2007).

Los grupos de clones celulares derivados de células humanas OCT4+,
Nanog+ tienen nucleos grandes y citoplasma pequefio similar a las células
madre tiroideas descritas recientemente por Lan et al. (Lan y cols, 2007)
gue también generan esferas en presencia de FGF y EGF, pero en ausencia
de suero y de TSH (Fierabracci y cols, 2008). Cuando estas tiroesferas fueron
sembradas en una matriz de colageno tridimensional adoptada para tirocitos
diferenciados (Today cols, 2001; De Tullio y cols, 2000), el 50% de las esferas
formaban estructuras similares a los foliculos con secrecion de T4, de
células TG+ que recubrian el lumen y localizadas en la periferia células TPO+,
pero el TSHR estaba ausente en estos foliculos (Fierabracci y cols, 2008).
La formacion de foliculos en la presencia de suero independiente de TSH,
pero requeria la ausencia de EGF y FGF. Las esferas cocultivadas con la linea
celular de neuroblastoma LAN5 (De Tullio y cols, 2000) que aparecen mas
grandes morfologia, mostré la expresion del marcador neuronal B-tubulina
Ill, y también inici¢ la diferenciacion de adipocitos, indicando un alto nivel de
plasticidad de las células dentro de la tiroesferas (Fierabracci y cols, 2008).
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Cuando se inyectaron en ratones SCID, los tirocitos no generaron tumores

(Greiner y cols, 1998).

En la tiroides de ratdn adulto, las células madre que expresan los genes de
células ES Oct4 y nucleostemina también residen en la SP que constituye del
0,3-1,4% de la poblacién total de células de la tiroides (Hoshi y cols, 2007,
Tsai y cols, 2002; Niwa y cols, 2000). Al igual que en la tiroides humana SP,
las células de raton ABCG2+ representan una poblacién heterogénea con
aproximadamente un 50% de expresion Scal+ (Xin y cols, 2005; van de
Rijn y cols, 1986), marcador de células tiroideas y por otro lado un fenotipo
ABCG2 +, OCT4+, nucleostemina+, c-kit-/CD117-, y CD45-. Aligual que la SP
tiroidea humana, las células SP tiroideas de raton SP carecian de los transcritos
de codificacion para PAX8, TPO y TG (Hoshi y cols, 2007). Sin embargo,
cuando la SP se subdividié en dos fracciones SP1y SP2 que se asemejan a
areas FACS de alto y bajo flujo Hochst33342, respectivamente, las células
de SP2 eran ABCG2 +, OCT4+ con una débil positividad para TSHR y TTF-1,
lo que sugiere un linaje progenitoras tiroideo presente en SP2 (Hoshi y cols,
2007). Un pequefno numero de células ABCG2+ (aproximadamente el 1%)
se localizaron en el espacio interfolicular y coexpresaban Scal o vimentina
(marcador mesenquimal). Interesantemente, algunas células C positivas para
calcitonina también lo eran para ABCG2+, sugiriendo la presencia de un
linaje progenitor de células C entre las células ABCG2+ tiroideas en el raton
(Hoshi'y cols, 2007).
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2.4

OTRAS FUENTES DE CELULAS
PROGENITORAS/MADRE TIROIDEAS
EN EL TIROIDES

2.4.1
MEDULA OSEA

En muchos érganos tanto de alta como de baja proliferacion, las células
madres progenitoras provienen de la médula ésea (Wulf y cols, 2003;
Sherwoody cols, 2004). Se ha demostrado que los pacientes que han recibido
un trasplante de células madre hematopoyéticas tienen un mayor riesgo de
carcinoma de tiroides (Cohen y cols, 2007; Sanders y cols, 2009). De hecho,
un trasplante durante la juventud es el factor de riesgo importante, sequido
de la irradiacion, el sexo femenino, y la enfermedad de rechazo. La ausencia
de expresion de los marcadores en las células hematopoyéticas SP (CD45
y CD117) procedentes de adultos humanos (Fierabracci y cols, 2008) y de
tiroides murinos (Hoshi y cols, 2007), respectivamente, puede indicar una de
dos cosas: (i) las células madre en el tiroides no son nutridas por la médula
6sea, o (i) como consecuencia de las bajas tasas de renovacion celular en
el tiroides (Coclet y cols, 1989; Dumont y cols, 1992), las células CD45+
humanas y CD45+ de raton, CD117+ derivadas de médula 6sea pierdan la
expresion de ambos marcadores mientras que residen en el tiroides durante

tiempos prolongados.
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2.4.2
MICROQUIMERISMO

El' microquimerismo describe el trafico bidireccional y la persistencia de
un pequefo numero de células alogénicas en un organismo diferente
genéticamente (Liegeois y cols, 1977). Este intercambio materno-fetal de las
células es un fenédmeno comun en todas las especies con placenta (Wang 'y
cols, 2004; Turin y cols, 2007; Jiménez y cols, 2005; Loy cols, 1990; Klonisch
y cols, 2009). La deteccion de células alogénicas fetales en los tejidos
maternos, llamado microquimerismo fetal, se observa con frecuencia pronto
en la gestacion ala 4-6 semanas (Lo y cols, 1990; Thomasy cols, 1994; Ariga
y cols, 2001) y casi al término todas las mujeres embarazadas contienen un
bajo numero de células circulantes del feto (Bianchi y cols, 2001; Bianchi y
cols, 1997; Bianchiy cols,1996). Se ha detectado supervivencia a largo plazo
de células fetales, por ejemplo, células madre hematopoyéticas progenitoras
CD34+, células CD45+, y las células madre mesenquimales desmina +, en
tejidos maternos (Bianchi y cols,1996; Campagnoli y cols, 2001; Mikhail
y cols, 2008; Nguyen y cols, 2006). Células fetales masculinas se han
detectado en adenoma folicular y en glandula tiroidea normal de las madres
(Renney cols, 2004; Srivatsa y cols, 2001; Koopmans y cols, 2008, Imaizumi
y cols, 2002) y estas células con frecuencia pueblan los tejidos tiroideos en la
enfermedad autoinmune de Graves y la tiroiditis de Hashimoto (Klintschar y
cols, 2001). Recientemente se ha detecado un subconjunto de la poblacién
humana de células madre progenitoras CD34 (+), CD45 (-) (19.3%) con alta
plasticidad se detectd recientemente en siete lineas esferoide generados a
partir de tejidos de tiroides normales y de tiroides perinodulares normales

(Fierabracci y cols, 2008). De estas lineas celulares, tres fueron TG+ y dos
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Oct4 (+) y Nanog (+) (Fierabracci y cols, 2008), sin embargo aun no se ha
demostrado el potencial origen microquimérico de estas células tiroideas
madre progenitoras.

24.3

NIDOS CELULARES DERIVADOS DE RESTOS
EMBRIONARIOS

Los nidos solidos celulares (SCNs) han fascinado a los patélogos desde su
descubrimiento en 1907 por Getzowa y cols. Los SCNs son un componente
normal de la glandula tiroidea humana que se encontraria en el 60% de los
tiroides adultos y en el 89% de los tiroides neonatales si se examinasen en
su totalidad (Harach y cols, 1993). Actualmente se acepta que los SCNs son
remanentes del cuerpo Ultimo branquial (Harach y cols, 1988; Cameselle-
Teijeiro y cols, 1994; Martin y cols, 2000; Harach, 1987; Bykov, 1993;
Fraser y cols, 1979; Mizukami y cols, 1994; Ozaki y cols, 1991; Beckner y
cols, 1990), sin embargo su significado biolégico aun no ha sido aclarado
(Harach y cols, 1988; Cameselle-Teijeiro y cols, 1994; Martin y cols, 2000;
Williams y cols, 1989; Chany cols, 1989; Janzer y cols, 1979; Fraser y cols,
1979; Cameselle-Teijeiro y cols, 1994; Cameselle-Teijeiro y cols, 1995;
Cameselle-Teijeiro y cols, 1996). Se ha sugerido que estas estructuras
embrionarias pueden constituir el origen de algunas estructuras ectopicas
raramente descritas en la glandula tiroidea, asi como algunos tipos peculiares
de neoplasias tiroideas (Cameselle-Teijeiro y cols, 1995; Cameselle-Teijeiro y
cols, 1996; Harach y cols, 1985; Harach y cols; 1993).
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Ademas, los SCNs pueden ser una fuente de confusién en la patologia
tiroidea dado que pueden confundirse con metaplasia escamosa, carcinoma
de células escamosas primario o metastatico, quistes tiroglosas, hiperplasia
de células C y microcarcinomas papilares y medulares (Harach y cols, 1988;
Cameselle-Teijeiro y cols, 1994).

Distintos estudios han tratado de realizar descripciones histolégicas,
inmuno histoquimicas y ultraestructurales de los SCNs (Harach y cols, 1988;
Cameselle-Teijeiro y cols, 1994; Martin y cols, 2000; Harach, 1987; Bykoy,
1993; Fraser y cols, 1979; Mizukami y cols, 1994; Ozaki y cols, 1991;
Beckner vy cols, 1990; Martin y cols, 2000; Williams y cols, 1989; Faggiano
y cols, 2003). Actualmente se acepta que los SCNs estan compuestos por
dos tipos distintos de células (Cameselle-Teijeiro y cols, 1994): las células
principales que son poligonales o alongadas o incluso en forma de huso con
localizacion central, nucleo oval o fusiforme con desarrollo desigual nuclear
mostrando de forma ocasional surcos, y citoplasma intensamente eosinéfilo
(incluyendo citoqueratinas de alto peso molecular), con ausencia de puentes
intercelulares (Harach y cols, 1988; Cameselle-Teijeiro y cols, 1994; Martin
y cols, 2000); y las células C, que cuenta con la menor proporcién en la
poblacién de SCNs y que se caracterizan por un citoplasma claro y un nucleo
compacto pequeno localizado centralmente (Harach y cols, 1988; Cameselle-
Teijeiro y cols, 1994; Martin y cols, 2000).
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Figura 3. Nidos solidos celulares. Nidos soélidos de

células poligonales o elongadas. (A) y (B) (HE; X160)
en contacto con foliculos tiroideos normales. (C) (HE;
X160) Células principales (flechas) con nucleo oval y
ocasionalmente con surcos o estrias (Reis-filho y cols,

2003).
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Figura 4. Nidos solidos celulares. A. HE (x250) Células C (flechas) entremezcladas entre
las Células Principales. B. HE (x400) Células C con citoplasma claro, nucleo pequefio y

compacto. (Reis-filho y cols, 2003).
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Hasta en un 81% de los casos, los foliculos mixtos se pueden encontrar
mezclados con los SCNs (Harach y cols, 1988; Cameselle-Teijeiro y cols,
1994; Martin y cols, 2000). Los foliculos mixtos estan compuestos de un
remanente de células principales y células foliculares, formando una luz de
aspecto folicular. La luz contiene material coloide PAS+, mucinas acidas,
restos celulares y material granular PAS+ (Cameselle-Teijeiro y cols, 1994;

Harach y cols, 1987).
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Figura 5. Nidos sélidos celulares. IHC para neurotensina (x250). Algunas de las células de los
nidos sélidos celulares muestran formacion de lumen (flecha) originando los denominados
foliculos tiroideos mixtos. Se identifica inmunoreaccién difusa en los citoplasmas de las células
principales para neurotensina. Puede observase una célula C (flecha negra), (Reis-filho y cols,
2003).
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Figura 6. Nidos sélido celulares. Mucicarmina de Mayer (x160) Se observan microquistes con
material granular eosinofilo (C) asociados con nidos solidos celulares (flecha), (Reis-filho y cols,

2003).
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La evaluacion inmunohistoquimica realizada hasta ahora en SCNs ha revelado
gue tanto las células principales como las células C expresan citoqueratinas
de alto y bajo peso molecular (Cameselle-Teijeiro y cols, 1994; Martin y
cols, 2000; Harach, 1987; Bykov, 1993; Fraser y cols, 1979; Mizukami y
cols, 1994; Harach y cols, 1993), asi como antigeno carcinoembrionario,
pero sin embargo muestran una expresion diferencial de marcadores
neuroendocrinos; mientras las células principales son normalmente positivas
para somatostina y neurotensina, las células C son inmunorreactivas para
calcitonina y el péptido relacionado con el gen de la calcitonina (Cameselle-
Teijeiro y cols, 1994; Reis-Filho y cols, 2003). La vimentina es normalmente
negativa, mientras que sobre la expresion de tiroglobulina en SCNs existe
controversia (Harachy cols, 1988; Mizukamiy cols, 1994; Janzery cols,1979;

Harach y cols, 1993, Reis-Filho y cols, 2003).

TTF-1 es un marcador de diferenciacién temprano tanto para células
foliculares y parafoliculares (Reis-Filho y cols, 2001; Reis-Filho y cols, 2000)
y p63 se expresa constitutivamente en células madre/basales de varios tipos
de epitelio y normalmente se encuentra ausente en células diferenciadas
(Mills 'y cols, 1999; Yang y cols, 1999; Levrero y cols, 2000; Di Como vy
cols, 2002; Reis-Filho y cols, 2002). Reis-Filho y cols (2003) observaron una

expresion diferencial de p63 y TTF-1 en el nucleo de las células principales
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y el de las células C, apreciando que en las células principales se expresaba
p63y queratina celular basal (34BE12), en cambio no se detectaba expresion
de TTF-1. En contraste las células C, expresaban TTF-1, calcitonina y no
presentaban inmunorreactividad para p63, lo que les llevo a especular que
las células C de los SCNs ya habian comenzado su diferenciaciéon parafolicular
y que las células principales podria ser células madres (Reis-Filho y cols,
2003). En los foliculos mixtos se detecto también una expresion diferencial
de p63, citoqueratinas, TTF-1 y tiroglobulina; mientras que las células que
parecian células principales mostraban una intensa tincion positiva para p63
y citoqueratina 34BE12 no se detectaba en ellas inmunoexpresion para TTF-
1y tiroglobulina, las células cuboides dispuestas en un patrén folicular eran
positivas para tiroglobulina y TTF-1 y negativas para p63 y citoqueratina
34BE12. Todo ello sugeria que las células ordenadas en las estructuras

foliculares habian iniciado su diferenciacion folicular (Reis-Filho'y cols, 2003).
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Figura 7. A. IHQ (x400) Expresion de
citoqueratina 34BE12 en los SCNs. Observése
la falta de expresién en algunas células C
(flecha). B. IHQ (x100). SCN tedido con
antigeno carcinoembrionario. En la periferia
se puede observar inmunoreactividad dispersa
en las células C. C. IHQ (x200). Expresién de
TTF-1 en un SCN. Puede observarse expresion
infrecuente de TTF-1 (flecha). En la derecha
hacia abajo, TTF-1 tife todas las células
foliculares de foliculos tiroideos normales.
D. IHQ (x200). Células foliculares y estroma
tiroideo tefido con tiroglobulina. Los SCNs
negativos para este marcador. E. IHQ (x200).
Inmunoreactividad para calcitonina en células
C dispersas de los SCNs (Reis-filho y cols,
2003).
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En otro estudio posterior se encontré una sobreexpresion de bcl-2 en las
células principales de los SCNs (Preto y cols, 2004). Previamente se habia
demostrado que la proteina bcl-2 prolonga la supervivencia de la células, la
capacidad de diferenciacion y promueve la diferenciacion y la morfogénesis
(Lu y cols, 1996). El incremento de la expresion de bcl-2 en los SCNs parece

estar en concordancia con un fenotipo de célula madre.
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Figura 8. SCNs de glandula tiroidea humana (A y B). IHQ (x400). Expresién de la telomerasa

en los nucleos de las células principales; también puede observarse la ausencia de
inmunorreactividad en las células foliculares tiroideas adjacentes al SCN. C. IHQ (x400).
Intensa tincion nuclear para p63 en las células principales de los SCNs. D. IHQ (x400).

Intensa reactividad citoplasmatica para bcl-2 en los SCNs (Preto y cols, 2004).
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AuUn existe ambigledad sobre que constituye exactamente una célula
madre. La definicion de célula madre més aceptada es aquélla que la define
como una célula con capacidad de autorenovacion y de generar progenie
diferenciada (Morrison y cols, 1997). Existen también otras propiedades que
se asocian con las células madre que son la habilidad para sobrevivir de una
forma quiescente, la capacidad de clonarse regenerando algunos o todos
los tipos celulares que conforman el tejido en el que ubica, y la habilidad de
someterse a divisiones celulares asimétricas (Hall y cols, 1989; Potten y cols,
1990).

Las células somaticas normales tienen un potencial replicativo limitado
denominado “limite de Hayflick” que al alcanzarlo las células se encuentran
en un estado no-creciente viable. Las células que han adquirido un potencial
de autorrenovacion amplio como las células madre necesitan sobrepasar esta
barrera de crecimiento mediante activacion de la telomerasa. Se han descrito
niveles bajos de expresion de la telomerasa en células madres de varios
tejidos como en células basales de las criptas intestinales, células basales de
la piel y células progenitoras hematopoyéticas, entre otras (Hiyama y cols,

1995; Hastie y cols, 1990; Matthews y cols, 2001).

Preto y cols (2004) han detectaron expresion de telomerasa mediante

inmunohistoquimica en las células principales de los SCNs .Otros autores
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también han detectado actividad de la telomerasa en el tiroides normal
(Haugeny cols, 1997; Yashima y cols, 1997; De Deken y cols, 1998; Onoda
y cols, 1998; Kammori y cols, 2000). Estas observaciones parecen indicar
que las células foliculares podrian tener su origen en las células telomerasas

positivas derivadas de la estructura de los SCNs (Preto y cols, 2004).

Aungue el perfil inmunohistoquimico obtenido hasta ahora para las células
principales de los SCNs parece indicar un fenotipo de célula madre, no se
han realizado estudios para analizar la expresién de marcadores especificos
de células madre como OCT4 o SALL4.

Como ya hemos mencionado, los nidos sélidos celulares pueden ocasionar
algunas dificultades en la practica rutinaria de patologia tiroidea dado
qgue pueden confundirse con metaplasia escamosa, carcinoma escamoso
metastasico, microcarcinoma papilar, carcinoma medular e hiperplasia de las
células C (Harach y cols, 1988; Camesselle-Tejeiro y cols, 1994). Hasta hace
poco tiempo se asumia que una evaluacion morfolégica basada en un perfil
inmunohistoquimico de los SCNs (antigeno carcinoembrionario y queratinas
“epidérmicas”) podria ser suficiente para diferenciarlos (Harach y cols,
1988; Camesselle-Tejeiro y cols, 1994). Sin embargo, algunos carcinomas
neuroendocrinos y carcinomas mucoepidermoides primarios o metastasicos

pueden coexpresar antigeno carcinoembrionario y citoqueratinas de alto
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peso molecular “epidérmicas” (Camesselle-Tejeiro y cols, 1995; Harach y
cols, 1985; Sturny cols, 2001; Schroder y cols, 1996; Baloch y cols, 2000). La
inmunoreactividad de p63 podria ayudar en la identificacién de los SCNs. p63
no se expresa en células foliculares ni parafoliculares (Di Como y cols, 2002;
Reis-Filho y cols 2002) ni en carcinomas foliculares ni medulares (Di Como
y cols, 2002; Reis-Filho y cols 2002). En cambio en un estudio realizado por
Pretoy cols (2002), se detecto inmunoexpresion en 4 carcinomas papilares en
el 5-30% de las células. Ademas, la expresion de p63 casi se restrinjio a focos
de diferenciacion escamosa (Preto y cols, 2002). Por otro lado Faggiano y
cols (2003), han identificado la Galectina-3 como un posible marcador para

distinguir los SCNS de células parafoliculares normales.
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Figura 9. Inmunoexpresién nuclear y citoplasmatica de Galectina 3 en SCNs (Faggiano y cols,

2003)
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CELULAS MADRES Y CANCER
DE TIROIDES

Los recientes progresos en la biologia celular tumoral y en genética
proporcionan cada vez mas pruebas de que una subpoblacién especifica
de las células tumorales juega un papel crucial en la iniciacién del tumor, el
crecimiento invasivo, y la metastasis de tumores malignos varios (Montero
y cols, 2010). Estas células, denominadas células madre del cancer (CSCs) o
células iniciadoras del tumor, tienen capacidad de division celular asimétrica,
es decir, generan una copia de si mismas (auto-renovacion) y dan lugar a
células progenitoras que progresivamente se diferencian en varios linajes de
masas celulares tumorales heterogéneas (Visvaderi y cols, 2008). Cuando se
trasplantan a inmunodeficientes, por ejemplo a ratones NOD / SCID, las CSCs
regeneran una fenocopia del cancer de origen.En varios tumores sélidos, en
leucemias, y en lineas celulares cancerosas se han detectado CSCs (Visvaderi
y cols, 2008).

Las CSCs puede surgir a través de la adquisicion de mutaciones o cambios
epigenéticos a partir de células madre adultas o a partir de células
progenitoras comprometidas. Las células madre adultas, tienen capacidad
de auto-renovacién y de diferenciacion durante toda la vida del organismo,

y se caracterizan por su pluripotencia y su estado indiferenciado.

El modelo CSC (modelo jerarquico) sostiene que la llamativa heterogeneidad
morfoldgica y funcional, es una caracteristica de la mayoria de los tumores,
y gque se sustenta por subpoblaciones distintas de CSCs (Dick y cols, 2009).
Sin embargo, no todos los tumores malignos siguen este modelo de CSCs de
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heterogeneidad. De foma que, se ha propuesto un modelo alternativo para
explicar esta heterogeneidad. El modelo estocastico para la iniciacién tumoral
predice que un tumor es un principio, biolégicamente homogéneo y adquiere
la heterogeneidad por azar al ocurrir eventos secundarios que alteran la
proliferacion, diferenciacion y supervivencia de las células individuales. Todas
las células tumorales son igualmente sensibles a factores intrinsecos (por
ejemplo, a los niveles de factores de transcripcién, vias de sefializacion) o
extrinsecos (por ejemplo, microambiente, la respuesta inmune) que afectan
a las células individuales y por lo tanto puede generar heterogeneidad (Dick
y cols, 2008).

Este modelo de carcinogénesis se fundamenta en los hallazgos encontrados
en varias vias de sefalizaciéon que han demostrado que regulan las células
madre adultas que se alteran en enfermedades malignas, incluyendo las
vias: Wnt candnica, Hedgehog y Notch (Jiang y cols, 2008; Koch y cols,
2007; Reya y cols, 2005; Klonisch y cols, 2009, Takano y cols, 2004; Thomas
y cols, 2006; Thomas y cols, 2006). Ademas, existe una estrecha relacion
entre el patron de expresion genético de las células madre embrionarias y el

de algunos tumores malignos (Montero y cols, 2010).
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3.1

CELULAS MADRES EN TEJIDOS TIROIDEOS
BENIGNOS Y MALIGNOS, Y EN LINEAS
CELULARES DE CARCINOMA TIROIDEO

El concepto de la carcinogénesis de multiples pasos en el tiroides sugiere un
proceso de desdiferenciacion de las células foliculares tiroideas diferenciadas
normales a un carcinoma tiroideo anaplasico o a un carcinoma papilar o
folicular que ha sido recientemente cuestionado por distintas razones: 1) la
baja tasa de proliferacion de tirocitos adultos que limita la acumulacién de
mutaciones y otros cambios genéticos o epigenéticos, un requisito previo
de la transformacion celular, 2) la inconsistencia e incluso la ausencia de
aberraciones moleculares en algunos carcinomas de tiroides diferenciado
e indiferenciado, que no refleja un proceso de varios pasos, 3) la notable
heterogeneidad morfolégicas y funcional de los diversos carcinomas de
tiroides, que dificilmente se puede atribuir a una sola lesion derivada de la
célula, y 4) la deteccion de marcadores oncofetales en los carcinomas de
tiroides y de restos de células fetales dentro de la glandula tiroides (Klonisch
y cols, 2009; Kondo y cols, 2006). Mas recientemente, como una hipotesis
alternativa de la carcinogénesis del tiroides, se postulé el origen fetal de
las células cancerosas (Takano y cols, 2004). Esta hipétesis puede ser una
anticipacion del modelo jerarquico de CSCs en tiroides, sin embargo aiin no
se ha comprobado dicha hipotesis. De hecho, las células madre adultas de
un tejido especifico comparten muchas caracteristicas con las células madre
embrionarias, incluyendo la capacidad de autorrenovacion y diferenciacion,

pero se distinguen de las células madre embrionarias porque su diferenciacion
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se limita en gran medida a ciertos tipos de células en un érgano en particular.
Por lo tanto, las CSCs de tiroides derivan de células madre adultas mutadas
o células progenitoras comprometidas que puede no ser idénticas a células
fetales como el origen del cancer de tiroides, aunque comparten algunas

propiedades con estas células.

Actualmente, se ha detectado y caracterizado células madre adultas tiroideas
en tejidos normales del tiroides y bocio y supuestas CSCs procedentes de
lineas celulares de carcinoma de tiroides (Thomas y cols, 2006; Fierabracci
y cols, 2088; Mitsutake y cols, 2007; Zitu y cols, 2008; Firedman y cols,
2009). En la glandula tiroides humana, las células madre adultas y las células
progenitoras se muestran como células dispersas individuales o en grupos
por todo el tejido (Thomas y cols, 2006).

En la edicion de JCEM, Malaguarnera et cols. (2007), revelaban la existencia
de CSCsen el carcinoma papilar de tiroides. Demostraron que CSCs, aisladas
como tirosferas, mostraban un patrén de expresion tipico de marcadores
de células madre y que sélo algunas eran marcadores de diferenciacién,
mientras que las células madre adultas derivadas de las tirosferas de los
tejidos tiroideos normales conservaban la capacidad de diferenciarse en una
progenie mas diferenciada. En contraste, las células progenitoras derivadas
de CSCs habian perdido la capacidad de generar una descendencia con un
fenotipo diferenciado.
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Figura 10. Hipdtesis de células madre para cancer de tiroides (Gibelli y cols, 2009)
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Mientras que este trabajo estaba en desarrollo, Todaro y cols (2010),
también informaron sobre el aislamiento de CSCs como tirosferas de
carcinomas folicular, papilar e indiferenciado de tiroides. Interesantemente,
las inyecciones ortotépicas de unas pocas CSCs de tiroides recapitulaba
el comportamiento del tumor parental, incluyendo la metastasis agresiva
del carcinoma indiferenciado de tiroides. Estos resultados son de suma
importancia ya que se ha cuestionado la capacidad CSCs de tiroides para
formar tumor. En realidad, sélo algunas de las poblaciones CSCs proceden
de lineas celulares de carcinoma de tiroides conservan la capacidad de
generar tumores en ratones inmunodeficientes o siendo incluso menos
tumorogénicas in vivo que la poblacién principal de las células cancerosas
(Mitsutake y cols, 2007). Esta discrepancia puede explicarse por un lado, por
las diferentes localizaciones de las inyecciones (ortotodpico, es decir, dentro
de la glandula tiroides, frente a una inyeccién subcutanea), lo que puede
afectar tumorogenidad de las CSCs. Ciertamente, solo las ortotépicas de
CSCs proporcionan el microambiente éptimo para el crecimiento del tumor.
Por otra parte, puede deberse a los diferentes marcadores que se han
aplicado para el aislamiento de las CSCs y caracterizacion de la poblacién

heterogénea de las presuntas células madre (Visvader y cols, 2008).



NATURALEZA DE LOS NIDOS SOLIDOS DEL
TEJIDO TIROIDEO TESIS DOCTORAL

Diia. Maria Dolores Martinez de Olcoz Cerdan

3.2

SENALIZACION IGF EN CANCER DE TIROIDES Y
CSCs DERIVADAS DE CARCINOMAS PAPILARES

El receptor de IGF-I, es un receptor tirosin quinasa para IGF-I e IGF-Il, que
desempena un papel en la transformacién maligna, la progresién tumoral y
metastasis en tumores malignos diferentes (Frascay cols, 2008).La sefalizacion
IGF también esta implicada en la regulacion de células madre. IGF aumenta
la expresiony actividad OCT-4 y Nanog, marcadores de células madre que son
altamente expresados en CSCS derivadas de carcinoma papilar de tiroides, tal
como se muestra en el actual trabajo de Malaguarnera et al. (Malaguarneray
cols (2011). Ademas, IGF puede mantener la capacidad de las células madre
para autorrenovarse, diferenciarse, promover su supervivencia El receptor
de IGF-I, es un receptor tirosin quinasa para IGF-1 e IGF-Il, que desempefa un
papel en la transformacion maligna, la progresién tumoral y metastasis en
tumores malignos diferentes (Frascay cols, 2008).La sefalizacion IGF también
esta implicada en la regulacion de células madre. IGF aumenta la expresion
y actividad OCT-4 y Nanog, marcadores de células madre que son altamente
expresados en CSCS derivadas de carcinoma papilar de tiroides, tal como
se muestra en el actual trabajo de Malaguarnera et al. (Malaguarnera y cols
(2011). Ademas, IGF puede mantener la capacidad de las células madre para
autorrenovarse, diferenciarse, promover su supervivencia y la migracion de
las mismas (Bendall y cols, 2007). Cabe destacar que los distintos patrones
de expresion de las diferentes isoformas del receptor de la insulina y el
receptor IGF-I en las tirosferas procedentes de carcinoma papilar de tiroides

o de tejido normal y en tejido tiroideo diferenciado enlaza la sefializacion de
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IGF implicada en la regulacion y diferenciacion de las células madre tanto

en tejidos benignos y malignos de tiroides.

Con respecto al reciente debate sobre la mayor incidencia de cancer en
pacientes con diabetes, obesidad y la importancia de la hiperinsulinemia en
estas enfermedades, es sorprendente que tanto los IGFs como la insulina
estimulan significativamente un aumento del volumen de las tirosferas y
promueve el crecimiento de CSCs (Malaguarneray cols, 2011; Vigneriy cols,
2006).

3.3

CONCEPTOS EMERGENTES EN LA CARCINOGENESIS
DEL TIROIDES: RECONCILIACION CON LA HIPOTESIS
CARCINOGENESIS TIROIDEA EN VARIAS ETAPAS CON EL
MODELO DE CSC

El concepto que el adenoma de tiroides, y los carcinomas papilares, foliculares
e indiferenciado de tiroides originados a partir células foliculares tiroideas
bien diferenciadas, que acumularon multiples mutaciones durante afos
o incluso décadas, ha estimulado la investigacion sobre las aberraciones
moleculares en estos tumores desde hace tiempo. Segun el modelo clasico

de carcinogénesis de multiples pasos (Figura 11), se cree que las células
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cancerosas de tiroides provienen generalmente de una acumulacién
secuencial de alteraciones genéticas durante el ciclo de vida de los tirocitos
premalignos bien diferenciado, hasta la expresion de un fenotipo neoplasico,
sequido del ilimitado crecimiento de clones (Kondo y cols, 2006). Hay dos
clases de genes, en los que las mutaciones son de particular importancia en
la carcinogénesis: 1) los genes supresores de tumores, en ellos las mutaciones
son eventos importantes en la progresion tumoral y 2) los oncogenes, genes
anormales generados mediante mutacion/activacion de los proto-oncogenes
“normales”. Los reordenamientos cromosémicos que conduce a la expresion
de oncogenes con dominio tirosina quinasa son hallazgos comunes en los

canceres de tiroides diferenciados (Kim y cols, 2003).

EL primer receptor tirosin quinasa desregulado, el proto-oncogen RET,
se localiza en el cromosoma 10 y codifica un receptor tirosin quinasa
transmembrana que esta implicado en las primeras etapas de la patogénesis
de los carcinomas papilar y medular de tiroides. Los mecanismos de
activacion RET son diversos: encontrandose una mutacion puntual en el caso
del carcinoma medular y un reordenamiento intra o inter-cromosémica (RET
/ PTC) para el carcinoma papilar, con mayor prevalencia en PTCs inducidos

por radiacion y una prevalencia mucho menor en tumores esporadicos.

La segunda alteracion se debe a una mutaciéon puntual en el proto-oncogen
B-RAF, que se encuentra en el cromosoma 7 y que se encuentraimplicadoen la
via de transduccion de sefial de MAPK, y que estan estrechamente vinculados
en los eventos tempranos del carcinoma papilar, y mas frecuentemente en
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tumores esporadicos y excepcionalmente en PTCs inducidos por radiaciéon
(Fagin y cols, 2008).

Otro reordenamiento cromosémico en los carcinomas papilares implica el
proto-oncogen NTRK1 (receptor de la tirosina quinasa neuotréfico), ubicado
en el cromosoma 1, que forma con oncogenes quiméricos diferentes

patrones, y que esta implicado en varias cascadas de sefializacion celular.

Finalmente, el oncogén RAS esta involucrado en los primeros pasos de la
transformacion de las células foliculares del tiroides, y se han encontrado
mutaciones puntuales en RAS tanto en adenomas como en carcinomas
foliculares. Un papel crucial en la progresion del adenoma folicular y del
carcinoma folicular parece ser una translocacién que genera un gen
guimérico, PAX8-PPAR (Nikiforowa y cols, 2008; Zhu y cols, 2009).
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Figura 11. Patdgenesis en multiples pasos en el cancer tiroideo diferenciado
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El concepto actual de la patogénesis del carcinoma indiferenciado de tiroides
es que puede evolucionar a través de desdiferenciacion de los carcinomas
foliculares o papilares y la alteracion genética mas frecuente encontrada
en la transicion tardia a carcinoma indiferenciado de tiroides implica la
inactivacion mediante una mutacion puntual de p53 (Kondo y cols, 2006;

Kim y cols, 2003; Suarez y cols, 2003).

Como se ha descrito existe un importante conocimiento de alteraciones de
vias de sefalizacion, receptores, de mecanismos de regulacién, alteraciones

cromosémicas, y de cambios epigenéticos (Kondo y cols, 2006).
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Figura 12. Células madre y ruta de multiples pasos para el cancer de tiroides (Gibelli y cols,

2009)
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Los resultados recientemente publicados de Todaroy cols. (2010) han revelado
una activacion constitutiva de CMET y Akt en las CSCs no diferenciadas
derivadas de tejidos de cancer de tiroides lo que vincula algunos detalles del
conocimiento actual de la patogénesis molecular del cancer de tiroides para
CSCs. De hecho, la activacion aberrante de B-catenina y Met se ha descrito
en diversos tumores humanos, incluyendo el cancer de tiroides (Cassinelli
y cols, 2009). Nuevas investigaciones seran necesarias para reconciliar el
conocimiento de las mutaciones genéticas y de los cambios epigenéticos en
el cancer de tiroides con el concepto de CSC.

3.4
POTENCIAL METASTASICO DE CSCs

Todaro y cols. (2010) han descrito caracteristicas agresivas metastasicas de
CSCs provenientes de carcinomas indiferenciados de tiroides después de
un trasplante ortotopico en ratones inmunodeficientes, lo que plantea la
cuestion que si las metastasis derivan directamente de CSCs (Visvader y cols,
2008). Para las neoplasias epiteliales, la transicion epitelio-mesenquimal se
considera crucial en el proceso metastasico, lo que implica la interrupcién
de la homeostasis de las células epiteliales y la adquisiciéon de un fenotipo
mesenquimal migratorio. Se cree que la transicion epitelio-mesenquimal se
relaciona con la adquisicion de propiedades de células madre. Sin embargo,
aun no se ha comprobado si esto se debe a las CSCs 0 a una generacién

de CSCs distintas metastasicas dentro de un tumor o la evolucion de un
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segundoa CSC con un inmunofenotipo distinto de la CSC de origen (Visvader

y cols, 2008), lo que puede tener una importante relevancia clinica.

3.5
POSIBLE PAPEL DE LOS SCNs EN EL CANCER DE TIROIDES

Como parte de la busqueda general para identificar poblaciones especificas
de células madre en una serie de 6rganos y tejidos, tanto en pacientes sanos
y enfermos, algunos autores han postulado el posible papel de las células
madre de los SCNs en la glandula tiroides (Rios y cols, 201 1), algunos estudios
lo han vinculado a la génesis de varios tumores, incluyendo el carcinoma
papilar, mucoepidermoide y escamosas (Harach y cols, 1993; Camesselle-
Tejeiro y cols, 1996; Camesselle-Tejeiro y cols, 1995, Burstein y cols, 2004).
Recientemente se ha publicado un estudio biomolecular que ha demostrado
la presencia la presencia de la misma mutacion BRAF (V600E) en los SCNs
y en el carcinoma micropapilar, sugiriendo una relacion histogenética entre
SCN vy el carcinom papilar de tiroides (Camesselle-Tejeiro y cols, 2009).
Por otro lado, en un trabajo publicado en este ano, se ha detectado una
lesion central de un tumor de tiroides encapsulado demostrd pose un perfil
inmunohistoquimico similar al SCN en el tumor de manera que los autores
creen que puede representar el primer caso documentado de un tumor de
SNC (Eloy y cols, 2011).
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La literatura, ofrece puntos de vista contradictorios sobre la posible relacion
entre células madre, el carcinoma de tiroides y los SCNs sin embargo, todas
estas opiniones se basan en los perfiles de inmunohistoquimica, en los que
no se ha valorado marcadores especificos de células madre (Camesselle-

Tejeiro y cols, 2005; Burstein y cols, 2005).

3.6

CSCs DERIVADAS DE CANCER DE TIROIDES:
IMPLICACIONES CLiNICAS Y PERPECTIVAS

El aislamiento y caracterizacion de las CSCs de cancer de tiroides tienen
importantes implicaciones clinicas que pueden en el futuro mejorar el
diagnostico de cancer de tiroides y puede conducir al desarrollo de nuevas
opciones de tratamiento para el carcinoma indiferenciado de tiroides que
carecen de captacion de yodo suficiente y son bastante resistentes a la
guimioterapia convencional y la radioterapia. Esta conclusién se basa en
los siguientes supuestos. En primer lugar, un conocimiento detallado de
las células iniciadoras del tumor puede proporcionar nuevos conocimientos
sobre los primeros pasos celulares de la carcinogénesis y puede conducir a la
deteccién de nuevos marcadores para mejorar el diagnoéstico de las neoplasias
de tiroides, por ejemplo, con respecto a la biopsia por aspiracion con aguja
fina. En segundo lugar, estudios patogenéticos, sobre el microambiente
celular que controla el crecimiento y funcion de las células madre adultas
(Visvadery cols, 2008), pueden responder a la pregunta de cuando una célula

madre que ha acumulado varias aberraciones genéticas durante un largo
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periodo de tiempo atraviesa la barrera para iniciar crecimiento tumoral. Este
conocimiento puede ser de suma importancia para el diagnostico precoz y
la prevencion del cancer. En tercer lugar, se ha demostrado que las CSCs son
mas resistentes a la quimioterapia y la radioterapia que la poblaciéon principal
de las células cancerosas. Lo que parece predecir una quimiosensibilidad del
tumor, de forma que se deberia evaluar la resistencia a ciertos farmaos de las
CSCs mediante ensayos in vitro, que en definitiva puede ofrecer estrategias
individualizadas y tratamientos altamente especificos para pacientes con
carcinoma indiferenciado de tiroides con una baja o ausente cantidad de

simportadores de yoduro sodico y por tanto no captan yodo radioactivo.

De hecho, hace muy poco se ha demostrado que la quimioterapia con
doxorrubicina no elimina las células cancerosas tiroideas anaplasicas ni detiene
el progreso del tumor lo que podria ser debido a la falta de medicamentos
efectivos para las CSCs (Zheng y cols, 2010). Considerando que la principal
poblacién de células de cancer muere por la quimioterapia, la fraccion de
CSCs son relativamente resistentes a la doxorrubicina y de esta forma pasan
a tener una proporciéon elevada de las células tumorales. La exposiciéon a
largo plazo a la doxorrubicina aumenté el porcentaje de CSC al 80% de las
células tumorales. El mal resultado de la quimioterapia con doxorrubicina en
células indiferenciadas cancer de tiroides puede ser explicado por la sobre-
regulacion de diferentes transportadores resistentes a multiples farmacos dela
familia de genes ABC, incluyendo los transportadores ABCG2 (transportador

resistente a multi-farmacos) y MDR1 que exporta la droga fuera de las CSCs
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y de esta forma confiere resistencia a estas células y mantiene el crecimiento
del tumor (Zheng y cols, 2010).

Para los carcinomas indiferenciados de tiroides que no pueden ser tratados
por la absorcidon de yodo radioactivo, las estrategias terapéuticas deben
no soélo estar dirigidas a eliminar poblaciéon principal de células de cancer
de tiroides, sino también a las CSCs que parecen ser responsables de la
progresion del tumor y la recidiva.
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Los SCNs de células del tiroides han fascinado a los patélogos, desde que
fueron descritos por primera vez por Getzowa en 1907. Aunque ampliamente
se acepta que los nidos solidos y los llamados foliculos “mixtos” son en
realidad restos del cuerpo ultimobranquial, su significado bioldgico sigue atin
siendo controvertido. Se ha sugerido que estos restos embrionarios puede
ser el origen de ciertas estructuras ectopicas que raramente estan presentes
en la glandulas tiroidea, asi como de ciertos tipos de tumor tiroideo. También
se ha apuntado que las células principales podria ser células pluripotenciales
gue contribuyen a la histogénesis de las células C y las células foliculares y de
ciertos tumores del tiroides, sin embargo poco se ha investigado al respecto.
Si este fuera el caso, en las células principales se podria esperar un fenotipo
de células madre, con capacidad tanto para autorrenovarse, o diferenciarse
y de existir en una forma mitéticamente inactiva, si bien estas propiedades

no estan siempre presentes en todas las células madre de tejidos humanos.

Por otra parte, los SCNs pueden ser una fuente de confusion en la patologia
tiroidea, ya que pueden imitar una serie de trastornos patolégicos como la
metaplasia escamosa, el carcinoma escamoso metastasico, el microcarcinoma

papilar , el carcinoma medular y la hipeplasia de células C.

En el presente estudio se pretende analizar y caracterizar los marcadores
de diferenciacion tiroidea (p63, bcl-2, citoqueratina 19, galectina-3, TTF-1,
tiroglobulina, calcitonina), asi como marcadores de células madre (OCT4 y
SALL4) en los nidos sélidos que se encuentran en la hiperplasia nodular.
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1. TIPO DE ESTUDIO

Se trata de un estudio retrospectivo casos. Este estudio fue aprobado por el
comité ético local, y se respetaron los principios establecidos en la declaracién
de Helsinki.

2. POBLACION ESTUDIADA Y OBTENCION DE MUESTRAS

Se incluyeron de forma consecutiva y aleatoria 10 pacientes diagnosticados
de hiperplasia nodular con SCNs celulares en el Hospital Infanta Luisa de
Sevilla, en el periodo de abril de 2010 a agosto de 2010. Las muestras se
obtuvieron durante una tiroidectomia total.

Se reviso la historia clinica de los pacientes incluidos en el estudio.

3. ESTUDIO HISTOLOGICO

Las muestras se fijaron en formol tamponado al 10%, se incluyeron en
parafina de forma rutinaria y se tifieron cortes de 5 pm con hematoxilina-
eosina. De cada caso se observaron todas las preparaciones disponibles
(entre 1y 5). El diagnéstico histolégico fue realizado por dos patélogos a
doble ciego.
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4. ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO

Para llevar a cabo el analisis de expresién de p63, bcl-2, citoqueratina
19 (CK19), galectina-3 (GAL-3), factor de transcripcion tiroideo (TTF-1),
tiroglobulina (TG), calcitonina (CT), OCT4 Y SALL4, 4 um de cada muestra
fueron tefiidas con un panel de anticuerpos (Tabla I) utilizando la técnica
complejo  estreptavidina-biotina-peroxidasa. Se incluyeron controles
negativos (el anticuerpo primario se sustituyo por suero del ratébn no inmunes)

y positivos en cada serie. El protocolo utilizado fue el siguiente:
4.1
PREPARACION DE LA MUESTRA

= Utilizar tejido fijado en formol tamponado al 10%.

= Realizar cortes de 4 um en portaobjetos xilanizados.

» Secar durante dos horas en estufa a 60° C.

4.2
PRETRATAMIENTO:

= Desparafinar e hidratar con gradiente decreciente de etanol.

= Agua oxigenada al 2% en metanol para eliminar peroxidasa

enddgena.
= Alcohol 96%.

= Agua destilada.

oooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo o
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= PBS.

= Desenmascarar antigenos mediante digestion enzimatica en tripsina

colocando los cristales en la placa caliente unos 20-30 minutos.

= lavar con PBS.

4.3
TECNICA
= PBS.
= Anticuerpo primario, 30 min.
= Lavado en PBS.
= Anticuerpo biotinado.
= Lavado en PBS.
= Estreptavidina.
= Lavado en PBS.
= Cromogeno, 10 min.
= Lavado en PBS y luego en agua destilada.
= Hematoxilina acuosa, 3 min.

= Pasar por agua caliente y montar en medio acuoso.
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4.4
INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Todos los controles dieron resultados satisfactorios. Un minimo del 10% de
tincién positiva se adoptd como un punto de corte para todos los marcadores.
Para p63y TTF-1, solo la tincidon nuclear se considera especifica, mientras que
para otros marcadores, sélo se acepto la tincion citoplasmatica. En cambio la
tincién de GAL-3 se considerd positiva cuando se observa tanto en el nucleo
como en el citoplasma. Para los marcadores OCT4 y SALL 4 se evalu6 tincién

nuclear y citoplasmatica.
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Antigeno Anticuerpo Dilucion
Calcitonina Polyclonal (BioGenex, San Ramon CA) 1:5000
TTF-1 8G7G3/1 (Dako, Glustrup, Denmark) 1:2000
Tiroglobulina DAK-Tg6 (Dako, Glustrup, Denmark) 1:2000
CK 19 RCK108 (Dako, Glustrup, Denmark) 1:100
P63 4A4 (Dako, Glustrup, Denmark) 1:50
Bcl-2 124 (Dako, Glustrup, Denmark) 1:20
Galectina-3 9C4 (Dako, Glustrup, Denmark) 1:200

Abreviaturas: TTF-1 factor de transcripcion tiroideo-1, CK 19 citoqueratina 19

Tabla Il. Anticuerpos primarios usados para el analisis inmunohistogquimico.
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5. ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis estadistico de resultados se ha utilizado el paquete estadistico
SPSS 18.0. Los resultados fueron expresados como la media + desviacién
estandar. Para comparar las edades entre hombres y mujeres se llevo a cabo
un andlisis de varianza ANOVA. Se considerd el nivel de significacion para un

valor de p<0.05
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RESULTADOS

1. ESTUDIO HISTQL()GICO Y CARACTERISTICAS
CLINICOPATOLOGICAS DE LOS PACIENTES

Se estudiaron muestras provenientes de 15 pacientes (8 hombres y 7
mujeres), con edades comprendidas entre los 36 y 70 afios. La media de
edad de los hombres fue de 53+9 afios y la de las mujeres de 49+13, no
existiendo diferencias significativas entre los pacientes de ambos sexos, de

forma que ambos grupos tenfan edades comparables.

Todos presentaron niveles normales de las hormonas tiroideas T3, T4 y TSH
y fueron diagnosticados de hiperplasia nodular. En la tabla Il se describe la

edad, sexo y estado funcional de cada uno de los pacientes.
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RESULTADOS

Caso Edad (afnios) Sexo (H/M) T3,T4, TSH DP

1 64 M ELN HN
2 45 H ELN HN
3 43 M ELN HN
4 36 M ELN HN
5 70 M ELN HN
6 37 M ELN HN
7 44 H ELN HN
8 69 H ELN HN
9 62 H ELN HN
10 46 H ELN HN
11 53 H ELN HN
12 45 M ELN HN
13 48 M ELN HN
14 51 H ELN HN
15 58 H ELN HN

Abreviaturas: ELN en limites normales, DP diagndstico patoldgico, HIM
(Hombre/Mujer), HN Hiperplasia nodular

Tabla Ill. Resumen de las caracteristicas clinicopatolégicas de los pacientes
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RESULTADOS

En todos los casos se detectdé SCNs formados por una compleja mezcla de
células principales y células C, tal como se ha descrito en la introduccion (Fig
13). Las células principales aparecieron con rasurados nucleares frecuentes.
Entremezcladas con las células principales, y confinadas en la periferia de los
SCNs, las células C fueron numéricamente menos visible y se caracterizaban
por citoplasma claro y vacio, asi como por nucleos redondeados. En seis
de los casos, el 60% los SCNs contenian una mezcla de foliculos mixtos y
estructuras delimitadas por células principales y epitelio folicular con coloide

y/o material esosindéfilo en el lumen (Fig. 14).
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Figura 13. SCN de un tiroides humano compuesto por una mezcla de células principales y

células C (H/E x20).
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Figura 14. SCNs quistico. Mezcla de foliculos compuesto por células que recuerdan a las
células principales de los SCNs y células cubicas dispuestas en una estructura folicular (H/E,

x40)



NATURALEZA DE LOS NIDOS SOLIDOS DEL
TEJIDO TIROIDEO TESIS DOCTORAL

Dfa. Maria Dolores Martinez de Olcoz Cerdan

RESULTADOS

2. ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO

La inmunotincion positiva para p63 se restringio a las células principales de
los nidos solidos. (Fig. 15). En todos los cortes analizados, no se detecto
inmunotincion en las células C. Tampoco se detecto inmunotincion positiva
para p63 en el tejido tiroideo subyacente. En todas las secciones de tejido las
células principales mostraron una intensa tincion para bcl-2, mientras que la

tincion fue negativa en las células C (Fig. 16).
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Figura 15. Analisis inmunohistoquimico de p63 donde se observa una intensa tinciéon

nuclear en las células principales (x40).
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Figura 16. Analisis inmunohistoquimico de bcl-2 en el que se detecto una intensa tincién

citoplasmatica en las células principales (x40).
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Se detectd inmunoreaccion positiva para CK19 en las células principales asi
como en las células de los foliculos mixtos y algunos foliculos adyacentes
(5) (Figura 17). En todos los cortes analizados, tanto las células principales
como las células C mostraron una intensa tincion nuclear y citoplasmatica
para GAL-3 (6). No se detecto inmunotincion de GAL-3 en el tejido tiroideo

subyacente. (Figura 18).

TG se considera el marcador més especifico de diferenciacion folicular
tiroideo. En este estudio, ninguno de los SCNs fueron positivos para TG
(Figura 18).Por el contrario, las células foliculares tiroideas y el coloide
mostraron una fuerte tincién positiva de TG. Tinciéon de CT se detectd en las
células C de todos los SCNs y en las células parafoliculares del tejido tiroideo
subyacente (Figura 19). Se detecto inmnoreaccion en todas las células
diferenciadas del parénquima tiroideo y en algunas células de los SCNs,
principalmente en aquellas que forman foliculos mixtos (Figura 20). No se
detectd inmunotinciéon de PTH ni en SCNs ni en el tejido tiroideo circundante
(Figura 21). Sélo dos casos mostraron tincion citoplasmatica granular pata

OCT4 y todos los casos fueron negativos SALL4 (Figuras 22 y 23).

Los resultados del analisis inmunohistoquimico se resumen en la Tabla IV.
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Figura 17. Inmunohistoquimica de CK 19 con positividad citoplasmatica moderara en las

células principales (x40).
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Figura 18. Inmunohistoquimica de GAL-3 con positividad nuclear y citoplasmatica intensa

tanto en las células principales como en las células C (x40).
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Figura 19. Andlisis inmunohistoquimico de TG que fue negativo tanto en las células

principales como en células C (x40)
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Figura 20. Inmunohistoquimica de CT con positividad citoplasmatica moderada en las

células C (x40).
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Figura 21. Analisis inmunohistoquimico de TTF-1 en el que se detect tincion nuclear en un
pequeno numero de células de los SCNs, principalmente en aquellas que forman foliculos

mixtos (x40).
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Figura 22. Inmunohistoquimica de PTH negativa tanto en células principales como en las

células C (x20).
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Figura 23. Inmunohistoquimica de OCT4 negativa tanto en células principales como en las

células C (x40).
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Figura 24. Inmunohistoquimica de SALL4 negativa tanto en células principales como en las

células C (x40).
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Células principales Células C
Caso|p63 bcl-2 CK19 GAL-3 TG TTF-*1 CT|[p63 bcl-2 CK19 GAL-3 TG TTF1 CT
1 + + + + - - - - - - + - - +
2 + + + + - - - - - - + - - +
3 + + + + - - - - - - + - - +
4 + + + + - - - - - - + - - +
5 + + + + - - - - - - + - - +
6 + + + + - - - - - - + - - +
7 + + + + - - - - - - + - - +
8 + + + + - - - - - - + - - +
9 + + + + - - - - - - + - - +
10 + + + + - - - - - - + - - +
11 + + + + - - - - - - + - - +
12 + + + + - - - - - - + - - +
13 + + + + - - - - - - + - - +
14 + + + + - - - - - - + - - +
15 + + + + - - - - - - + - - +

Tabla IV. Resumen de los resultados del analisis inmunohistoquimico en los nidos sélidos

del tiroides.
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Los SCNs del tiroides han fascinado a los patélogos desde su descripcion por
Getzowa (Getzowa S, y cols) en 1907. Actualmente se acepta que los SCNs
o también denominados foliculos mixtos son remanentes del cuerpo ultimo
branquial (Harach HR y cols, 1988; Camesselle-Tejeiro y cols, 1994; Martin y
cols, 2000; Harach HR y cols, 1987; Bykov VL y cols, 1993, Becker ME y cols,
1990 ), pero su significado biologico aun es desconocido (Harach HRy cols,
1988; Camesselle-Tejeiro J y cols, 1994; Martin y cols, 2000; Williams y cols,
1989; Camesselle-Tejeiro y cols, 1996). Se ha sugerido que estas estructuras
embrionarias remanentes pueden representar estructuras ectépicas rara vez
descritas en las glandulas tiroideas (Camesselle-Tejeiro y cols, 1994; Bykov
y cols, 1993), asi como en ciertos tipos de neoplasias tiroideas (Camesselle-
Tejeiro y cols, 1996; Camesselle-Tejeiro y cols, 1995).

Se cree que los quistes de los conducto tiroglobulares, tiroides lingual y
SCNs albergan células madre pluripotentes (Harach y cols, 1988; Camesselle-
Tejeiro y cols, 1994; Becker ME y cols, 1990). Los SCNs se componen de
dos tipos de células denominadas como “células principales” y células “C”
(Camesselle-Tejeiroy cols, 1994). Las células principales, que representan una
proporcion importante, son células alargadas, poligonales con nicleos ovales,
céntricos e irregulares. En ocasiones, estas células muestran un citoplasma
profundamente eosinéfilo con caracteristicas escamoides (incluyendo
citoqueratinas de alto peso molecular) pero que carecen de puentes
intercelulares (Camesselle-Tejeiro y cols, 1994). Las células C, representan en
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cambio una pequefa proporcién de la poblacion de SCNs, se caracterizan
por un citoplasma claro y pequefios nucleos compactos con ubicacion
céntrica, (Harach y cols, 1988; Camesselle-Tejeiro y cols, 1994; Martin y
cols, 2000). En hasta un 81% de los casos, los foliculos se puede encontrar
mezclado con auténticos SCNs (Harach HR y cols, 1988; Camesselle-Tejeiro y
cols, 1994; Martin y cols, 2000). Estos foliculos mixtos estan compuestos de
algunas células que se asemejan a las células principales y células foliculares

diferenciadas, formando un lumen folicular-como patron.

En la practica rutinaria de la patologia tiroidea los SCNs plantean ciertas
dificultades dado que pueden ser confundidos con metaplasia escamosa,
carcinoma escamoso metastasico, microcarcinoma papilar, carcinoma
medular e hiperplasia de células C (Harach y cols, 1988; Camesselle-Tejeiro
y cols, 1994). Se ha asumido que una evaluacion histoldgica basada en un
perfil inmunohistoquimico (CEA y citoqueratinas) de los SCNs podria ser
suficiente para diferenciarlos (Harach y cols, 1988; Camesselle-Tejeiro y cols,
1994). No obstante, los marcadores apuntados se coexpresan en algunos
carcinomas neuroendocrinos (Morrison 'y cols, 1997; Camesselle-Tejeiro y

cols, 1996), por lo que son necesarios otros marcadores mas especificos.

En este trabajo se ha detectado expresion de GAL-3, suficientemente
restringida a los SCNs tal como otros autores han descrito (Lu y cols, 1996).
También se ha observado inmunorreacion positiva de p63 en las células
principales de los SCNs, mientras que en tejido adyacente no se advierte
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la presencia de este marcador. Otros autores han encontrado resultados
similares (Camesselle-Tejeiro y cols, 1995, Preto y cols, 2004, Faggiano
y cols, 2003), anadiendo que p63 no se expresa en algunos carcinomas
diferenciados (medular y folicular) (Preto y cols, 2004, Camesselle-Tejeiro y
cols, 2009), pues parece ser que de forma excepcional se expresa en focos
de cambio escamoso de carcinomas papilares (DiComo y cols, 2002). En
consecuencia, p63 puede ser un magnifico marcador para distinguir los
SCNs de otras entidades patolégicas.

Aungue no existe una definicion precisa de celulas madre generalmente
se acepta que estas exhiben capacidad de autorrenovacién, potencial de
diferenciacion y que pueden existir en una forma mitéticamente quiescente,
pero células con estas propiedades no estan siempre presentes en todos
los tejidos humanos (Reis-Filho y cols, 2003). P63 es un miembro de la
familia de genes supresores p53 (estructuras homologas), estando esta
ultima implicada en la supervivencia y diferenciacion de las células madre en
diferentes epitelios. No sé conoce con precision si esta funcion la realiza la
p53 genuina o bien isoformas de la misma (Preto y cols, 2002; Barbareschiy
cols, 2001). Se ha sugerido que p63 podria desencadenar la diferenciacién
de algunas lineas celulares especificas (Preto y cols, 2002; Barbareschi y cols,
2001; Mills y cols, 1999).
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En el presente trabajo, adicionalmente se ha encontrado inmunorreaccion
intensa (expresion) de bcl-2 en células principales lo que es caracteristico
de un fenotipo embrionario no comprometido que se asocia con las celulas
madre (Reis-Filho y cols, 2002).

Por otro lado, las células principales no mostraron inmunorreacciéon para
algunos marcadores de diferenciacion, PTH y TG, lo que permite distinguir
a los SCNs de restos tisulares de paratiroides y afirmar que no presentan
diferenciacion hacia células foliculares productoras de TG. Sin embargo la
inmunorreacién para CT demuestra positividad en algunas células aisladas
dentro de los SCNs, similares a las células parafoliculares del tejido glandular
adyacente, lo cual demuestra la diferenciacion intranido de esta linea celular.
Con respecto a la inmunoreaccién positiva TTF-1 se advirtié en algunas
células periféricas de los SCNs, probablemente células C pues asi lo apuntan
otros autores (Mills y cols, 1999), asi como en células de foliculos mixtos y de
todos los foliculos del tejido tiroideo adyacente. Con el intento de rearfirmar
la naturaleza embrionaria de los SCNs conviene tener en cuenta que TTF-1 es
un marcador temprano de diferenciacion de células tiroideas (Lu y cols, 1996;
Reis-Filho y cols, 2001) y la mayoria de las células de los SCNs carecen de su
expresion (células indiferenciadas). Con el sentido de apoyar la naturaleza de
células madre en los SCNs se advierte la continuidad que existe entre células
principales, foliculos mixtos y células foliculares y parafoliculares. Tanto es asi
gue se ha sugerido que las células principales podrian ser pluripotenciales
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y contribuir a la histogénesis de las células C y de las células foliculares asi
como a algunos tumores tiroideos (CamesselleTejeiro y cols, 1996). Los
resultados descritos anteriormente sobre el perfil inmunohistoquimico de los
SCNs apoyan esta hipotesis. Contribuye a esta interpretacion el trabajo de
otros autores en el que se describe la marcada capacidad de autorenovacién
(actividad telomerasa), junto a bajos indices de proliferacion, en esta células

(Camesselle-Tejeiro y cols, 1995).

Hasta ahora se han individualizado los SCNs como un hecho morfolégico del
tejido tiroideo, al mismo tiempo que se han emitido interpretaciones sobre

su naturaleza y su significado.

Siguiendo esta orientacion de identificar poblaciones de células madre
especificas en 6rganos y tejidos, tanto sanos como enfermos (Hombach
Klonisch y cols, 2008; Klonisch y cols, 2008), en el tiroides se ha tratado
de vincular este protagonismo a los SCNs (Camesselle-Tejeiro y cols,
1996) e incluso a relacionar con la génesis de tumores como el carcinoma
papilar, mucoepidermoide y escamoso (Camesselle-Tejeiro y cols, 1995;
CamesselleTejeiro y cols, 1996; Burstein y cols, 2004). En este mismo sentido
se ha pretendido demostrar la presencia de la misma mutacién BRAF (V600E)
en SCNs y en el carcinoma micropapilar (Faggiano y cols, 2003). Ademas no
existen evidencias que soporten la relacion entre SCNs y carcinoma medular,
lo cual ha sido apuntado por algunos autores (Martin y cols, 2000; Ozaki y
cols, 1994).
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Por consiguiente, opiniones contradictorias sobre esta vinculacion de
células madre, SCNs y carcinoma de tiroides son frecuentes en la literatura
pero siempre basadas en perfiles inmunohistoquimicos que no recogen
marcadores absolutamente especificos de células madre (Camesselle-Tejeiro
y cols, 2005, Burstein y cols, 2005).

Oct4, un factor de transcripcion expresado en las células madre embrionarias
y células germinales, esta implicado en la regulacién y el mantenimiento de
la pluripotencialidad. Se ha detectado en seminoma (Gashaw y cols, 2007,
Jones y cols, 2004; Cao y cols, 2009; Ezeh y cols, 2005) y otros tipos de
tumores incluyendo carcinoma de mama (Ezeh y cols, 2005).

Sall4 también esta implicado en el mantenimiento de la auto-renovacion y
pluripotencialidad de las células madre embrionarias mediante la formacion
de una red de regulacién, junto con Oct4, Sox2, y Nanog. Recientemente,
Sall4 ha sido identificado como un nuevo marcador diagnéstico para los
tumores primarios del mediastino gonadales de células germinales (Cao y
cols, 2009; Cao y cols, 2009 BIS), mostrando 100% de sensibilidad para
los tumores gonadales del saco vitelino, seminomas o disgerminomas y
carcinomas embrionarios. Nuestros resultados con marcadores de células
madre no confirman la hipdtesis planteada pues sélo dos casos presentan
inmunoreaccion positiva de significado incierto para OCT4 y negativa en

todos los casos para SALL4.
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En resumen el perfil inmunohistoquimico de las células principales,
caracterizadas por la expression de p63 y citoqueratinas basales en ausencia
de marcadores de diferenciacion tiroideo como TFF-1, tiroglobulina, and
calcitonina, sugieren un fenotipo de célula madre; sin embargo en este
estudio no se ha confirmado esta, dado que se detecto expresion de OCT4

en solo dos casos mientras que en ninguno se detecto expresion de SALL4 .

Nuestros resultados contribuyen a un mejor conocimiento de la naturaleza
de los SCNs y pueden proporcionar una discreta ayuda a la correcta
interpretacion de la génesis de los tumores tiroideos, pero no indican
ninguna via importante para orientar otras estrategias terapéuticas distintas

a la quirurgica, por el momento.
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CONCLUSIONES
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1 Los SCNs se acepta que son restos del cuerpo ultimo
branquial y que se encuentran en una gran mayoria
de glandulas tiroideas normales y patologicas. En la
hiperplasia nodular la posibilidad de identificarlos

depende de la extension del estudio histolégico.

2 Los SCNs no se confunden con metaplasia escamosa,
carcinoma  escamoso,  micorcarcinoma  papilar,
carcinoma nodular o hiperplasia de células C. Su perfil
inmunohistoquimico es bien definido, al menos para

evitar tal confusion.

3 Las células principales de los SCNs muestran
inmunoreacciéon positiva, citoplasmica y nuclear, para
GAL-3, solo citoplasmica para bcl-2 y CK-19, y solo
nuclear para p63, siendo negativa la inmunotincion
para TG, TTF-1y CT.
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4 Las células claras muestran solo positividad para GAL-3

(citoplasmica y nuclear) y para CT (citoplasmica).

5 La inmunoreaccién positiva para bcl-2 en las células
principales se entiende como componente de la
expresion de un fenotipo embrionario no comprometido
gue puede facilitar la interpretacion de células madre.

6 La discutida presencia de células madre en los
SCNs no se ha podido demostrar, pues el estudio
inmunohistoquimico de marcadores especificos para
estas células, como el OCT4 y el SALL4, han ofrecido

resultado negativo.
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RESUMEN

INTRODUCCION: Es ampliamente reconocido que los nidos sélidos celulares
(SCN) de la tiroides son los restos del cuerpo ultimobranquial (UBB). Los
SCNs se componen de células principales y células C. Se ha sugerido que
las células principales podrian ser células pluripotentes que contribuyen a la
histogénesis de células Cy las células foliculares, asi como a la formacién de
determinados tumores de la tiroides.

OBJETIVO: El presente estudio pretende analizar el perfil inmunohistoquimico
de los SCNs e investigar potencial papel de célula madre de las células

principales de los SCNs.

MATERIALY METODO: Las secciones de tejido de cada diez casos de hiperplasia
nodular (no tumoral bocio) con SCN fueron recuperados de los archivos de el
Hospital Infanta Luisa (Sevilla, Espafia). Parathormona (PTH), calcitonina (CT),
tiroglobulina (TG), el factor de transcripcion tiroideo (TTF-1), la galectina 3
(GAL3), citoqueratina 19 (CK 19), p63, Bcl-2, Oct4, y la expresién SALL4
fueron evaluados mediante técnicas de inmunohistoquimica. Datos clinicos
del paciente fueron recolectados, y las secciones de tejido fueron tefiidas con
hematoxilina-eosina para su examen histolégico. Para el analisis estadistico

de resultados se ha utilizado el pagquete estadistico SPSS 18.0.

RESULTADOS: La mayoria de las células mostraron inmunotincion negativa
para PTH, CT, TG y TTF-1. Algunas células con tincién positiva para TTF-1y
CT requirieron discusion. Sin embargo, la expresion de bcl-2, p63, GAL3, y
CK se detect6 en las células principales. Port otro lado, la expresién de OCT4

se detect6 sélo en dos casos, y la de SALL4 en ninguno.
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DISCUSION/CONCLUSIONES: La tincion positiva para bcl-2 y p63, y negatividad
para la PTH, CT y TG en las células principales de los SCNs son ambas
consistentes con la ampliamente aceptada definicién minimalista de células
madre, lo que apoya la hipdtesis de que puede jugar un papel de célula
madre en la glandula tiroides, aunque mas investigacion es requerida en
el terrenod e los marcadores de células madre. Por otra parte, la tinciéon de
p63 y GAL-3 ofrece un medio mucho mas sensible de deteccion de SCNs
que la tincion para el antigeno carcinoembrionario, la calcitonina, u otros

marcadores, lo que puede ayudar a distinguir los SCNs de sus imitadores.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: It is widely held that solid cell nests (SCN) of the thyroid
are ultimobranchial body remnants. SCNs are composed of main cells and
C cells. It has been suggested that main cells might be pluripotent cells
contributing to the histogenesis of C cells and follicular cells, as well as to
the formation of certain thyroid tumors.

PURPOSE: The present study sought to analyze the immunohistochemical
profile of SCN and to investigate the potential stem cell role of SCN main
cells.

PATIENTS AND METHOD: Tissue sections from ten cases of nodular
hyperplasia (non-tumor goiter) with SCNs were retrieved from the files of the
Hospital Infanta Luisa (Seville, Spain). Parathormone (PTH), calcitonin (CT),
thyroglobulin (TG), thyroid transcription factor (TTF-1), galectin 3 (GAL3),
cytokeratin 19 (CK 19), p63, bcl-2, OCT4, and SALL4 expression were
evaluated by immunohistochemistry. Patient clinical data were collected,
and tissue sections were stained with hematoxylin-eosin for histological
examination. Finally, statistical analysis of results was performed using SPSS
18.0.

RESULTS: Most cells stained negative for PTH, CT, TG, and TTF-1. Some
cells staining positive for TTF-1 and CT required discussion. However, bcl-2,
p63, GAL3, and CK 19 protein expression was detected in main cells. OCT4
protein expression was detected in only two cases, and SALL4 expression in

none.
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DISCUSSION/CONCLUSIONS: Positive staining for bcl-2 and p63, and negative
staining for PTH, CT, and TG in SCN main cells are both consistent with
the widely accepted minimalist definition of stem cells, thus supporting the
hypothesis that they may play a stem cell role in the thyroid gland, although
further research will be required into stem cell markers. Furthermore, p63
and GAL-3 staining provides a much more sensitive means of detecting SCNs
than staining for carcinoembryonic antigen, calcitonin, or other markers;

this may help to distinguish SCNs from their mimics.
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