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I. INTRODUCCION
1.- GLANDULA TIROIDEA

1.1. Estructura histologica general

La glandula tiroidea es un érgano endocrino cuya funcidn es indispensable para el
crecimiento y el desarrollo normales ya que produce, principalmente, las hormonas
tiroideas encargadas de regular el metabolismo basal. Se encuentra situada en la base
del cuello, junto al cartilago tiroides de la laringe y en posicién anterior a la traquea,
entre el segundo y tercer anillos traqueales en humanos y el cuarto-quinto en la rata.

El tiroides tiene forma de mariposa y consta de dos lobulos laterales que se sitian a
ambos lados de la trdquea, que en humanos miden alrededor de 5cm de longitud cada
uno, 2,5 cm de ancho y pesan entre 20 a 30 g (Diéguez 2007). En la rata, la longitud
media del Iébulo tiroideo es de 2,07 mm y el peso medio de la glandula se va
incrementando a lo largo de su vida (21,8 £ 4.0 mg a 46,5 + 19,05 mg en machos y 17,2
+ 4,53 mg a 41,7 + 26,92 mg en ratas hembras)( Rao-Rupanagudi S Gopinath C. 1992;
Pfeffer et al. 1999). Los l6bulos tiroideos estdn unidos mediante una porcion de tejido
situada en posicién anterior denominada istmo que, frecuentemente, puede originar
un tercer l6bulo, el I6bulo piramidal o medio (figura 1).

La glandula esta rodeada por una fina capsula de tejido conjuntivo que envia tabiques
hacia el interior del parénquima, dividiéndola en lobulillos incompletos (Ross 2012;
Welsch 2009)

Hueso Hioides

Ligamento tirohiohideo\ "
Cartilago Tiroides
Cartilago Cricoides

Glandula Tiroides
Lébulo Piramidal
Lébulo derecho
Istmo

Lébulo izquierdo

Traquea ——————&—28

Figura 1.- Representacion esquematica de la posicidon y anatomia del tiroides
humano (Richard L. Drake, Adam M.W. Mitchell, 2015).




El tiroides es un érgano muy vascularizado pues esta irrigado por las arterias tiroideas
superiores e inferiores y presenta una extensa red capilar de tipo fenestrado, que se
dispone en plexos profundos que facilitan el transito de las hormonas tiroideas hacia
la luz del capilar. El drenaje venoso se realiza mediante abundantes plexos vasculares
que desde la superficie lateral y medial de los Iébulos originan las venas tiroideas
superior, media e inferior. A esta red capilar se une una abundante red de capilares
linfaticos situados alrededor de los foliculos.

El sistema nervioso simpatico (SNS) interviene en la regulacién de la funcién tiroidea
mediante un mecanismo de control nervioso, junto con el eje hipotalamo-hipdfiso-
tiroideo (HHT) que constituye la regulacion principal.

1.2. Componentes epiteliales

El foliculo tiroideo es la unidad estructural y funcional de la glandula tiroidea.
Centenares de miles de foliculos, cuyo didmetro varia de 0.2 a 1 mm, forman casi toda
la masa de la glandula tiroidea humana. Los foliculos constituyen una estructura Unica
entre las glandulas endocrinas, ya que en la luz folicular almacenan el complejo
glucoproteico cuyo componente principal es la tiroglobulina (Tg), que es una forma
inactiva de almacenamiento de las hormonas tiroideas. La Tg muestra apariencia
viscosa, eosinofilia y es PAS+.

Se trata de un compartimento de aspecto quistico mas o menos esferoidal, que tiene
una pared formada por un epitelio simple cubico o cilindrico bajo, el epitelio folicular,
gue descansa sobre una delgada l[dmina basal, y contiene una luz rellena de coloide, la
luz folicular (figura 2). En el espacio interfolicular se observan abundantes capilares
sanguineos y linfaticos, ademdas de fibroblastos dispersos, fibras de coldgeno,
linfocitos, plasmocitos y células cebadas o mastocitos que, en roedores, son grandes y
poliédricas con numerosos granulos secretores.

Figura 2.-Diagrama esquematico de los
omponentes histologicos de la
glandula tiroidea normal (Fernandez-
Santos JM et al, 2012).
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El tamafio de los foliculos tiroideos y de las células foliculares que lo revisten depende
del estado funcional de la glandula. Asi, los foliculos mas activos presentan un tamafio
menor, con un coloide disminuido y menos denso, y las células foliculares que lo
revisten presentan una morfologia cubica o cilindrica. En cambio, los foliculos con una
menor actividad, se caracterizan por tener un tamafio mayor, con una gran cantidad
de coloide y revestidos por células epiteliales planas. Al menos en roedores, los
foliculos mas activos se encuentran habitualmente en el area central del Iébulo
tiroideo, mientras que los menos activos se situan en la periferia del mismo (figura 3)
(Barbier et al. 1976; Hartoft-Nielsen et al. 2005).

Figura 3.- Microfotografia de la glandula tiroides. Corte tefiido con H-E de los foliculos
tiroideos. Cada foliculo consiste en una simple capa de células epiteliales que rodean
una masa central de coloide. Se observan foliculos de diversos tamanos. A) Tiroides
humano; B) Tiroides de rata (Martin-Lacave, 2014).

El parénquima tiroideo estd compuesto principalmente por tres tipos de células: las
células foliculares, las células C o parafoliculares y los restos ultimobranquiales (UB),
gue van a describirse seguidamente.

1.2.1. Células foliculares

Las células foliculares o tirocitos constituyen el componente epitelial mayoritario de la
glandula tiroidea. Tienen a su cargo la produccién de las hormonas tiroideas
triyodotironina (T3) y tetrayodotironina o tiroxina (T4). La organizacion en foliculos,
hace que el tirocito guarde una clara polaridad, con su polo basal descansando sobre la
membrana basal y su polo apical orientado hacia la luz folicular. Con Hematoxilina-
Eosina (H-E) exhiben un citoplasma basdfilo palido y un nucleo esferoidal con nucléolo
prominente. Con las técnicas de coloracién adecuadas, se pueden identificar
inclusiones lipidicas y vesiculas PAS positivas.




Ultraestructuralmente, se aprecian los organulos que se asocian a su vez a las células
secretoras y absortivas, complejos de union y desmosomas en las zonas lateroapicales,
asi como microvellosidades cortas en su porcion apical. En la regidn celular basal, hay
gran abundancia de reticulo endoplasmatico rugoso (RER), mientras que el aparato de
Golgi ocupa una posicion perinuclear. Las mitocondrias son abundantes y se
encuentran distribuidas por todo el citoplasma con formas y tamafios variables. En el
citoplasma supranuclear se observan vesiculas electrodensas que contienen Tg,
fagosomas o gotas de coloide dirigidas hacia la luz folicular, asi como lisosomas que
descienden hacia la porcién basal y transportan las hormonas tiroideas (figura 4)
(Murakami & Uchiyama 1986).

Figura 4.- Electromicrografia de tiroides. Se muestra parte de un foliculo tiroideo con
células foliculares (FC); Se observa un capilar sanguineo (Ca) y vesiculas electrodensas
de Tg (flechas); Coloide (Co) (Wagner & Soler.Univ.Delaware 2013).




Sintesis de las hormonas tiroideas

Como se ha indicado, las células foliculares son las encargadas de producir Tg, una
glucoproteina a partir de la que se sintetizan las hormonas tiroideas activas. A la Tg se
va a incorporar yodo formando una yodoproteina, que va a constituir la forma de
almacenamiento extracelular de las hormonas tiroideas a nivel de la luz folicular.

El proceso de biosintesis de las hormonas tiroideas consta de las siguientes fases:
1) Captacion de yodo

La entrada de yoduro en el tirocito se realiza a través de la membrana basolateral,
mediante un mecanismo de transporte activo que estd mediado por una glucoproteina
transportadora denominada NIS (Na’/I' symporter). La regulacién de NIS depende de
la hormona estimulante del tiroides o tirotropina (TSH) que, mediante un mecanismo
especifico del tiroides en el que interviene cAMP, estimula la expresidon del gen NIS.
Por otro lado, la TSH regula la captacion de yodo mediando en la distribucion
subcelular de NIS (Riedel et al. 2001). También existe un mecanismo de regulacién
negativa de la expresién de NIS cuando la concentracién plasmatica de yoduro es
elevada (figura 5).

2) Organificacion del yodo

El paso de yoduro (I') hacia la luz folicular se lleva a cabo mediante transportadores
como la pendrina (Reardon, Trembath 1996), a través de la membrana apical de la
célula folicular. El I'en el lumen va a sufrir un proceso de oxidacién e incorporacion a la
molécula de Tg. Esta reaccién es catalizada por la enzima tiroperoxidasa (TPO), que se
encuentra en la membrana apical del tirocito y es dependiente de H,0,, que devuelve
la TPO a su estado oxidado (Larsen PR 2004; Ross 2012). La TSH estimula la produccién
de H,0, asi como la oxidacion e incorporacion de yoduro a la molécula de Tg.

3) Sintesis de tiroglobulina

La Tg, es una glucoproteina sintetizada exclusivamente por las células foliculares y que
se almacena en el coloide del foliculo tiroideo. Se sintetiza en los polirribosomas del
RER. Posteriormente, pasa a las cisternas del aparato de Golgi y es glucosilada
progresivamente en vesiculas de secrecién y liberada a la luz folicular por exocitosis.

La regulacion de la expresién de Tg es llevada a cabo, principalmente, por la TSH,
aungue se ha visto que también intervienen el factor de crecimiento para la insulina
IGF-1 (insuline growth factor-1) y la insulina, que aumentan considerablemente los
niveles de mRNA de Tg (Santisteban et al. 1987).




4) Yodacion de la tirosina

La yodacién de la tirosina ocurre a nivel del coloide, en la interfase con las
microvellosidades de las células foliculares y también es catalizada por la TPO. La
adicién de un atomo de yodo a un solo residuo de tirosina forma una
monoyodotirosina (MIT), y la adicidon de un segundo dtomo de yodo al residuo de MIT
forma un residuo de diyodotirosina (DIT).

5) Formacion y almacenamientode T; y T4

Las hormonas tiroideas T3y T4 se forman por reacciones de acoplamiento oxidativo de
dos residuos de tirosina yodados muy cercanos. Asi, dos DIT formaran la T, y el
acoplamiento de MIT y DIT dara lugar a la T3, quedando unidas al resto de la molécula
de Tg, que se almacena en la luz folicular.

6) Reabsorcion del coloide

Como se ha mencionado anteriormente, la cantidad y el tamafio del coloide van a
estar directamente relacionados con la actividad de la glandula. En respuesta a la TSH,
las células foliculares captan Tg del coloide por un proceso de endocitosis mediado por
receptores. En la porcidn apical de las células foliculares se forman vesiculas de
reabsorcién del coloide, que gradualmente migran hacia la regién celular basal donde
se fusionan con los lisosomas, en los que seran sometidas a la accién de las enzimas
hidroliticas que liberaran las hormonas tiroideas.

7) Liberacion de T3y T; en la sangre y reciclaje de las hormonas tiroideas

La Tz y T4 atraviesan la membrana basal y se introducen en los capilares sanguineos y
linfaticos circundantes. La mayoria de las hormonas liberadas se unen a la proteina
fijadora de tiroxina, y sélo queda una pequefa proporcién de hormonas circulantes
libres que son metabdlicamente activas (Marind & McCluskey 2000a; Marind &
McCluskey 2000b). Una vez desacopladas de la Tg, las moléculas de DIT y de MIT se
desyodan en el citoplasma de las células foliculares para libera el aminoacido tirosina y
el yodo, que quedan disponibles para su reciclaje.
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Figura 5.- Representacion esquematica de la biosintesis de las hormonas tiroideas en
una célula folicular (Walter, 2003).

Regulacion de la actividad de las células foliculares

La funcidon tiroidea estd regulada, principalmente, por el eje neuroendocrino
constituido por el hipotalamo, la hipdfisis anterior y el propio tiroides (HHT), junto a
sus mecanismos de retroalimentacidn negativa. En la regulacién de la funcidn tiroidea
van a participar, por tanto, la TRH, la TSH, y las propias hormonas tiroideas.

La TRH (thyrotropin releasing hormone) es una hormona producida en el hipotdlamo
qgue regula la produccion de hormonas tiroideas, ya que induce la secrecién de TSH
mediante la unién a su receptor TRH-R, que se localiza en la membrana plasmatica de
las células tirotroficas de la adenohipdfisis.

La TSH es el principal factor regulador de la funcion tiroidea. Actua estimulando el
desarrollo de la glandula, asi como la sintesis y secrecidén de las hormonas tiroideas. La
accién de la TSH, depende de la interaccién entre los efectos estimuladores de la TRH
hipotalamica y los inhibidores de las hormonas tiroideas T; y T4, que ejercen un
mecanismo de retrocontrol negativo, inhibiendo la sintesis y liberacion de la TSH
(figura 6).
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1.2.2. Células C o parafoliculares

Las células C constituyen el segundo tipo de células endocrinas del tiroides. Se
encuentran en un numero bastante inferior al de las células foliculares. Se denominan
células C por ser las principales productoras y secretoras de la hormona polipeptidica
calcitonina (CT), el antagonista fisiolégico de la paratohormona. La CT, promueve la
incorporacion del calcio en los huesos y disminuye la calcemia, sobre todo por
inhibicion de los osteoclastos y estimulacion de la eliminacién renal del calcio. Las
células C reciben también el nombre de “células parafoliculares” porque,
normalmente, se localizan entre el epitelio folicular y la ldmina basal del foliculo
tiroideo en “posicidén parafolicular”, aunque en ocasiones, como ocurre en las ratas,
ocupan también una posicién interfolicular, pero nunca alcanzan el coloide (Monsour
et al. 1985; Pearse 1966).

En mamiferos como el hombre, la rata y el conejo, se localizan en la regién central de
cada lébulo tiroideo, a la que se le ha dado por ello el nombre de “area de células C”,
siendo esta zona donde se encuentran los foliculos tiroideos mas activos. En otras
especies, como en el gato y la cobaya, también pueden detectarse células C en otros
organos, como paratiroides o timo (Y Kameda 1971).

Al igual que ocurre con la posicidn, la proporcion de células C con respecto al total de
las células endocrinas varia entre las diferentes especies, alcanzandose un porcentaje
medio del 5% en la rata y solo de menos del 0.1% en el hombre. La variacion de la
frecuencia de las células C con respecto a la edad, es un dato contradictorio en el
hombre, sin embargo, en roedores, parece claro que el nimero de células C aumenta
con la edad (Conde et al. 1995).

En las tinciones rutinarias con H-E, las células C no son faciles de identificar debido a
gue su citoplasma se tifie muy débilmente. Mediante técnicas especificas, se han
podido observar las caracteristicas microscépicas de estas células. Las células C, tanto
de rata como humanas, son generalmente de un tamano mayor que las células




foliculares, observandose un aumento de su volumen durante el desarrollo postnatal.
Presentan formas variables, redondeadas, ovaladas o fusiformes, aunque
normalmente son poliédricas. Su nlcleo ocupa una posicion central, siendo algo mayor
que el de las células foliculares, pero lo mas tipico es la presencia de numerosos
granulos argirdfilos en el citoplasma (figura 7).
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Figura 7.- A) Esquema de la pared de un foliculo tiroideo donde se muestra la posicidn
parafolicular de las células C (Gartner, 2002). B) Tiroides de rata. Inmunotincién para
calcitonina seguida de la técnica del PAS, donde se distingue la forma y posicién de la
célula C (Martin-Lacave, 2014).

Ultraestructuralmente, lo mas destacable de las células C es la gran cantidad de
granulos de secrecién que se distribuyen por todo el citoplasma y que contienen
principalmente CT. También se observan en el citoplasma mitocondrias de formas y
tamafios variables, lisosomas dispersos y un RER en posicidn periférica, préximo a un
aparato de Golgi prominente. El nucleo central es de forma redondeada y cromatina
laxa (figura 8).

Figura 8.- Ultraestructura de la
célula C (MET), que muestra
posicién parafolicular y
abundancia de pequefios granulos
de secrecién tipicos. Células
foliculares (Fc); Capilares (C);
Nucleo celular (Pc) (Ross, 2012).




Clasicamente, las células C pertenecian al sistema APUD (Amine Precursor Uptake and
Descarboxylation), término que cred Pearse en 1966 y que englobaba a un grupo de
células de origen neuroectodérmico que compartian propiedades ultraestructurales
cuya principal funcién era la secrecion de péptidos endocrinos que almacenaban en
granulos secretores (Pearse 1966).

En 1977, el termino APUD fue reemplazado por el de “Sistema Neuroendocrino
Difuso” (SNED), tras comprobarse que no todas las células de la serie APUD tenian su
origen en las crestas neurales(CN), ni todas acumulaban precursores aminados. Las
células del SNED son células que sintetizan péptidos reguladores comunes a los
sistemas nervioso y endocrino. Ademas de las células C, pertenecen al SNED las células
neuroendocrinas del intestino, las de los islotes pancreaticos, las bronquio-pulmonares
y del aparato urogenital, las células cromafines de la médula suprarrenal, las células
de la adenohipdfisis, de la pineal, del cuerpo carotideo, de las paratiroides, de los
ganglios simpaticos y de los melanocitos (Pearse 1977).

Las células neuroendocrinas son inmunoreactivas a marcadores como cromogranina,
NSE (Neuron-Specific Enolase) y sinaptofisina, algunos de los cuales se expresan
también en diferentes poblaciones de células nerviosas (figura 9).

Figura 9.- Demostracion IHQ de cromogranina A (A), calcitonina (B) and CGRP (C), en
secciones consecutivas de una glandula tiroidea de rata. (Fernandez-Santos JM et al.,
2012).
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Como se ha comentado anteriormente, el principal péptido sintetizado por las células
C es la CT. La CT es una hormona hipocalcemiante, que también se produce en otras
localizaciones extra-tiroideas como son las paratiroides, el cerebro, el pulmédn, la
prostata y la uretra (Pondel 2001). La CT actua sobre el hueso inhibiendo la resorcién
Osea y de forma indirecta sobre otros tejidos relacionados con la remodelacion del
hueso como son los rifiones (Inzerillo et al. 2002).

Las células C, ademads de CT sintetizan otros péptidos reguladores que se expresan de
forma variable en distintas especies (Tabla 1), algunos de estos péptidos tienen una
accién estimulante sobre la produccién de hormonas tiroideas como la serotonina, la
ghrelina o la gastrina, mientras que otros ejercen una accion inhibidora sobre la
funcién tiroidea, como la propia CT, el CGRP o la somatostatina (Utrilla et al. 2013).
Prueba de la funciéon reguladora paracrina que las células C ejercen en el tiroides, es la
localizacion de receptores especificos para algunos de estos péptidos en las células
foliculares (De Miguel et al. 2005; Morillo-Bernal et al. 2011).

Regulatory factors Species Authors

Calcitonin (CT) Pig, dog g;?“c’lat‘ and Pearse, 1967
Somatostatin Mammals Kameda et al., 1982 ([33]
Katacalcin-I/CCP-I/PDN-21 Human Ali-Rachedi et al., 1983 [31]
CGRP (Calcitonin Gene-Related Mammals Sabate et al., 1985 [30, 40];
Peptide) Kameda, 1987 [30, 40]
Serotonin Sheep Barasch et al., 1987 [41]
GRP (Gastrin-Releasing Peptide)  Human Sunday et al., 1988 [32]
Helodermin-like peptide Human, rat, pig, dog, etc. Grunditz et al., 1989 [35]
CCK/ C-terminal gastrin Rat Arias et al., 1989 [42]

TRH (Thyroid Releasing Hormone) Rat Gkonos et al., 1989 [36]
Neuromedin U Rat Domin et al., 1990 [34]
CCP-III (CT Carboxyl terminal Human Cohen et al,, 1992 [43]
Peptide)

PTHrP (Parathyroid Hormaone-

related Protein) heep Okada et al., 1995 [44]
Melatonin Rat Kvetnoy, 1999 [45]
Neuropéptide Y Human Scopsi et al., 1990 [46]
Ghrelin Rat, human Raghay et al., 2006 [38]
Pneumadin Rat Kosowicz et al., 2003 [47]
CART (Cocaine- and Amphetamine- __ )
P W tal., 2004 [3

Regulated Transcript) '8 ferip eta 371
Motilin Human Xu et al., 2008 [48]
NERP (NeuroEndocrine Regqulat

(NeuroEndocrine Regulatory 1.\ an Matsuo et al., 2010 [49]

Peptide)

Tabla 1.- Factores reguladores identificados en el citoplasma de las células C, segun
orden cronoldgico (Fernandez-Santos JM et al. 2012).
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A continuacién se van a analizar los efectos paracrinos que ejercen algunos de los
factores reguladores sintetizados por las células C

-Péptidos de la familia de la CT (CT, CGRP, Katacalcina)

El CGRP se localiza tanto en las células C como en las fibras nerviosas que rodean los
vasos sanguineos y los foliculos tiroideos. Por si mismo no afecta a la estimulacién
basal de hormonas tiroideas, sin embargo, actuando de forma conjunta con laCT y la
katacalcina, se ha demostrado que inhiben la secrecidon de TSH (Ahrén 1989).

- Somatostatina (SS)

El nidmero de células C que son inmunorreactivas para la SS varia segun la especie. En
el hombre son pocas las células C que la expresan y en la rata varia segun la edad,
dandose la mayor expresién en la rata neonatal (Fierabracci et al. 1993; Ain et al. 1997,
Utrilla et al. 2013).

En el tiroides normal, la SS, inhibe la liberacién de las hormonas tiroideas T3y T4, asi
como la captacion de yoduro estimulada por la TSH. Ademas se ha demostrado que la
SS ejerce un efecto sobre la proliferacién celular, ya que, inhibe el crecimiento celular
estimulado por la TSH e IGF-1 (Degli Uberti et al. 1991) .

-TRH

La TRH desencadena el proceso de sintesis de las hormonas tiroideas, ya que su
principal funcién es la de estimular la liberacidon de TSH por las células tirotréficas de la
adenohipdfisis.

Diversos estudios han confirmado la expresion de TRH en las células C(Gkonos et al.
1989; Utrilla et al. 2013). En cuanto al receptor para la TRH, se han caracterizado dos
subtipos, TRH-R1 y TRH-R2. En las células C se han detectado los dos subtipos de
receptores para la TRH, mientras que en las células foliculares tan sélo se ha detectado
el subtipo TRH-R2 (De Miguel et al. 2005).

Los niveles de TRH y de péptidos relacionados con la TRH, estan fuertemente
influenciados por el estado funcional de la glandula (Rausell et al. 1999). Asi en
situaciones de hipertiroidismo con niveles de TSH bajos, la adicion de TRH in vitro
disminuye de forma directa las hormonas tiroideas circulantes en sangre. Esto puede
indicar que, posiblemente, el control de la TRH sobre la produccién de hormonas
tiroideas se realice de forma dual, por un lado via TSH por medio del eje HHT vy, por
otro lado, mediante el efecto paracrino de las células C sobre las células foliculares,
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como un mecanismo adicional de control de la funcién tiroidea (Sato et al. 1995).
Todas las células C inmunopositivas para CT, lo son también para TRH (Fernandez-
Santos JM et al. 2012; Utrilla et al. 2013) (figura 10).

Figura 10.- Inmunofluorescencia para calcitonina (A) y TRH (B) en tiroides de rata.
Todas las células C son inmunopositivas tanto para calcitonina como para TRH.
(Fernandez-Santos JM et al. 2012)

- Ghrelina

Raghay et al., en 2006, demostraron que en el tiroides humano adulto la ghrelina se
sintetiza sélo en las células C (Raghay et al. 2006). Ademds, nuestro grupo de
investigacion, detectd el receptor para la ghrelina (GSH-R) en las células foliculares de
ratas, tanto en cortes histoldgicos como en cultivos celulares (Morillo-Bernal et al.
2011). La ghrelina actua sobre la sintesis de las hormonas tiroideas via GSH-R,
aumentando la funcién tiroidea mediante la estimulacidn de las células foliculares
(Park et al. 2008; Morillo-Bernal et al. 2011).

La ghrelina tiene un efecto directo sobre tres genes implicados en la sintesis de
hormonas tiroideas (NIS, TPO y Tg) y este efecto directo sobre la actividad de las
células foliculares puede influir sobre el eje HHT (Sosi¢-Jurjevi¢ et al. 2009; Kluge et al.
2010).

- CART (Cocaine and amphetamine related transcript)

Wierup et al., en 2007, localizé CART en las células C de cerdo y en otras células
neuroendocrinas (Wierup et al. 2007). Nuestro grupo de investigaciéon también
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identifico recientemente la presencia de CART en las células C de tiroides humano y de
rata (Utrilla et al. 2013).

Al parecer CART ejerce una importante accién moduladora de la funcidn tiroidea ya
gue actla sobre el eje HHT, regulando la actividad de la TRH sobre las células
tirotropas de la adenohipdfisis (Fekete et al. 2000).

- Serotonina

La serotonina presenta un efecto estimulador sobre la actividad del tiroides. Por un
lado es capaz de estimular la produccion de TRH a nivel del hipotalamo, dando lugar a
un incremento de la produccién de TSH en la adenohipéfisis. Por otro lado, las células
C almacenan grdnulos secretores de serotonina, que ejerce un efecto de estimulacién
de la sintesis de hormonas tiroideas sobre las células foliculares, de ahi que se le
atribuya un efecto paracrino intra-tiroideo (Barasch, Tamir, et al. 1987; Utrilla et al.
2013).
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Figura 11.- Patrén IHQ de diferentes péptidos hipotalamicos en la glandula tiroidea
de diferentes mamiferos: rata, humanos, cobaya y cerdo. El nimero de células C varia
segun la especie, pero todos los péptidos estudiados se expresan en todas las especies
con la excepcion de la ghrelina en el tiroides de cobaya (Utrilla et al., 2013).
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- Melatonina

Mediante técnicas de IHQ, se ha probado la presencia de melatonina en las células C.
Ademads, nuestro grupo de investigacidén, ha demostrado la existencia en las células c
de los mecanismos necesarios para la sintesis de melatonina, mediante el estudio de la
expresion de las enzimas clave, AANAT (aralkylamine N-acetyltransferase) e HIOMT
(hydroxyindole-O-methyl transferase), asi como la deteccién de los receptores para la
melatonina tanto en las células C como en las células foliculares (Garcia-Marin et al.
2012).

Se ha descrito que la melatonina tiene un efecto inhibidor de la actividad mitética
basal y estimulada por la TSH sobre las células foliculares. También se ha demostrado
qgue tiene un efecto directo sobre la secrecién de T4 y que, ademds, disminuye la
respuesta de la glandula a la TSH. Por ultimo, se ha sugerido que la melatonina puede
desempeiiar un papel modulador del estrés oxidativo generado en el tiroides, debido a
la capacidad que tiene para secuestrar directamente el H,0, necesario para el correcto
funcionamiento de la glandula (Tan et al. 2000; Garcia-Marin, 2015).

®

\ @ Nerve fibers
\

Figura 12.- Diagrama esquematico de los diferentes mecanismos que regulan la
sintesis de hormonas tiroideas por las células foliculares. (Fernandez-Santos JM et al.
2012).

De los péptidos reguladores sintetizados por las células C, se han descrito los mas
importantes estudiados hasta el momento, pero siguen apareciendo nuevos péptidos
relacionados con la funcion moduladora de las células C sobre la actividad tiroidea. La
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inter-relacidn entre las células Cy las células foliculares podria justificar desde el punto
de vista filogenético la posicién parafolicular de las células C (figura 12).

1.2.3. Restos ultimobranquiales

En el tiroides, ademas de los foliculos tiroideos, compuestos por las células foliculares
y las células C, aparecen unas estructuras heterogéneas que se considera que son un
remanente embrionario del cuerpo ultimobranquial (CUB) y que, por ello, se conocen
como restos ultimobranquiales (UB).

Los restos UB, han sido descritos en una gran variedad de especies, incluida la
humana, y como veremos mds adelante, muestran caracteristicas diferenciales
interespecificas, asi como distintas denominaciones.

En roedores, el primero que los describié fue Van-Dyke en 1944 (Van Dyke JH. 1944), y
le siguieron otros autores, quienes, ademas de estudiar las caracteristica morfoldgicas
de estos restos, le fueron asignando distintas denominaciones como son: “segunda
clase de foliculos tiroideos” (Wollman & Hilfer 1978), “foliculos ultimobranquiales
(FUB)” (Wollman & Neve 1971b); (Neve & Wollman 1971), “tudbulos
ultimobranquiales” (Conde et al. 1992; Martin-Lacave et al.1999) o “quistes
ultimobranquiales” (Rao-Rupanagudi et al. 1992). En general, los FUB se localizan en el
centro del lébulo tiroideo, parcialmente embebidos entre los foliculos tiroideos
normales. Sus caracteristicas morfolégicas, su aspecto y su tamafio varian a lo largo de
la vida postnatal.

En el hombre, a los restos UB se les denomina “Solid Cell Nests (SCN)” y han sido
extensamente estudiados desde que Getzowa las describiera por primera vez en 1907.
Originalmente, fueron descritos como proliferaciones celulares sélidas que se pueden
encontrar en las glandulas tiroideas normales. Los SCN se localizan preferentemente
en el estroma interfolicular, en el tercio medio-superior del l6bulo tiroideo y su
posicién anatémica es comparable con la posicidn que ocupan las células C en el
tiroides (Harach 1988; Mizukami et al. 1994).

Se acepta que tanto los SCN en humanos como los FUB en roedores, son remanentes
embrionarios del CUB y que, por lo tanto, tienen un origen UB comun (Wollman &
Hilfer 1977; Wollman & Hilfer 1978; Beckner et al. 1990). A pesar de este origen
comun, existen diferencias en cuanto a la apariencia y evolucion de estos restos UB en
la vida postnatal de ambas especies, que seran descritas extensamente mas adelante.
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2.- DESARROLLO EMBRIONARIO DEL TIROIDES

2.1. Generalidades

La faringe embrionaria tiene una gran complejidad estructural debido a que de esta
region derivan diversos tejidos y drganos faringeos. En vertebrados, desde un punto de
vista filogenético, es en la regién faringea donde se producen cambios fundamentales
entre las distintas especies para adaptarse a su medio. Externamente, la region
faringea se caracteriza por la presencia de cuatro pares de arcos faringeos, que son
abultamientos en las caras laterales del embrién, resultado de la proliferacion del
mesodermo (figura 13). Cada arco branquial tiene contribucion endodérmica,
mesodérmica, ectodérmica y de las crestas neurales (CN). Contienen una arteria
principal (saco adrtico), un par de nervios y un eje central de mesénquima pre-
cartilaginoso que se transformara en derivados esqueléticos caracteristicos del adulto
(figura 14). Los arcos branquiales se hallan separados por fuera por el tejido
ectodérmico de las hendiduras o surcos branquiales.

Del lado interno de la faringe se producen unas depresiones llamadas bolsas faringeas
(evaginaciones del intestino primitivo), que separan interiormente cada uno de los
arcos branquiales. El epitelio de las bolsas faringeas es endodérmico.

En fases tempranas del desarrollo se aprecian cambios en la localizaciéon de los arcos
branquiales, en las hendiduras ectodérmicas y en las bolsas faringeas, entre los
distintos grupos de vertebrados.
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Estructuras del arco branquial
Derivados adultos

Derivado adulto de la bolsa faringea
de la hendidura Arco Arco Par craneal Ejemplos de musculos Derivados y de las estructuras
branquial numero aortico branquiométricos esqueléticos de revestimiento

Msculos de la Martillo, yunque,
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|
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Figura 14.- Derivados de la faringe. Contribucion de los arcos, hendiduras y bolsas

faringeas. Embriologia humana y biologia del desarrollo. Carlson, 2009.

En humanos, las primeras bolsas faringeas participan en la formacion del oido; las
segundas son menos visibles y forman las amigdalas; las terceras son unas estructuras
mas complejas, cuyo alargamiento ventral se diferencia en la porcidn epitelial del timo
y también origina tejido paratiroideo. Los primordios del timo y las paratiroides
pierden sus conexiones con la tercera bolsa (que termina por desaparecer) y migran
caudalmente. El rudimento timico se alarga y crece como una prolongacion tubular
dentro del mediastino del tdrax. El primordio paratiroideo se separa del timico y
continda su migracion hacia la linea media donde permanece como las paratiroides
inferiores. De las cuartas bolsas faringeas se forman las glandulas paratiroideas
superiores, que se ubican en el tejido conjuntivo de la superficie posterior de los
I6bulos laterales de la glandula tiroidea (Varga, PospiSilova, Gmitterova, et al. 2008).
En la porcidn mas ventral de la cuarta bolsa se encuentra el CUB, que se considera la
quinta bolsa faringea en humanos.

En roedores, el desarrollo embrionario de la region faringea es similar al de los
humanos: la glandula tiroidea, el CUB, el timo y las paratiroides derivan del epitelio
endodérmico de la regién faringea. El CUB deriva de la cuarta bolsa faringea en ratas,
mientras que a partir de la tercera bolsa se desarrollan el timo y las paratiroides, que
descienden conjuntamente hasta su emplazamiento final, el timo en el mediastino
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superior y las paratiroides sobre el tiroides (figura 15) (Kameda et al. 2009; Kameda et
al. 2013).

EI15 T

Figura 15.- Representacion del desarrollo de los
derivados faringeos en roedores, durante los estadios
E11.5, E12.5 y E13. Las terceras bolsas faringeas (P3),
van a derivar en el primordio timico y paratiroideo. El
CUB deriva de la cuarta bolsa faringea (P4) en rata y
de la tercera en ratdon. En E11.5, el CUB se situa en
posicion medial, cerca del cuarto arco arterial y, en
E13.5, entra en contacto y se fusiona con el I6bulo
tiroideo. En E12.5 y E13.5 se produce la migracidon de
los primordios timicos y paratiroideos. (AA arco
aortico, A3 tercer arco arterial, A4 cuarto arco arterial,
A6 sexto arco arterial, CA arteria cardtida comun, DA
aorta dorsal, DC conducto carotideo, LSCA arteria
subclavia izquierda, P faringe, PT paratiroides, TR
tronco pulmonar, RSCA arteria subclavia derecha, T
timo, TL Iébulo tiroideo) (Kameda et al., 2013).

2.2. Organogénesis del tiroides

De los modelos animales en que se ha investigado el desarrollo de la glandula tiroidea,
es en los roedores donde la anatomia del tiroides es mas similar a la humana. La
glandula tiroidea es el primer 6rgano en desarrollarse en el embrién. Tanto en
humanos como en roedores, el desarrollo del tiroides comienza como un
engrosamiento endodérmico en el suelo de la faringe en situacion caudal respecto a la
linea media de la lengua (24-32 dias en el hombre; E8,5-E10,5 en el ratén). El
primordio tiroideo se alarga pronto y forma una estructura de crecimiento inferior
denominada diverticulo tiroideo (32-42 semana en el hombre; E10.50 en el ratdn).
Durante algun tiempo la glandula contintia conectada con su lugar de origen por medio
del conducto tirogloso de Hiss. En parte de la poblaciéon humana una porcion del
conducto tirogloso persiste como el I6bulo piramidal. El lugar de origen del primordio
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tiroideo también persiste como el foramen ciego, una pequefia fosa ciega situada en la
base de la lengua (Carlson 2009; Sadler & Langman 2007).

El diverticulo tiroideo emigra caudalmente hasta alcanzar la posicién traqueal, donde
gueda definitivamente emplazado. La porcién final del conducto, que origina el
tiroides, se denomina vesicula tiroidea (72 semana en el hombre; E11.5 en el ratén).
Esta se bifurca dando lugar a la glandula tiroidea que consiste en dos Iébulos
principales conectados por un istmo.

Sobre la vesicula tiroidea se va a producir la fusién del CUB en el que se encuentran las
células precursoras de las células C, productoras de CT. De esta forma, se puede decir
que el tiroides tiene un triple origen embrionario, ya que es el resultado de la fusion de
la vesicula tioidea con el par de CUB (figura 16).

La vesicula tiroidea sufre relativamente pronto un proceso de histodiferenciacion y, en
estadios tempranos, es posible observar cordones celulares intercalados con tejido
conectivo vascular. Las células de la vesicula tiroidea son las precursoras de las células
foliculares, que sintetizardn las hormonas tiroideas T3 y T4. Los cordones celulares se
van transformando en foliculos compuestos por células foliculares y material coloide
en su interior donde se almacenan las hormonas tiroideas ((102-112 semana en el
hombre; E17 en el ratén) (Fagman & Nilsson 2010; Fagman et al. 2006).

Foramen
Primera bolsa clogo Meato asuditivo
faringoa exiemo
FInGKAES Tuba suditiva
hiomaddular
Primordio Foramen
LrOKI0 ] dego
.
.
.
L}
H
Tonsila palatina '
I.\ Linoa
.
Seno cervical H Cel descenso
0o de la Yroides
L .
JParatiroides inforior :
1
Timo + Paratiroides superior
Parstroxdes supenor
Timo
Cuerpo )
ultimobranqu'al Paratiroides infeno

Figura 16.- Representacion esquematizada de la organogénesis tiroidea. A) Estado
inicial del desarrollo del tiroides en el que se ha formado el primordio tiroideo. B) El
primordio tiroideo desciende hasta su posicion final y se produce la fusiéon del CUB,
gue se ha separado de las bolsas faringeas (modificado de Carlson, 2005).
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2.3. Histogénesis del tiroides

2.3.1. Histogénesis de las células foliculares

La diferenciacion histolégica de la glandula tiroidea humana, puede dividirse en tres
etapas:

1) Precoloidal (72-132 semana): Una vez que el diverticulo tiroideo desciende
formando el conducto tirogloso de Hiss, comienza el desarrollo histolégico del tiroides.
Las células tiroideas forman acumulos y muestran un canaliculo intracelular. A partir
de la 82-92 semana, se incrementa la disposicién cordonal de las células y comienza la
formacion de foliculos inmaduros (102-112 semana). Entre la 112-132 semana las
células foliculares empiezan a producir coloide inmaduro.

2) Formacion del coloide (132-142 semana): Los canaliculos que han emigrado hacia el
apice de la célula, vierten su contenido extracelularmente y coalescen, fundiéndose.
Los desmosomas, que mantienen unidos los extremos apicales de las células
yuxtapuestas, impiden la extensién del material coloidal acumulado en el espacio
central. Esta etapa se acompanfa de un rapido incremento en la vascularizacién de los
espacios perifoliculares. A partir de la 132 semana, se forman proteinas especificas y
esenciales como son Tg, TPO, NIS y pendrina.

3) Folicular (142-402 semana): Ultima etapa del desarrollo, en la que se produce un
progresivo aumento en didmetro de los foliculos, ya maduros, y del coloide
almacenado. Es en este momento cuando la glandula tiroidea se corresponde,
histolégicamente, con la estructura del adulto. Sin embargo, la histogénesis no se
produce de forma sincronizada, ya que, en una misma glandula, pueden observarse
simultaneamente foliculos en distintas fases de desarrollo (Varga, PospiSilova,
Gmitterova, et al. 2008).

A partir de la 202 semana de la gestacién el eje HHT comienza a ser funcional (Sadler &
Langman 2007).

En la rata, mediante técnicas IHQ, se determind que el esbozo de tejido tiroideo
aparece en la pared faringea hacia el dia 112 de la gestacidon. Posteriormente,
desciende a lo largo de la zona ventral, prolifera y sobre el dia 142 se localiza en la
parte anterior de la traquea.
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La histogénesis del tiroides de rata, se podria dividir en los siguientes periodos:
Dia 149 de la gestacidn: existe un tejido tiroideo inmaduro con estructura trabecular o
sélida a ambos lados de la traquea. Las tinciones para Tg y PAS son negativas.

Del dia 152 al 162 de la gestacién: empiezan a aparecer células inmunopositivas para la
Tg, aunque en escaso numero, localizandose esta inmunorreactividad en el citoplasma
del epitelio inmaduro. En el dia 16 comienza la lobulillacién de la glandula y el
crecimiento interlobulillar de los vasos sanguineos se hace cada vez mas evidente.

Dia 172 de la gestacidn: Aparecen estructuras lobulillares primitivas en ambos |ébulos.
Las células cuyos citoplasmas son positivos para la TG, aumentan en nimero y se
evidencia, aunque de forma dispersa y escasa, la presencia de hormonas tiroideas en
los foliculos primitivos. La tincion del PAS se mantiene negativa.

Dia del 182 al 212 de la gestacidn: sobre el dia 182 las estructuras foliculares, aunque
continuan siendo de pequefio tamano, estdan mas desarrolladas y las tinciones para la
Tgy parala T3 y T4 se hacen mas evidentes.

En el dia 192 aparece la reactividad al PAS, lo cual demuestra presencia de coloide, que
ird aumentando hasta el dia del nacimiento. En los dias 202 y 219 la estructura folicular
neonatal se completa mostrando foliculos de tamafio adecuado con luces bien
desarrolladas e inmunorreactividad evidente para las hormonas tiroideas, para la Tgy
para el PAS (Kawaoi & Tsuneda 1985).

2.3.2. Histogénesis del CUB y de las células C

En mamiferos, la glandula tiroidea se forma mediante la fusién del CUB con la vesicula
tiroidea. El CUB, como hemos visto anteriormente, es un tejido de procedencia
endodérmica que aparece como un apéndice del ultimo par de bolsas faringeas.

El desarrollo embrionario del CUB en el hombre ha sido descrito extensamente por
distintos autores (Fontaine 1979, Merida-Velasco, Garcia-Garcia et al. 1989).

Se puede dividir en cuatro etapas:

12 etapa: En esta etapa el CUB se encuentra unido a la cuarta bolsa faringea y entre la
52-72 semana de gestacion comienza su invaginacion, haciéndose mucho mas evidente
como la quinta bolsa faringea.

22 etapa: Entre la 72-82 semana de gestacion, en la que en el tiroides se encuentran
foliculos inmaduros, el CUB se separa de las bolsas faringeas y comienza su migracion
hacia la vesicula tiroidea.

32 etapa: Durante el proceso de desarrollo y entre las semanas 82-92 de gestacion, se
produce la incorporacion del CUB al tiroides mediante su fusion.
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42 etapa: La disolucion del CUB en el tiroides se produce sobre la 92 semana de la
gestacion. Sus componentes celulares se diseminan en el tiroides y daran lugar a las
células C.

En ratones también se ha estudiado la histogénesis del CUB mediante técnicas de IHQ
e IF, en los distintos estadios de desarrollo (Fagman et al. 2006; Kusakabe et al. 2006):
El CUB empieza a identificarse en el estadio E11.5 como una protusion del endodermo
en posicion dorso-lateral e inferior a la linea media donde se encuentra la vesicula
tiroidea en desarrollo.

Entre E12.5 y E13.5 el CUB se separa de la ultima bolsa faringea y se acerca al tiroides,
que en ese estadio se alarga y adelgaza por la zona central para formar los Iébulos
tiroideos y el istmo. En este estado de desarrollo todavia no se expresan ni Tg ni CT.
Entre 13.5 y 15.5 se produce la fusion del CUB con el tiroides, los I6bulos tiroideos ya
estan desarrollados y se encuentran foliculos inmaduros.

En el estadio E15.5, en los Iébulos tiroideos se distinguen ya dos poblaciones celulares,
lo que demuestra que el CUB ya se ha dispersado en el tiroides. Algunas células
expresan Tg.

Entre E16.5 y E17.5 se incrementa el tamafiio de los I6bulos tiroideos y se encuentran
signos de diferenciacion definitiva. En el epitelio folicular se marcan células positivas
para Tg y a partir de E 19 en posicidén parafolicular y en la zona central del 16bulo hay
células que expresan CT.

Ya en 1907, Getzowa, sugirid que el segundo tipo de células epiteliales que se
encuentran en el tiroides, las células C, tenian un origen UB. Pearse & Carvalheira
confirmaron que las células C procedian del CUB, usando un método para trazar
aminas fluorogénicas en embriones de ratones, e identificaron las células C
aprovechando su capacidad de captacidn y descarboxilacidon de precursores de grupos
aminados. Posteriormente, otros estudios también ratificaron el origen UB de las
células C, basandose en casos en los que no se produce la fusién y dispersién del CUB
en el tiroides, ya sea por un descenso anémalo del tiroides, como ocurre en el tiroides
lingual, o por falta de alguno de los factores de transcripcién necesarios para su
desarrollo normal. Lo cierto es que en cualquiera de estas situaciones, no se
detectaron en el tiroides células productoras de CT (Fraser and Duckworth, 1979;
Kusakabe et al., 2006; Williams et al., 1989).
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2.3.3. Peculiaridades del desarrollo en distintas especies de vertebrados

La investigacién sobre el desarrollo del tiroides, tradicionalmente, se ha llevado a cabo
sobre modelos animales como son las aves y los roedores, y mas recientemente, en los
peces. En todos los vertebrados, se ha confirmado que la mayor parte del tejido
tiroideo es de procedencia endodérmica. La maquinaria bioquimica necesaria para la
sintesis de las hormonas tiroideas, requiere que el tiroides se organice en foliculos
tiroideos, que como ya se ha comentado, constituyen la unidad morfofuncional del
tiroides.

Mientras que en humanos y en roedores, el tiroides se forma mediante la fusién del
primordio tiroideo y el CUB, estas estructuras permanecen separadas como érganos
distintos en vertebrados no mamiferos (aves, reptiles, anfibios, y peces) en una
estructura denominada glandula UB (Kameda 1995) que proviene del ultimo par de
bolsas faringeas. Ademds, en el hombre y en los roedores, las células C, productoras
de calcitonina, se encuentran dispersas en el parénquima tiroideo, mientras que en los
vertebrados inferiores se ubican en la glandula ultimobranquial. El tejido del tiroides
también se organiza de forma diferente en peces, ya que los foliculos tiroideos no
forman un érgano encapsulado sino que se diseminan en la regiéon de la mandibula
inferior a lo largo de la aorta ventral, las arterias branquiales, el corazén, el bazo y los
rifones, sin formar ldbulos bilaterales como en las otras especies.

A pesar de estas diferencias anatdmicas, las células foliculares en vertebrados
inferiores, son similares a los tirocitos de mamiferos, en aspectos como la expresién de
ciertos factores de transcripcidn necesarios para la correcta diferenciacion del tiroides,
la captacidn de yodo, la sintesis de T4 y produccién de Tg.
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2.4. Factores de transcripcion tiroideos

2.4.1. Factores de transcripcion implicados en el desarrollo del tiroides y
del CUB

De la misma forma que el correcto desarrollo de los arcos faringeos esta regulado por
factores de transcripcion como Hox, Eyal o TTF-1, el crecimiento y supervivencia de las
células progenitoras del tiroides depende de una serie de factores de transcripcién
especificos para la glandula.

Los factores de transcripcion especificos del tiroides, TTF-1, Foxe-1 y Pax8 (Trueba et
al. 2005), se denominan asi porque en un principio sélo se describieron en este tejido,
pero posteriormente se demostrd que también se expresan en otros tipos celulares.
Los mecanismos moleculares que conducen a la organogénesis e histogénesis del
tiroides y del CUB, se basan en una accidn cooperativa de TTF-1, Foxe-1 y Pax8 junto
con Hhex. Estos factores forman una red reguladora de las células progenitoras del
tiroides. Estudiarlos por separado es complicado porque interaccionan entre si y
posiblemente con otros factores de transcripcion.

Ademas, la investigacidn con ratones transgénicos ha posibilitado el descubrimiento de
nuevos mecanismos moleculares importantes para el desarrollo del tiroides y del CUB
en vertebrados, todos ellos se exponen a continuacion (tablas 2 y 3).

TTF-1/NKx2-1

Este factor es conocido indistintamente por TTF-1, NKx2-1 o T/EBP y esta codificado
por el gen Titfl. Se encuentra en los promotores de todos los genes especificos
tiroideos.

Se descubrié en el tiroides, de ahi su nombre, aunque también se expresa en otros
drganos como la hipodfisis posterior, paratiroides, pulmén y areas del hipotdlamo.

Es el Unico factor de transcripcidn que se expresa en el diverticulo tiroideo y en el CUB,
lo que sugiere un mecanismo comun de desarrollo. Se requiere para la superviencia
de las células foliculares y de las células C y su insuficiencia lleva a una fusion
incompleta del CUB con el tiroides (Westerlund et al. 2008).

La expresiéon de TTF-1 no es indispensable para la especificacidn de las células del CUB,
pero si es necesario para su supervivencia. En la glandula UB de los vertebrados
inferiores, que permanece separada de la glandula tiroidea, no se expresa TTF-1 (Alt et
al. 2006).

INTRODUCCION | Pagina2s




Foxe-1/TTF-2

Pertenece a la familia de factores de transcripcion con un dominio forkhead. El gen
que lo codifica se llama Titf2/Foxel. Sélo se encuentra en los promotores de Tgy TPO.
Regula la migracidn del tiroides hasta su posicidon pre-traqueal, ademas es necesario
para que se produzca la diferenciacion histologica de las células foliculares (De Felice
et al. 1998).

Pax8

Pertenece a la familia de factores de transcripcién con un dominio de unién al DNA del
tipo paired, que contiene motivos hélice-alfa-hélice que hace que pueda unirse a
regiones diferentes del ADN. Su unién al promotor de NIS es imprescindible para que
éste se exprese, también se une a TTF-1 con el que coopera sinérgicamente en la
expresion de génica de Tgy TPO.

Es un marcador especifico de células foliculares, porque el resto de factores de
transcripciéon se expresan conjuntamente en otras zonas del endodermo.

Existen diferencias en la expresidon de Pax8 en el CUB del hombre y del ratén. Mientras
que en el ratén la expresidn de Pax8 se limita al ectodermo que rodea la tercera bolsa
faringea, en el hombre el CUB expresa Pax8 desde el comienzo del desarrollo (Trueba
et al. 2005).

Los defectos mas caracteristicos que conlleva la expresiéon insuficiente de Pax8 son
hipotiroidismo, aumento de la TSH, y niveles de T3 y T4 indetectables (Friedrichsen et
al. 2004).

Hhex

Pertenece a la familia de factores de transcripcién homeobox, que estan implicados en
los procesos de desarrollo. Se requiere para la formacion del primordio tiroideo vy,
probablemente, también influye en la supervivencia de las células progenitoras
tiroideas (Barbera et al. 2000).

Islet (Isl1)

Es un gen que codifica un factor de transcripcion del tipo LIM “homedomain
transcription factor” implicado en el desarrollo de 6rganos derivados del endodermo.
Isl1, junto con TTF-1, se expresa en el primordio tiroideo y en el CUB. Durante la
formacion del tiroides y una vez que el CUB se ha fusionado con éste, la expresion de
Isl1 va disminuyendo en las células foliculares y el niUmero de células positivas para Isl1
va disminuyendo a medida que aumenta la produccién de CT por las células C.

Islet también se expresa en el carcinoma medular de tiroides (Westerlund et al. 2008).
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Hesl

Hes1 es un regulador mediante represién (factor de crecimiento) de los factores de
transcripcion bHLH (basic helix- loop-helix) que se expresan en varios tejidos. En
general, Hesl mantiene células progenitoras en estado indiferenciado mediante
regulacion negativa de factores de transcripcién necesarios para el desarrollo de
distintos organos.

Se le atribuye una doble funcion en el desarrollo del tiroides. Por un lado, la adecuada
diferenciacion y funcién endocrina tanto de las células foliculares como de las células
Cy, por otro lado, el control del nimero de tirocitos y de células progenitoras de las
células C.

Hesl se mantiene en el tiroides adulto y aumenta en el cancer medular y folicular de
tiroides (Carre et al. 2011).

Mashl

Mash1 es un factor de transcripcién de los genes bHLH (Basic helix-loop-helix), que
juega un importante papel en la diferenciacién de células neuroendocrinas, ya sean
derivadas de las CN como del endodermo.

Mash1l se expresa en el CUB durante su formacion, migracién y dispersion en el
tiroides, ocupando la posiciéon de las células parafoliculares. Hay distintas teorias
sobre el momento en el que Mash1 se deja de expresar en el tiroides. Segin Kameda
(Kameda, Nishimaki, Miura, et al. 2007), en el momento en que las células C
comienzan a producir CT, ya no se detecta Mash1. Sin embargo, segun autores como
Westerlund, todavia se sigue expresando en el tiroides adulto (Westerlund et al. 2008).
Mashl se postula como el responsable de dotar a las células C del “fenotipo
neuroendocrino”.

Tabla 2.- Funcion de los factores de transcripcion implicados en las distintas etapas
del desarrollo del tiroides.

Desarrollo Formacion Migracion Posicion Desarrollo | Foliculos
embrionario del primordio | caudal del pretraqueal | histolégico | maduros.
del tiroides tiroideo primordio dela del tiroides | Tiroides
tiroideo vesicula funcional
tiroidea.
Lobulacion
TTF-1 * * * * :
Foxe-1 * * i i
Pax8 % *
Hhex & &
Islet-1 & - * i
Hes-1 * *
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Tabla 3.- Funcidn de los factores de transcripcion implicados en el desarrollo del CUB
y la histogénesis de las células C.

Desarrollo Invaginacion | Separacion | Fusion con | Dispersion | Localizaciony
embrionario del CUB de las la vesicula enel supervivencia
del CUB bolsas tiroidea tiroides e de las células C
faringeasy histogénesis
migracion de las
haciala células C
vesicula
tiroidea
TTF-1 @ &
Pax8 Humanos Humanos Humanos
Islet-1 * * * *
Hes-1 % *
Mash-1 * * * + xe

2.4.2. Otros factores y vias de seializacidon que influyen en el desarrollo
del tiroides

Como se ha descrito en el apartado anterior, son muchos los factores de transcripcion
tiroideos que participan en el correcto desarrollo del tiroides y del CUB, pero ademas
de estos factores, se han descubierto otros mecanismos moleculares externos al
tiroides que de alguna forma desempefian un papel en el desarrollo embrionario de
este drgano.

Diversos estudios han demostrado que durante fases tempranas del desarrollo
embrionario, los arcos faringeos son poblados por células procedentes de las CN. Le
Liebre y Le Douarin, 1975, lo demostraron en embriones de pollo (Le Lievre & Le
Douarin 1975) y, mas tarde, se demostré también en ratones transgénicos mediante
“fate-maping” (Waldo et al. 1999; Jiang et al. 2000). Esto puede significar que sefiales
procedentes de las CN sean necesarias para la diferenciacion, migracion, y
supervivencia de los érganos faringeos y, entre ellos, de la glandula tiroidea.

Las células mesenquimales que proceden de las CN, inducen y participan en el
desarrollo normal, estructura y funcién de diversos érganos como: timo, paratiroides,
tiroides, corazén, cara y cuello. En concreto, en el tiroides, constituyen el tejido
conectivo de la glandula (Varga | et al. 2008).

Por otro lado, los factores de crecimiento de los fibroflastos (FGFs “Fibroblast growth
factors”), constituyen una gran familia de polipéptidos que promueven el desarrollo
embrionario mediante la regulacién de la proliferacion, diferenciacion y migraciéon
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celular. Los FGFs son expresados por los derivados mesenquimales de las CN y tienen
también un importante papel en el desarrollo de los derivados endodérmicos faringeos
(Kameda et al. 2009). Importantes investigaciones realizadas en ratones y peces,
mostraron como la expresién de los FGFs de las células mesenquimales que rodean los
arcos faringeos repercuten sobre la correcta diferenciacion de las células progenitoras
del tiroides.

La morfogénesis temprana del tiroides se puede producir de forma coordinada con la
del corazén, ya que la region endodérmica precursora del tiroides se encuentra en
intimo contacto con células cardiogénicas de origen mesodérmico. Factores como
FGF8 y TTF-1 se expresan en el desarrollo embrionario tanto del corazén como del
tiroides (Serls et al. 2005) y, por lo tanto, pueden producirse interacciones reciprocas
mediante vias de sefializaciones comunes. Ademas de al mesodermo cardiaco, se ha
prestado mucha atencion a la posible participacién de los vasos embrionarios y, en
particular, de las células endoteliales, como una fuente de sefiales inductivas para los
organos derivados del endodermo (Fagman et al. 2006; Wendl et al. 2002; Hick et al.
2013), de ahi la importancia de que en fases tempranas embrionarias, la regién
faringea precursora del tiroides se encuentre en contacto directo con el endotelio del
saco adrtico del tercer arco faringeo.

En la siguiente figura se muestra, de forma esquematizada, el desarrollo embrionario
de la region faringea y, en particular, del tiroides, teniendo en cuenta las sefiales
inductivas y los distintos factores de transcripcion internos y externos que condicionan
su correcto desarrollo embrionario (figura 17).
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Figura 17.- Factores de transcripcién implicados en las distintas etapas del desarrollo
embrionario del tiroides.

2.5. Origen embrionario de las células C

2.5.1. Teoria clasica: origen en las crestas neurales

Practicamente todos los autores que han estudiado el desarrollo del CUB en distintas
especies, coinciden en afirmar que durante el desarrollo embrionario, la ultima bolsa
faringea antes de su incorporacién a la glandula tiroidea, es colonizada por precursores
de las células C (Fontaine 1979; Kusakabe et al. 2006; Kameda, Nishimaki, Chisaka, et
al. 2007; Ozaki et al. 2011)

Clasicamente, se ha afirmado que células procedentes de las CN invaden y se mezclan
con las células endodérmicas del CUB, desde el cual migran hacia el tiroides y se
funden con éste dando lugar a las células C. Esta afirmacién estd basada en distintos
estudios realizados, principalmente, sobre embriones de pollo y de ratén.

Los primeros estudios demostraron, mediante ensayos de inmunofluorescencia en
embriones de pollo, que las células de las CN tenian caracteristicas APUD y que
estaban implicadas en el desarrollo de los melanocitos y de las células cromafines de la
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médula adrenal (Pearse, 1966; Polak et al., 1971). Hasta entonces, se pensaba que el
origen de estas células era el sistema nervioso simpatico y, a partir de aqui, se sugirid
un origen comun en las CN de todas las células de la serie APUD, incluidas las células C.
En este sentido, se consideraron concluyentes los resultados de la investigacién
realizada por Le Douarin and Le Liévre en 1970, que trasplantaron a un embrién de
pollo células de las CN de un embrién de codorniz, para aprovechar las caracteristicas
nucleares diferenciales de sus células y, asi, comprobaron que las células de las CN
injertadas participaban en la formacion del CUB y que tenian las mismas caracteristicas
ultraestructurales que las células C (Le Douarin et al., 1974).

Posteriormente, Pearse & Polak en 1971, realizaron un estudio sobre embriones de
ratén, en el que le inyectaron a las hembras gestantes L-DOPA una hora antes de
sacrificarlas y extraerles el embrién, para a continuacién realizarles un método de
induccion de Inmunofluorescencia mediante formaldehido (FIF). Al observar la
presencia de células fluorescentes en la posicién que ocupaban las ultimas bolsas
faringeas, concluyeron que las células C se originaban a partir de células de las CN
también en mamiferos.

2.5.2. Teoria del origen ectodérmico de las células C

Teorias menos aceptadas son las que proponen un nuevo origen de las células C, tanto
en humanos como en ratones, y sugieren que el CUB es colonizado por material celular
ectodérmico derivado del margen posterior del cuarto arco faringeo dando lugar a las
células C.

En 1979, Fontaine afirmd que, en ratones, células precursoras de las células C estaban
presentes en el mesénquima del cuarto arco branquial, antes de que éste comenzara
a invadir el endodermo de la cuarta bolsa faringea (Fontaine 1979). En embriones
humanos se realizaron estudios cuyas conclusiones iban en una direcciéon similar;
segln estos estudios, la quinta bolsa faringea seria colonizada en fases tempranas del
desarrollo por material de naturaleza ectodérmica procedente del margen posterior de
la cuarta hendidura faringea (Garcia et al. 1985).

Esta hipodtesis la vuelve a defender Mérida-Velasco en sus investigaciones (Merida-
Velasco et al. 1988; Merida-Velasco et al. 1989), basandose en que en el estadio 13 de
O’Rahilly (embrién de 28 dias) la vesicula tiroidea alcanza en la regién mesobranquial
la zona de origen de los cuartos arcos branquiales, apoyandose sobre su cara externay
expandiéndose transversalmente a este nivel. En el estadio 14-16 de O’Rahilly
(embridn de 30-40 dias) las cuartas bolsas faringeas se aproximan por sus extremos
inferiores a la vesicula tiroidea, que esta comenzando la bilobulacidn. El cuarto par de
bolsas se extiende por su extremo inferior, lo que sugiere una migracion medial que
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dara lugar al quinto par de bolsas, las cuales se fundirdn con cada lébulo tiroideo
(Aracil Kessler 2003).

Como se ha descrito anteriormente, el estudio de los factores de transcripcion
tiroideos, permite alcanzar nuevos conocimientos sobre el desarrollo del tiroides. En
un estudio realizado en embriones humanos sobre los patrones de expresién génica
para Pax8, TTF-1, y Foxe-1, se observd la expresion de PAX8 en la superficie
ectodérmica de la cuarta hendidura faringea y, posteriormente, en el interior del CUB,
respaldando asi la teoria lanzada por Mérida-Velasco ( Sura Trueba et al. 2005).

2.5.3. Teoria actual: origen endodérmico

Actualmente, ha surgido una nueva teoria que contradice lo que en su dia se concluia
en los estudios citados anteriormente, y que se basa en las siguientes investigaciones:

1.-Existen diferencias relevantes entre el tiroides de los mamiferos y el de otros
vertebrados, como aves o peces. Segln los estudios realizado por Yoko Kameda
(Kameda 1984; Kameda et al. 1988), el rudimento UB en aves estd situado cerca del
esofago y es rodeado por el ganglio entérico. Desde fases tempranas de su desarrollo
embrionario, el esbozo UB es invadido por células nerviosas que expresan tubulina
(TuJ-1), HNK-1, que es un marcador de células nerviosas, encefalina y tiroxina
hidroxilasa, enzima involucrada en la sintesis de catecolaminas que se expresa en
células derivadas de las CN. Ademas, la glandula UB esta ricamente inervada por fibras
nerviosas que entran en contacto con la superficie de las células C que, en cultivos,
presentan prolongaciones similares a las neuronas (Kameda, 1995). En ratones, sin
embargo, el CUB no esta en intimo contacto con ganglios ni con paquetes nerviosos y
las células C no expresan encefalina ni tiroxina hidroxilasa.

2.- Estudio con ratones transgénicos:

Ratones Cx43-lacZ: La conexina43 es una proteina que se expresa de forma elevada en
las células de las CN. Para detectar dicha proteina mediante IHQ usando un anticuerpo
anti-B-galactosidasa, se usan ratones transgénicos que llevan unido a la conexina el
reporter Lac-Z, de esta forma se puede marcar fielmente la migracion de las células de
las CN (Lo et al., 1997; Waldo et al., 1999).

Como resultado de esta investigacion, se demostré que en ninguna fase del desarrollo
del CUB ni del tiroides se detectan células procedentes de las CN, éstas sin embargo, se
distribuian en el mesénquima de los arcos faringeos pero en ningin momento invadian
el CUB.

Ratones Wnt1-Cre/R26R: mediante estos ratones doble transgénicos se estudia el
destino a largo plazo de los derivados de las CN. Sélo se detectaron células
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procedentes de las CN en el ganglio vagal distal, ganglio cervical, nervio vago, nervio
simpdtico, musculo y mesénquima de los arcos faringeos. En recién nacidos, se
detectaron células derivadas de las CN en la arteria cardtida comun y en el tejido
conectivo del tiroides, pero no en el parénquima. Esto sugiere que el CUB debe
interaccionar con el mesénquima de arcos faringeos para asegurar su desarrollo
normal (Kameda et al., 2007a)

3.- Mapa genético para derivados del endodermo con Isletl, Hes1l y Mash1

Islet-1 (Isl-1) marca células definitivas del endodermo pero no células de las CN. Como
se comento anteriormente, Isl-1 y TTF-1 se expresan en el primordio tiroideo y en el
CUB. Una vez que el CUB se une al tiroides, la expresion de Islet-1 disminuye en las
células foliculares y se observan células Isl-1+ dispersas en el parénquima tiroideo,
precisamente en el lugar que ocupan las células C (figura 17). El nUmero de células Isl-
1+ va disminuyendo a medida que aumenta la produccion de CT por las células Cy se
sobreexpresa en el carcinoma medular de tiroides (Westerlund et al. 2008).

Figura 18.- Expresion de Isl-1 en el
tiroides adulto. A) numerosas células
que expresan CT se encuentran

dispersas en los foliculos tiroideos. B)
El nimero de células Isl-1 + es mucho
mas escaso (Westerlund et al., 2008).

Hesl es conocido en la regulacion del desarrollo de diferentes drganos endocrinos
derivados del endodermo, como el pancreas y las células neuroendocrinas del pulmodn.
En la organogénesis tiroidea se le atribuye una doble funcién, por un lado, el control
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del numero de tirocitos y células C progenitoras y, por otro lado, la expresién de Hes-1
es necesaria para la adecuada funcion endocrina de las células foliculares y de las
células C (Carre et al., 2011).

Mashl es un gen que juega un papel importante en la diferenciacion de neuronas
autéonomas independientes de las CN. Como se ha visto anteriormente, durante el
desarrollo embrionario de los 6rganos derivados de la faringe, se producen
interacciones entre derivados mesenquimales de las CN y el endodermo faringeo. El
hecho de que Mashl se exprese en el CUB durante su formacién, migracién vy
dispersidon en el tiroides ocupando la posicion de las células C y posteriormente
disminuya, parece indicar que Mash1 puede ser el responsable de dotar a las células C
de sus propiedades nerviosas, al igual que ocurre con las células endocrinas
pancreaticas, de la médula adrenal o del pulmén (Kameda et al., 2007b).

4.- Expresion de cadherina-E en las células C: la cadherina-E es una proteina
transmembrana que se localiza en los epitelios tanto ectodérmicos como
endodérmicos y que juega un importante papel en el establecimiento de la polaridad
celular y en el mantenimiento del fenotipo epitelial. Las células foliculares expresan
altos niveles de cadherina-E en todos los estados de desarrollo y el CUB también la
expresa durante su organogénesis. Mediante andlisis con microscopia confocal en
ratones recién nacidos, se ha observado que las células C, ademas de expresar CT a
nivel citoplasmatico, también expresan cadherina-E siguiendo un patréon de
membrana, hecho que confirma su origen epitelial.

5.- Origen comun de las células del SNED

Actualmente, hay numerosas evidencias que demuestran el origen no neural de las
células endocrinas del intestino y de las células endocrinas del pancreas (Andrew,
1974; Andrew et al.,, 1998; Slack, 1995). Estas células, en algin momento deben
compartir ciertas caracteristicas con las neuronas, debido a que comparten factores de
transcripcion comunes durante la diferenciacién de ambas poblaciones celulares. Al
conjunto de caracteristicas morfoldgicas comunes es a lo que se le denomina “fenotipo
neuroendocrino” que se adquiere, por tanto, durante su diferenciacion (Andrew,
1974). Las células C también presentan un fenotipo neuroendocrino y podrian
compartir con el resto de células SNED un origen embrionario comun.

3.- RESTOS ULTIMOBRANQUIALES

Se ha asumido que la finalidad principal de la fusion del CUB con el tiroides en
desarrollo es transferirle a éste los precursores de las células C. Pero ademas de
generar las células C, se ha comprobado que restos del CUB permanecen en el tiroides
adulto como estructuras complejas que se consideran remanentes embrionarios del
mismo.

INTRODUCCION | Pagina34




En humanos, se acepta que los SCN proceden del CUB, sobre todo desde que Williams,
Toyn y Harach, en 1989, realizaran un estudio para investigar los derivados del CUB
antes de su fusidn con el Iébulo tiroideo. Analizaron pacientes con tiroides que no
habian descendido completamente y encontraron en el CUB estructuras quisticas con
areas solidas irregularmente distribuidas, que se asemejaban a los SCN y que
mostraban tanto células positivas para CT como restos de coloide positivo para Tg
(Williams, Toyn, & Harach, 1989).

En roedores, Wollman & Neve, demostraron mediante microscopia electréonica que las
células del CUB, antes de su fusién con la vesicula tiroidea, tenian las mismas
caracteristicas ultraestructurales que las de las estructuras precursoras de los FUB que,
como veremos a continuacién, se encuentran en ratas recién nacidas (Wollman & Neve
1971b). Posteriomente, fueron Wollman y Hilfer (Wollman & Hilfer 1978) los que
demostraron el origen UB de los FUB. Para ello aislaron, antes de su fusién, tejido del
diverticulo tiroideo y del CUB, los trasplantaron en diferentes capsulas renales de
ratones y les hicieron un seguimiento de su evolucion durante varios meses.
Posteriormente, los examinaron mediante microscopia electrénica y, de esta forma,
comprobaron que a partir del trasplante de tejido del diverticulo tiroideo, se formaron
los tipicos foliculos tiroideos con coloide en su interior. Por el contrario, a partir del
trasplante de tejido del CUB, se formaron foliculos de pequefio tamafio con distintos
tipos celulares, que compartian caracteristicas ultraestructurales con las células del
CUB (células UB), entre ellos células ciliadas, células con abundante reticulo
endoplasmatico liso, células con muchos ribosomas libres y células C, que eran las
mayoritarias. En el trasplante del CUB no se observd la aparicidn del tipico epitelio
folicular.

3.1. En roedores: foliculos UB (FUB)

Son varios los trabajos que han descrito la morfologia de los FUBs en roedores,
principalmente en ratas (Van Dyke JH. 1944; Neve & Wollman 1971; Wollman & Neve
1971b; Wollman & Neve 1971a; Martin-Lacave et al. 1992).

3.1.1. Localizacion

Los restos UB, normalmente, se localizan en la zona central del Iébulo tiroideo,
parcialmente embebidos entre los foliculos tiroideos normales y en contacto con el
tejido conectivo perivascular de la vena principal del |6bulo tiroideo.

INTRODUCCION | Pagina3s




3.1.2. Morfologia

Respecto a la morfologia de los FUB, se sabe que su tamafio y aspecto pueden cambiar
segln la edad. Algunos trabajos han estudiado el desarrollo y las propiedades de los
restos UB en la vida postnatal de roedores. Posiblemente, el mas completo, fue el
trabajo que realizaron Wollman y Neve, en 1971 (Wollman & Néve 1971a), sobre ratas
Fischer, en el periodo comprendido entre el nacimiento hasta el afio de vida.
Atendiendo a los resultados obtenidos en este trabajo, que posteriormente han sido
corroborados por otros autores, la morfologia de los FUBs va evolucionando desde el
nacimiento hasta la edad adulta segln las siguientes formas de presentacion (figura
18).

En ratas recién nacidas, aparecen como estructuras celulares sélidas que se consideran
precursoras de las demads formas y que son relativamente grandes respecto a los
foliculos tiroideos a esa edad. Estas agrupaciones celulares se van alargando y pueden
dar lugar a otras estructuras en las que se puede observar una luz o cavidad central.

En ratas de al menos una semana de vida, los restos UB son mds grandes y estan
compuestos por células pequefias y con escaso citoplasma, que pueden presentar
distintas apariencias:

- Estructura epitelial con forma de perla.

- Foliculos pequenos en contacto con el tejido conectivo perivascular en las que se
identifica un epitelio simple con desechos celulares en su interior.

- Foliculos mas grandes, normalmente con pared biestratificada, en la que las células
de la capa externa son mas pequenas que el resto.

- Foliculos con una apariencia mixta entre los foliculos tiroideos normales y los FUB.

En ratas a partir de 30 dias, los FUB se consideran maduros y su apariencia puede ser
también variable, identificandose formas esféricas, tubulares y cilindricas, que pueden
ser ramificadas o curvas.

A partir del afio, los foliculos son de distintos tamafios y, normalmente, de apariencia
quistica, revestidos por un epitelio estratificado en el que las células apicales tienden a
aplanarse con respecto a las basales.

En cuanto al contenido luminal, también se observan cambios entre las distintas
formas. En las ratas mas jévenes, se aprecian restos celulares con nucleos picnéticos o
fragmentados que desaparecen en unas semanas, mientras que en las de al menos dos
meses de edad, se pueden ver foliculos con material de desecho formado por restos
celulares dispuestos en capas y apariencia nuclear heterogénea. En la parte central de
la luz no hay nucleos, puede ser porque al evolucionar las formas menos desarrolladas
hacia formas foliculares, desaparezcan las células del interior de los restos UB
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alargados, o bien porque al multiplicarse las células de la pared, se produzca la
descamacion de las células mas superficiales y los desechos se vayan depositando en el
interior a medida que se van formando los foliculos.

Los foliculos mixtos son de especial interés y se describen como un tipo de foliculo en
los que en una parte de su epitelio se identifican células que tienen las mismas
caracteristicas morfoldgicas y estructurales que las células foliculares (células F) v,
asociado a éste, se encuentra otra parte de epitelio donde mayoritariamente se
identifican células UB. También pueden aparecer como un FUB tubular fundido con
parte del epitelio folicular. En la luz de los foliculos mixtos, igualmente, se distinguen
desechos celulares, asi como material de secrecién mucinica PAS+.

En ratas de mas de 6 meses de vida, es dificil diferenciar los foliculos mixtos del resto
del parénquima tiroideo, debido a que el epitelio de los foliculos mixtos también puede
ser simple. Una caracteristica importante para poder diferenciarlos es la presencia de
nucleos picndticos en su luz.

La proporcion de células F respecto a la de células UB en los foliculos mixtos es
variable, lo que si parece probado es la funcionalidad de las células F, debido a que
frecuentemente contienen gotas de coloide en su interior. Esto quiere decir que son
capaces de reabsorberlo, al igual que ocurre con las células foliculares de los foliculos
tiroideos normales y, ademas, porque en la luz de los foliculos mixtos, ademas de
células descamativas, también se encuentra un material viscoso PAS+.
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Figura 19.- Morfologia de los FUBs en el tiroides de ratas jovenes. 1) Nidos sélidos en

1

una rata de 2 dias; 2) Foliculo alargado con coloide y restos celulares en el lumen en
una rata de 2 dias; 3-4) Secciones a distinto nivel de un FUB mixto en una rata de 7
dias. El epitelio del FUB tiene forma de perla y esta asociado al epitelio de un foliculo
tiroideo (Wollman & Neéve 1971a).

3.1.3. Caracteristicas ultraestructurales

Entre los restos UB de las ratas y de los ratones existen algunas diferencias
ultraestructurales. Como ha sido expuesto anteriormente, en la rata, los FUB son en su
mayoria quistes escamosos de células U; en el ratdn, sin embargo, ademas de las
células UB, pueden identificarse otros tipos celulares.

Las células UB en todas las formas de presentacion de los restos UB en la rata,
mantienen caracteristicas ultraestructurales similares. En las formas maduras, las
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células UB basales, a diferencia de las células foliculares normales, presentan
hemidesmosomas en su membrana plasmatica basal y pliegues de membrana entre las
células vecinas. En su citoplasma se distinguen acumulaciones de filamentos en
distintas zonas y en contacto con los hemidesmosomas, con un RER escaso aunque con
abundantes ribosomas libres. Las células UB mas apicales difieren, sin embargo, de las
basales en que los filamentos citoplasmicos estan dispersos de manera uniforme y en
que presentan abundantes ribosomas libres (Calvert & Isler 1970;Neve & Wollman
1971).

El contenido luminal de los FUB, ademas de estar compuestos por un material similar
al coloide de los foliculos tiroideos, presenta un material relativamente denso sobre
una fina red reticular que no se mezcla con el coloide y que cubre la superficie de las
células descamadas y la zona apical de las células UB. Los restos celulares que se
acumulan en la luz presentan un citoplasma muy electro-denso, que consiste en una
malla de fibrillas con organelas desintegradas y vesiculas con el mismo contenido
luminal, que también se aprecian en las células UB mads apicales. Este hallazgo sugiere
que las células UB pueden ser células secretoras holocrinas.

En el ratén los FUB son relativamente grandes, de aspecto irregular y pueden aparecer
parcialmente segmentados. Por sus caracteristicas ultraestructurales se pueden
distinguir cinco tipos de células en sus paredes (Wollman & Neve 1971b):

Células ciliadas: con cilios proyectados hacia la luz apical que son facilmente
observables debido a la heterogeneidad del contenido luminal.

Células F: son las tipicas células foliculares tiroideas con microvellosidades y gran
cantidad de RER.

Células C: distinguibles por sus caracteristicas ultraestructurales, principalmente por
presentar gran cantidad de granulos secretores.

Células AR: también tienen actividad secretora, presentan vesiculas secretoras,
granulos de glucdégeno y abundante reticulo endoplasmatico liso.

Células UB: con caracteristicas similares a las descritas en la rata, que se encuentran
distribuidas entre las células AR y las células ciliadas.

El contenido luminal es similar al de los quistes UB de la rata, con material que forma
una malla reticular con zonas PAS+, aunque presenta menos filamentos dispersos y su
distribuciéon es mas heterogénea. Funcionalmente son activos, aunque el metabolismo
del iodo es lento y, posiblemente, lo desempefien las células foliculares asociadas.

3.1.4. Incidencia

En relacién con la frecuencia de presentacion de los FUB en los I6bulos tiroideos, se
han publicado distintos trabajos. Hay autores, como Wollman y Nevé, que afirmaron
gue los FUB aparecen en todos los I6bulos estudiados y que, generalmente, se pueden
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reconocer mas de uno por lébulo estando normalmente interconectados entre si
(Wollman & Neéve 1971a). Sin embargo, para autores como Van Dyke (Van Dyke JH.
1944), los ratios de frecuencia son distintos segun la edad de la rata: 15% para ratas
jovenes, 34,5% en ratas adultas y 61,9% en ratas viejas. En otro estudio morfoldgico
que realizé Rao-Rupanagudi, se detectaron FUB en 1/3 de los tiroides de todos los
animales examinados (Rao-Rupanagudi et al. 1992). Ademas, tanto este autor como
Takaoka informaron que el nimero de FUBs disminuia con la edad (Takaoka et al.
1995).

En cuanto a la incidencia seguin el género, tanto Van Dyke como Rao-Rupanagudi
concluyeron que los FUBs son mads frecuentes en ratas hembras que en ratas macho
sobre todo en las ratas de mayor edad. Esta afirmacion no se puede contrastar con
otros trabajos de investigacidén porque en el resto sélo se han empleado ratas macho.

3.2. En humanos: Solid cell Nest (SCN)

3.2.1. Localizacion

Los SCN se localizan en el estroma interfolicular, en el tercio medio-superior del I6bulo
tiroideo y su posicién anatdmica es comparable con la posicidn que ocupan las células
C en el tiroides (Harach 1988).

3.2.2. Morfologia

Los SCN, normalmente, aparecen como estructuras irregulares de aproximadamente
1 mm de diametro maximo y de aspecto sélido que estan situadas entre los foliculos
tiroideos y delimitadas por una membrana basal. Estdn formados por células aplanadas
eosindfilas y no queratinizadas entre las que no se observan uniones intercelulares
(fig.20).

Se componen de dos tipos celulares:

Células principales o “main cells”: En cortes histoldgicos tefiidos con H-E se ven como
células de aspecto variable, que pueden ser poligonales, alargadas u ovaladas, con un
citoplasma ligeramente eosindfilo y con sus limites celulares bien definidos. Los
nucleos celulares ocupan una posicion central y son de forma redondeada u ovalada,
con membrana nuclear irregular, cromatina laxa y nucléolo evidente (Janzer et al.
1979).

Células C: se encuentran en menor proporcion que las “main cells” y, normalmente, en
la zona periférica de los SCN, siendo, ademas, de menor tamafio. Se caracterizan por
presentar un citoplasma claro en el que destaca el nucleo redondeado y pequefio. El
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citoplasma a veces se ve vacio al microscopio dptico y otras veces contiene muchas
vacuolas y granulos secretores finos (Cameselle-Teijeiro et al. 1994).

Ocasionalmente, ademas de las formas sélidas, junto a los SCN se pueden distinguir
estructuras quisticas, que pueden ser foliculares o tubulares, y se asemejan a los
foliculos tiroideos, con un epitelio formado por las células principales descritas
anteriormente. En estos casos las “main cells” forman un epitelio simple de células
aplanadas con una cavidad central, en la que se observa un contenido luminal PAS +
similar al coloide, con material mucinico asociado, con células descamativas y con
sustancias de desecho (figura 20).

Figura 20.- Microfotografia que muestra los SCN en la glandula tiroidea humana. Los
SCN pueden aparecer como formas sélidas (») y, ocasionalmente, como formas
quisticas (). A) (H-E) 200x; B) (H-E) 400x (Mizukami et al., 1994).

También pueden diferenciarse
foliculos mixtos formados, por una
parte, por un epitelio estratificado
plano de “main cells” y, asociado a
éste, un epitelio simple de células
foliculares cubicas (Harach 1987). El
contenido luminal de los foliculos
mixtos es similar al descrito
anteriormente para los SCN quisticos

figura 21 o
(figura 21) -

Figura 21.- Foliculo mixto en una glandula tiroidea humana (Janzer et al., 1979).
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3.2.3. Caracteristicas ultraestructurales

En las formas sdlidas, las “main cells” contienen numerosos tonofilamentos,
estructuras similares a los desmosomas y, en algunos casos, se observan numerosos
ribosomas libres. No se aprecia queratinizacion. El nlcleo puede presentar grandes
indentaciones y 1 0 2 nucleolos. En la periferia de los nidos sélidos y en algunos casos
entre las “main cells”, se situan las células C, que se diferencian, principalmente, por
mostrar en su citoplasma granulos secretores electrodensos, con diametro variable
entre 100 y 250 nm, y por ser positivas para la CT.

En las formas quisticas, ademas de las caracteristicas descritas, en algunas células se
observan micro-vacuolas citoplasmaticas y cilios distribuidos en su superficie apical. En
la luz se observan restos celulares, agrupaciones de vacuolas ovoides con contenido
claro y en, algunos casos, con células linfoides asociadas. Todas estas caracteristicas
ultraestructurales confirman la naturaleza secretora de los SCN (Martin et al. 2000).

3.2.4. Frecuencia

Los SCN pueden encontrarse en un solo lI6bulo o, también, bilateralmente e, incluso,
puede haber mds de uno por Iébulo tiroideo.

En cuanto a la frecuencia de aparicion de los SCN, existe cierta controversia, ya que
hay autores que describen una mayor incidencia en hembras, con ratio 1:6
macho/hembra, lo cual relacionan con la alta frecuencia relativa de lesiones tiroideas
en mujeres (Fraser & Duckworth 1979; Cameselle-Teijeiro et al. 1994).

Otros autores (Harach 1988; Mizukami et al. 1994) detectan SCN en un porcentaje bajo
de muestras en examenes rutinarios pero afirman que su frecuencia se elevaria al
aumentar el nimero de secciones estudiadas. Por lo tanto, se esperaria que los SCN
estuvieran presentes en todas las glandulas tiroideas, al igual que podria ocurrir con
los FUB en roedores.

3.3. En otras especies de mamiferos

Ademas de en el hombre y en la rata, se han identificado restos UB en otros
vertebrados, que han recibido distintas denominaciones segun la especie y se conocen
algunas caracteristicas de cada uno de ellos que se exponen a continuacion.

3.3.1. En el perro: “complejos de células C”

Los restos UB que se localizan en la glandula tiroidea del perro se denominan
“complejos de células C”. Normalmente se describen como islotes de células, aunque
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en algunas ocasiones también pueden adoptar una forma quistica con una pared
formada por un epitelio simple de células cubicas, o bien, estratificado con células
planas (Kameda 1987; Y. Kameda 1971).

Los “complejos de células C” contienen cuatro tipos de células en distintas
proporciones:

1)Células foliculares, positivas para Tg; 2) Células C, positivas para CT, NSE y CGRP; 3)
células estrelladas o cubicas, que aparecen en las formas quisticas y que son positivas
para SS; 4) Células indiferenciadas, negativas para todos los antigenos nombrados
anteriormente (Leblanc et al. 1990).

A los “complejos de células C” se les atribuye un origen UB, basdandose en la similitud
gue muestran con unas masas celulares que aparecen en el CUB de los perros durante
su desarrollo embrionario (Godwin MC 1937).

3.3.2. En toros: “remanentes UB”

En el toro, “los remanentes UB” pueden aparecer como: 1) restos sélidos, formados
por células indiferenciadas que pueden dar lugar a células inmunorreactivas para Tg o
en células inmunorreactivas para CT o SS; 2) estructuras foliculares, con formas
quisticas o tubulares, en cuya pared se identifican células positivas para Tg y otras
positivas para CT (Ljungberg & Nilsson 1985).

Los restos UB de la glandula tiroidea de los toros pueden sufrir cambios proliferativos
gue dan lugar a una extensa patologia.

3.3.3. En el bisonte: “FUB”

Los FUB en el bisonte europeo, se encuentran distribuidos entre el parénquima
tiroideo normal, rodeados de abundante tejido conectivo y pueden presentar tamafo,
aspecto y contenido luminal variables. En la pared de estos FUB se pueden detectar
células C (Sawicki B 1991). De manera simultdnea, es frecuente encontrar agregados
sélidos celulares (SCN) (Sawicki B 1997), en los que, mediante IHQ, se detectd una
poblacién celular heterogénea, con células inmunoreactivas para CT, CGRP, NSEo SS vy,
también, se identificaron células poco diferenciadas en un nimero variable (Sawicki &
Zabel 1997).

3.3.4. En el zorro: “foliculos inusuales”

Las caracteristicas morfoldgicas de los “foliculos inusuales” en el tiroides del zorro son
similares a las descritas para otros mamiferos, incluidas las ratas. Se aprecian foliculos
quisticos, tubulares o alargados, rodeados de una cdapsula de tejido conectivo,
revestidos por una pared estratificada de células planas o cubicas y con células
descamativas en el lumen. La peculiaridad principal es que en la pared de estos

INTRODUCCION | Pagina43




foliculos se identifican células C mediante IHQ. En algunas ocasiones, también se
encuentran foliculos mixtos en los que los foliculos inusuales mantienen continuidad
con algun foliculo tiroideo adyacente (Srivastav & Swarup 1982).

3.3.5. En la cobaya: “S follicles”

La “segunda clase de foliculos tiroideos” o “S follicles” del tiroides de la cobaya, se
localiza en el centro de la parte superior del I6bulo tiroideo rodeada de tejido
conectivo. Estas estructuras estdn compuestas por una poblacién celular heterogénea.
Los “S follicles” pueden dividirse en tres partes (Juhl 1981b; Juhl 1981a):

- Una parte superior de forma tubular formada por un epitelio simple de células S (S-
follicles cells), que contienen vesiculas pinociticas y hemidesmosomas en la membrana
plasmatica basal. Ademas, se localizan células C.

- Una parte media irregular, que primero tiene una forma tubular que después se
ensancha. En esta parte existen areas de contacto con los foliculos tiroideos
adyacentes y se pueden identificar células foliculares en su pared. Ademas de las
células S, se distinguen células oscuras, células con granulos citoplasmaticos, células
ciliadas y células C (Juhl 1981a).

- Una parte inferior que en las cobayas jovenes tiene forma folicular con una cavidad
central, mientras que en las adultas esta cavidad desaparece y resulta muy dificil
distinguirla de los foliculos tiroideos adyacentes.

3.4. En vertebrados no mamiferos

Como se ha descrito anteriormente, en los vertebrados no mamiferos el ultimo par de
bolsas faringeas no se fusiona con el tiroides, sino que permanece como una
estructura independiente, que se denomina glandula UB.

En la aves la glandula UB esta situada delante del eséfago y se dispone como un
cuerpo compacto que consiste en agrupaciones sdélidas de células C entre un estroma
conectivo.

En la glandula UB adulta, las células C forman grupos celulares de distintos tamafios
diseminados entre el tejido conectivo y se identifican unas estructuras quisticas que
aumentan con la edad y que se denominan quistes UB. Los quistes UB presentan
aspecto, tamano y contenido luminal variables (Sehe 1965; Y. Kameda 1984).

Se han realizado distintos estudios mediante microscopia electrdnica e IHQ, con el fin
de investigar las caracteristicas ultraestructurales y el significado funcional de estos
quistes, con especial atencién a la presencia de células C y a su posible actividad
secretora (Ito et al. 1986).
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Los quistes UB estan formados por un epitelio estratificado de células planas o cubicas,
con un contenido luminal de aspecto coloidal, con vesiculas de secrecién y desechos
celulares. Se confirmé la presencia de células C en la pared de los quistes UB, con
numerosos granulos secretores que almacenaban CT y, ademas de las células C, se
encontraron células con microvellosidades proyectadas hacia la luz.

Puesto que los quistes aumentaban progresivamente en volumen y en numero con la
edad, se sugirid que ademas de tener una funcion secretora, podian jugar un papel en
el almacenamiento de productos hormonales en exceso o que no fueran necesarios
(Kameda, 1984).

3.5. Marcadores IHQ de los restos UB

3.5.1. Marcadores IHQ de los FUB

Los trabajos de investigacién publicados sobre los marcadores IHQ de los FUBs en
ratas, son escasos e incompletos.

Los estudios IHQ mads relevantes, hasta el momento, han sido los realizados por
investigadores de nuestro Departamento en ratas Wistar de distintas edades (Conde et
al. 1992), con la finalidad de comprobar si en la pared de los FUB se identificaban
células positivas para Tg y para CT. Solo se localizaron células aisladas
inmunorreactivas para CT en las formas sélidas de los FUB presentes en una rata de 5
dias (Martin-Lacave, Conde, Moreno, et al. 1992), mientras que en los foliculos de
ratas de mayor edad, normalmente quisticos, no se localizé ninguna. A todas las
edades estudiadas, los restos UB presentaron microfoliculos PAS+ y, en algunos FUB,
células inmunorreactivas para Tg. A partir de estos resultados, estos autores lanzaron
la hipdtesis del doble origen embrionario de las células foliculares, UB y endodérmico,
gue ya habian sugerido en anteriores publicaciones, donde demostraron que los FUB
presentaban un perfil glucoproteico similar al de las células foliculares (Moreno et al.
1989).

3.5.2. Marcadores IHQ de los SCN

Identificar convenientemente los SCN representa un reto para los especialistas en
tiroides por su posible confusién con algunas patologias tiroideas.

Se han realizado diversos estudios IHQ para caracterizar las células que integran los
SCN. Concretamente, se ha demostrado que las células principales de los SCN o “main
cells” son inmunorreactivas para algunas citoqueratinas, CEA, p.63, bcl-2, y ki67. Sin
embargo, carecen de inmunorreactividad para TG, CT, CGRP y TTF-1 ( Cameselle-
Teijeiro et al. 1994;Harach 1988; Reis-Filho et al. 2003; Rios Moreno et al. 2011) (Tabla
4).
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Tabla 4. Resumen de los resultados IHQ sobre SCN publicados hasta la fecha

CITOQUERATINAS (CK)
CEA | TG | CT | CGRP | p63 | bcl-2 | TTF-1

34BE12 | AE1/ | CAM5.2 | CK7
AE3
CF - + + + - + - - - - +
CcC - + + - - - + + - - +
SCN + + + + + - - - + + -

CF, células foliculares; CC, células C; 34BE12 (CKs 1,5,10 y 14); AE1/AE3 (CKs 1, 2,10,11
y 14); CAM5.2 (CKs 8 y 18); Tg, tiroglobulina; CT, calcitonina; CGRP, péptido
relacionado con el gen de la CT.

Aunque, inicialmente, la evaluacién histoldgica de los SCN, basada en la determinacion
IHQ con CEA y citoqueratinas epidérmicas, parecia suficiente para diferenciarlos
correctamente, sin embargo, debido a que estos dos marcadores también lo expresan
algunos carcinomas neuroendocrinos, fue necesario identificar otros marcadores
especificos de los SCN.

Seguidamente se van a tratar aquellos marcadores de mas interés:

Citoqueratinas: los filamentos intermedios son los elementos mds resistentes del
citoesqueleto, forman una red que rodea al nucleo y que se extiende hacia la periferia
celular hasta interaccionar con la membrana plasmatica. De éstos, las citoqueratinas
forman el grupo de filamentos intermedios mas diverso, pues esta constituido por
numerosas clases de proteinas fibrilares y que se distribuyen entre las distintas células
de estirpe epitelial. La misidon de las citoqueratinas es la de proporcionar resistencia
mecanica a la célula, regular la localizacion de las proteinas y participar en la
transmision de senales intracelulares.

La composicién de subunidades de citoqueratinas puede ser extremadamente
heterogénea, variando con dependencia de la localizacién anatdmica, el crecimiento
celular, el ambiente, el estado de diferenciacion y el momento de desarrollo
embrionario.

Se conocen 20 tipos de citoqueratinas que se clasifican segin su peso molecular vy,
actualmente, segln su punto isoeléctrico. Las citoqueratinas se han clasificado en dos
subfamilias, una que comprende las CKs 1-8 y otra las CKs 9-20, requiriéndose un
miembro de cada grupo para la formacion de cada filamento de queratina. Ademas,
existen diversas isoformas de las mismas, lo que supone la existencia de un mayor
numero de queratinas y una expresion propia para cada tejido o tipo celular, lo que
conlleva cierta especificidad funcional (Painter et al. 2010).
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Se ha establecido que las citoqueratinas de bajo peso molecular se encuentran en los
epitelios simples, las de peso molecular intermedio en los epitelios estratificados, y las
de alto peso molecular en los epitelios queratinizados, aunque su expresién puede
verse afectada por factores ambientales o por cambios patoldgicos (Steinert & Roop
1988; Martin Lacave. |; Garcia Caballero T. 2012)

El empleo de anticuerpos anti-CKs es de gran utilidad para la identificacion de las
células principales de los SCN, en concreto para las citoqueratinas de alto peso
molecular, pues no estan presentes en las células foliculares ni en las células C (Harach
& Wasenius 1987; Harach 1988).

El factor de transcripcion nuclear p63 es miembro de la familia del gen p53 y presenta
con éste homologia estructural. Pertenece a la familia de supresores tumorales p53,
que tienen la capacidad de actuar regulando la progresién del ciclo celular,
manteniendo la capacidad proliferativa o induciendo apoptosis, en funcién del
estimulo ambiental recibido por la célula. Resulta esencial para inducir la respuesta de
la célula ante el ADN dafiado, deteniendo el ciclo celular en caso de mutacién. p53 es
ubicuo (se expresa en todos los tejidos), mientras que p63 presentan especificidad
tisular.

La expresion de p63 es especifica para las “main cells” de los SCN y no se expresa en
carcinomas diferenciados de tiroides como son el carcinoma papilar y el carcinoma
medular. Por ello se considera que p63 es un marcador efectivo para distinguir los SCN
de otras patologias tiroideas.

El factor de transcripcion TTF-1, como se ha descrito anteriormente, se considera un
marcador de células diferenciadas, tanto de las células foliculares como de las células
C, mientras que las “células principales” de los SCN carecen de marcaje para TTF-1
(Reis-Filho et al. 2003).

3.6. Patologia tiroidea asociada a los restos UB

En diversos mamiferos, ocasionalmente, los restos UB presentes en el tiroides pueden
sufrir alteraciones proliferativas, dando lugar a formaciones que se consideran
patoldgicas.

Concretamente, en el toro, los remanentes UB pueden experimentar cambios
hiperplasicos o neoplasicos que afectan a sus componentes epiteliales y que derivan
en el denominado “tumor UB”. El tumor UB en toros, es una estructura compleja que
exhibe un patrén sélido y, ocasionalmente, puede contener foliculos tiroideos entre las
masa de células UB. Su tamafio y frecuencia aumenta con la edad. Estan integrados
por una poblacién celular heterogénea formada, principalmente, por células poco
diferenciadas, células positivas para la Tg y una proporcion baja de células C (Capen &
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Black 1974; Ishimura & Fujita 1979; Ljungberg & Nilsson 1985). Cuando el tumor UB
llega a invadir estructuras adyacentes, se denomina carcinoma UB y podria originar
metastasis en los ganglios cervicales o en los pulmones del toro (Harmon & Kelley
2001a).

Se han descrito Hallazgos similares en la gldndula tiroidea del caballo, en los que los
remanentes UB se presentan como agregados celulares con células positivas para Tgy
para CT. Estos agregados pueden localizarse, o bien entre los foliculos tiroideos
normales sin que se aprecie compresién del tejido folicular adyacente, o bien como
estructuras que derivan de una hiperplasia nodular de los remanentes UB y que
comprimen a los foliculos tiroideos adyacentes; o, finalmente, como adenomas de los
remanentes UB rodeados de una cdpsula fibrosa (Turk et al. 1983; Tateyama et al.
1988).

Por otro lado, en ratas tratadas con un aporte extra de vitamina A, se reconocieron
unas estructuras quisticas de gran tamafio que, en algunos casos, presentaban
capacidad invasiva, a las que se denominaron cistoadenomas tiroideos (Van Dyke JH.
1944). Estas estructuras se identificaron, especialmente, en las ratas viejas y se
considerd que se originaban a partir de los remanentes UB descritos en estas ratas
(Van Dyke JH. 1944).

Por ultimo, en el tiroides humano, se ha descrito la existencia de alteraciones
patoldgicas que se presentan asociadas a los SCN (Cameselle-Teijeiro et al. 1994),
como pueden ser:

- Areas con hiperplasia de células C.

- Microquistes con material granular eosinéfilo en el contenido luminal.
- Focos de cartilago maduro en intimo contacto con los SCN.

- Focos de células que expresan NSE alrededor de los SCN.

Ademas, los SCN presentan caracteristicas morfoldgicas que les asemejan a diversas
patologias tiroideas como son la hiperplasia de células C, los focos celulares presentes
en la tiroiditis de Hashimoto o las micro-metastasis de tiroides e, incluso, algunos
carcinomas tiroideos. Distintos estudios tratan de esclarecer la posible relacién entre
los restos UB y algunos carcinomas tiroideos, como los carcinomas mixtos de tiroides y
los carcinomas mucoepidermoides, basdandose en que estas patologias presentan
caracteristicas intermedias entre el carcinoma folicular y el carcinoma medular,
pudiendo tener un origen comun(Katoh R et al. 1990; Cameselle-Teijeiro et al. 1995;
Ueki et al. 2011). En todos estos casos es necesaria una tipificacion IHQ para establecer
un diagndstico diferencial (Harach 1988).
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4. CELULAS MADRES. “Stem cells”

Las células madres son células dotadas simultdaneamente de la capacidad de auto-
renovacion (es decir, producir mas células madres) y de originar células hijas
comprometidas en el proceso de desarrollo, que se convertiran finalmente por
diferenciacién en tipos celulares especializados tanto de forma morfolégica como
funcional. Todas las células madres pueden auto-renovarse (hacerse copia de ellas
mismas) y diferenciarse (convertirse en células mas especializadas), sin embargo, las
células madres son muy variables en su comportamiento segun las circunstancias
bioldgicas (fig.22) (Kgrbling & Estrov 2003; Rosenthal 2003).

Self-Renewal

Differentiation
Mature Cell

Stem Cell

Figura 22.- Esquema que representa las caracteristicas que definen a las células

madre (International society for stem cell research (ISSCR)).

4.1. Tipos de células madres

Las células madres pueden clasificarse en tres grupos: células madres embrionarias
(embryonic stem cells), células madres fetales y células madres adultas o progenitoras
(stem cells).

1.-Las células madres embrionarias (ESC) son células indiferenciadas derivadas del
embrién en fases muy tempranas del desarrollo, en concreto, en el estado de
blastocito. Presentan una elevada plasticidad, esto significa que segun el
microambiente hormonal y segun la accidon de los factores de transcripcién a los que
estén expuestas, pueden dar lugar a cualquier célula de nuestro organismo (Thomson
et al. 1998).

2.-Las células madres fetales se encuentran en todos los 6rganos y tejidos durante el
desarrollo embrionario.
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3.- Las células madres adultas o somaticas (SSC) son células poco diferenciadas que
mantienen la capacidad de autorrenovarse y de originar todo tipo de células
especializadas del tipo de tejido en el que se originaron, como por ejemplo las de la
piel, la médula ésea o las gédnadas masculinas (Verfaillie et al. 2002; Kgrbling & Estrov
2003).

Las células madres también se clasifican dependiendo de su potencial de
diferenciacién, es decir, segin los diferentes tipos celulares que sean capaces de
producir ( Weissman et al. 2001;Prdsper & Verfaillie 2003).

Se denominan totipotentes cuando pueden crear cualquier célula del individuo,
incluidas las que forman los tejidos extra-embrionarios como el corion, la bolsa
amniética y la placenta (fig.23).
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Figura 23.- Esquema que representa la capacidad de las células totipotentes para
convertirse en cualquier célula del organismo (National Institute of health (NIH)).
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Las células madres pluripotentes tienen la capacidad de diferenciarse en tejidos que
procedan de las tres capas embrionarias, aunque estas células por si solas no puedan
producir un individuo.

En la categoria siguiente estan las células madres multipotentes, que pueden
diferenciarse en distintos tipos celulares procedentes de la misma capa embrionaria, lo
que las capacitaria para la formacion de tipos celulares diferentes, pero no de todos.

En un orden jerarquico inferior se situarian las células madres unipotentes, que son
aquellas que sdélo pueden diferenciarse en un tipo celular concreto, y que han sido
clasificadas en algunos trabajos como células en transito, células progenitoras
comprometidas, o células precursoras. Finalmente, se encuentran las células
diferenciadas, que son las que han alcanzado una plena maduracién y una actividad
funcional especifica (fig.24).

Unipotent

Differentiation
Single Mature

Stem Cell Cell Type

Figura 24.- La célula unipotente sdélo da lugar a un tipo de célula madura

(International society for stem cell research (ISSCR)).
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4.2. Células madres en el tiroides

El tiroides es un 6rgano de baja proliferacion y, a pesar de eso, mantiene un tamafio
constante en condiciones fisioldgicas normales. Esta capacidad de renovacién de la
glandula, puede justificarse a través de la presencia de una poblaciéon de células
madres que puedan responder a estimulos proliferativos. Situaciones de malnutricién,
deficiencias de iodo, destruccién o necrosis de tejido tiroideo, pueden servir de
estimulo fisioldgico o patoldgico que conduzcan a la proliferacion de las células madres
del tiroides (Gibelli et al. 2009).

Las células madres del tiroides, han sido menos estudiadas en comparacidn con las de
otros organos, posiblemente, porque las enfermedades mds comunes tiroideas, como
el hipotiroidismo, se tratan adecuadamente con terapias estandarizadas. A pesar de
esto, en los ultimos afios y animados por los resultados obtenidos en otros drganos, se
han realizado distintas investigaciones sobre ellas.

Segun dichos estudios, en el tiroides se pueden distinguir dos tipos de células madres,
las células madres embrionarias (ESC) y las células madres adultas o somaticas (SSC).

Son varias las investigaciones en las que se han logrado aislar ESC a partir de glandulas
tiroideas de ratones, pero lo mas relevante ha sido el hecho de conseguir generar
tiroides funcional a partir de cultivos de células ESC.

Lin et al, en el afio 2003 (Lin et al. 2003), sembraron ESC de ratones y tras dos semanas
de tratamiento con TSH, consiguieron aislar células con caracteristicas similares a los
tirocitos, que expresaban marcadores de diferenciacidén tiroidea como son Tg, NIS,
TPO, y TSH-R. Aun mas concluyente fue la investigacién realizada en 2012 por
Antonica, en ratones, (Antonica et al. 2012), que le llevd a afirmar que las ESC pueden
dar lugar a células foliculares in vitro y generar tiroides funcional. Los factores de
transcripcion TTF-1 y PAX-8 son suficientes para dirigir la diferenciacién de las ESC en
células organizadas en estructuras foliculares tridimensionales, cuando son tratadas
con tirotropina. Estos foliculos mostraron una significativa actividad para la
organificacion del iodo y, lo mds importante, cuando se injertaron en ratones con una
funcién tiroidea disminuida, se recuperaron los niveles plasmaticos de hormonas
tiroideas, con la consecuente recuperacion sintomatica.
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La investigacion sobre las SSC, se desarroll6 como alternativa a las ESC debido a los
problemas éticos surgidos con éstas. Las SSC se detectaron hace algunos afios en el
tiroides por Dumont (Dumont et al. 1992), quien aislé células madres en el tiroides
adulto y manifestd que se encontraban en una ratio 1:1000.

Las SSC del tiroides pueden ser de dos tipos, por un lado, estdn las SSC universales,
que son células progenitoras derivadas de la médula ésea que acuden al tiroides
atraidas por factores como las citocinas en respuesta a una lesién. Por otro lado, estdn
las SSC residentes, también denominadas en algunos trabajos como células SP (side
population cells).

Las SSC residentes se han aislado a partir de tiroides tanto humanos como de ratones.
En el hombre, a partir de una muestra de bocio, se aislaron células adultas que
expresaban marcadores de células madres (que se describen en el siguiente apartado)
y marcadores de células derivadas del endodermo, como GATA-4 y HNF4-a, asi como
los factores de transcripcién TTF-1 y PAX-8, por lo que estas células se consideraron las
SSC del tiroides (Thomas et al. 2006). Lan et al, en 2007, consiguieron aislar SSC en
cultivos derivados de bocio humano y diferenciarlas in vitro en células tiroideas que
formaban tirosferas, mediante induccidn con suero enriquecido con TSH. Estas células
también expresaron mRNA paraPAX8, Tg, NIS, TSH-R y TPO (Lan et al. 2007; Fierabracci
et al. 2008).

En el ratdn, igualmente, se han identificado SSC residentes del tiroides, concretamente
se aislaron células con caracteristicas de células madres en tiroides normales de
ratones vy, al sembrarlas en un gel tridimensional de coldgeno, crecieron como
tirosferas que expresaban marcadores de diferenciacién terminal tiroidea (Hoshi et al.
2007).

También se han conseguido identificar células con caracteristicas de células madres en
cultivos de células cancerigenas de tiroides (Mitsutake et al. 2007). Estas células
expresan marcadores de células madres, pero no llegan a expresar marcadores de
diferenciacion tiroidea. Se piensa que podrian ser una subpoblacién de células madres
adultas, a las que se denomina “cdncer sterm cells”, y que podrian ser las
responsables de iniciar la proliferacion de las células tumorales y de la resistencia
celular a la terapia contra el cancer (Glines & Rudolph 2013).

Varios autores, basandose en estudios IHQ, han propuesto a las células principales de
los SCN o “main cells”, como la fuente de células madres residentes del tiroides
adulto (Reis-Filho et al. 2003; Rios Moreno et al. 2011).
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Reis-Filho et al, en el afio 2003, (Reis-Filho et al. 2003) y Burstein et al, en el aifio 2004,
(Burstein et al. 2004), fueron los primeros en introducir la idea de que las “main cells”
pueden poseer capacidad de autorrenovacién y de diferenciacién en mas de un tipo
celular e, incluso, de que pueden actuar como células madres cancerigenas. Esta
afirmacion la realizan basandose en la capacidad de las células basales y parabasales
de los SCN para expresar p63, al igual que ocurre en otros epitelios, como en el
epitelio bronquial, siendo sin embargo, negativas para marcadores de células
diferenciadas tiroideas como Tg y CT. Posteriormente, otros autores también han
apoyado esta idea (Preto et al. 2004; Cameselle-Teijeiro, Preto, et al. 2005).

4.3. Marcadores IHQ de las células madres tiroideas

Se conocen distintos marcadores cuya expresién se asocia con células que muestran
fenotipo de células madres. Entre ellos, hay algunos que se han descrito en los SCN. A
continuacion, se nombran los marcadores mas importantes y algunos de los estudios
en los que se demostrd su expresion a nivel de los SCN.

Ki-67: es un marcador de proliferacidon celular que se expresa en células madres v,
también, lo expresan las células principales de los SCN (Preto et al. 2004).

OCT-4: es un marcador especifico de “stem cells” que se expresa en las células SP (side
population) aisladas del tiroides de raton (Hoshi et al. 2007). Posteriormente, se
demostré que, en algunos casos, las células principales de los SCN también eran
positivas para OCT-4 (Rios Moreno et al. 2011).

bcl-2: es un marcador de células con alto potencial de diferenciacion hacia células
especializadas, su sobreexpresion también se ha asociado a las células con fenotipo de
células madres. Las células principales de los SCN mostraron una fuerte reactividad
citoplasmadtica para bcl-2 (Preto et al. 2004; Cameselle-Teijeiro, Abdulkader, et al.
2005; Rios Moreno et al. 2011).

Proteina 3 nucleolar: esta proteina se expresa en los nucléolos de las células madres
adultas del SNC, células primitivas de la médula dsea, células madres embrionarias y
en varias lineas celulares tumorales de tiroides (Preto et al. 2004).

Telomerasas: estas enzimas intervienen en el control de la integridad gendmica y de la
carcinogénesis (Preto et al. 2004; Giines & Rudolph 2013).
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Citoqueratinas de alto peso molecular: en las ultimas investigaciones se habla de un
nuevo papel de los filamentos intermedios y, en concreto, de este tipo de
citoqueratinas, relacionado con su intervencion en la regulacidn de la sintesis proteica,
siendo esenciales para el crecimiento celular y para la diferenciacion de las células
epiteliales (Kim et al. 2006). Algunas citoqueratinas también son un marcador
importante de las células basales o indiferenciadas de los epitelios (Reis-Filho et al.
2003; Cameselle-Teijeiro et al. 1995; Rios Moreno et al. 2011).

p63: Juega un papel importante en la ruta de diferenciacion de lineas celulares
especificas y se expresa consistentemente en células madre de distintos epitelios. p63
induce la expresién de citoqueratinas y de otros genes asociados con la diferenciacién
epidérmica terminal. Por lo tanto, juega un papel importante en el mantenimiento de
las poblaciones de células basales (Burstein et al. 2005; Cameselle-Teijeiro,
Abdulkader, et al. 2005).
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Il. PLANTEAMIENTO Y OBJETIVOS

1.- Planteamiento del tema

Desde que Van Dyke, en 1944, describiera los FUB en el tiroides de la rata, distintos
trabajos han analizado la morfologia de estos restos embrionarios. Como se ha
expuesto anteriormente, el mds completo fue el que realizaron Wollman y Nevé en
1971 (Wollman & Neve 1971b), quienes describieron los FUB en ratas desde el
nacimiento hasta el afio de vida. Por los conocimientos adquiridos de los estudios
publicados, se conoce la evolucién que pueden presentan estos restos UB segun la
edad de la rata, pero el periodo de vida estudiado es insuficiente pues no cubre la
segunda parte de la misma. Ademas, en estos trabajos, no se han estimado las
medidas de los FUB en ninguna de sus formas de presentacién, por lo que no se
conoce como evolucionan en tamafio y, tampoco, la relacién de su tamafio respecto a
los foliculos tiroideos normales.

En cuanto a la incidencia o frecuencia de presentacion de los FUB a nivel del tiroides,
no hay uniformidad de resultados entre los distintos trabajos, debido a que hay
autores que afirmaron que los FUB se podian encontrar en todas las glandulas
estudiadas (Wollman & Neve 1971a), otros que el porcentaje variaba segun la edad de
la rata (Van Dyke JH. 1944), y otros que decian que la incidencia de los FUB disminuia a
medida que la rata crecia (Rao-Rupanagudi et al. 1992; Takaoka et al. 1995).
Igualmente, son muy pocos los estudios que han valorado la incidencia de los FUB
segun el género, porgue en casi todos se han empleado ratas macho.

Por otro lado, los estudios IHQ publicados sobre los FUB en ratas son casi inexistentes,
sin embargo, tanto en el hombre como en otras especies de mamiferos, los restos UB
han sido convenientemente caracterizados mediante IHQ (Rios Moreno et al. 2011;
Reis-Filho et al. 2003).

Ademads, debido a la dificultad para diferenciar los FUB del resto del parénquima
tiroideo, es necesario identificar un marcador especifico de éstos, sobre todo, para
aquellos que aparecen como restos sélidos dispersos en el parénquima tiroideo.

Los restos embrionarios UB presentes en el tiroides humano (SCN) y en el de la rata
(FUB), tienen un origen embrioldgico comun. En ambas especies diversos estudios han
demostrado que proceden del CUB. En humanos, Williams, Toyn y Harach en 1989, lo
demostraron mediante el estudio de los derivados del CUB antes de su fusion con los
I6bulos laterales en desarrollo (Williams et al. 1989); en ratas, Wollman y Neve en
1971, demostraron que las caracteristicas ultraestructurales de las células del CUB
antes de sus fusion con la vesicula tiroidea, son las mismas que las que presentan las
estructuras precursoras de los restos UB (Neve & Wollman 1971). Posteriormente,
Wollman y Hilfer en 1978, confirmaron el origen UB mediante el trasplante, y posterior
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seguimiento, de tejido tiroideo y del CUB embrionarios sobre la capsula renal de
ratones (Wollman & Hilfer 1978). Si bien los remanentes UB presentaban similitudes
en cuanto a la frecuencia y la localizacién, también habia diferencias en la apariencia
de estos restos entre ambas especies.

Se sabe que el tiroides es un organo de baja proliferacién y, a pesar de eso, en el
adulto mantiene un tamaino constante en condiciones fisioldgicas. Esta capacidad de
renovacion de la glandula se debe, principalmente, a que tanto las células foliculares
como las células C conservan la capacidad de dividirse por mitosis, no obstante,
también puede justificarse a través de la presencia de una poblacidn de células madres
gue puedan responder a estimulos proliferativos. Son varios los autores que han
propuesto a las células principales de los SCN, “main cells”, como las células madres
residentes del tiroides adulto. Estos autores afirman que las “main cells” pueden
poseer capacidad de autorrenovacién y de diferenciacion en mds de un tipo celular e,
incluso, que pueden actuar como células madres cancerigenas. Sin embargo, en el
tiroides de la rata, no se sabe con certeza si existe una poblacién equivalente de
células indiferenciadas con las mismas capacidades que las “main cells” humanas.

2.- Objetivos

Por todo lo planteado anteriormente, los objetivos para este trabajo de investigacion
son los siguientes:

Objetivo I:

Objetivo general

Estudiar la evolucién de los FUB a lo largo de toda la vida postnatal de Ia rata.

Objetivos especificos

1.- Confirmar la incidencia de los FUB en el tiroides de la rata.

2.- Describir los distintos patrones morfolégicos que pueden presentar los FUB segun
la edad de la rata.

3.- Valorar el tamafio de los FUB y su relacién respecto a los foliculos tiroideos
normales.

4.- Analizar la incidencia de los FUB segun el género.
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Objetivo 2:

Objetivo general

Caracterizar mediante IHQ e IF las distintas formas de FUB que se identifican en el
tiroides a lo largo de la vida postnatal de la rata.

Objetivos especificos

1.- Encontrar un marcador especifico de los restos UB en el tiroides de la rata,
independientemente de su morfologia y de la edad de la rata.

2.- Comprobar el perfil IHQ de los restos UB de la rata y su posible equivalencia con los
SCN humanos, para sentar las bases que justifiquen la utilizacion de la rata como
modelo de experimentacién animal para el estudio de la patologia tiroidea
relacionada.

Objetivo 3:

Objetivo general

Estudiar la contribucion de los derivados del CUB en la histogénesis tiroidea y su
relacion con posibles alteraciones patolégicas.

Objetivos especificos

1.-Analizar el papel de los restos UB en la histogénesis de las células foliculares y de las
células C.

2.-Analizar la posible relacién de los FUB con el desarrollo de ciertas patologias
tiroideas.

3.-Analizar el fenotipo de las células UB como células madres.
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lI.-MATERIAL Y METODOS

1.- Animales experimentales

Se usaron 126 ratas Wistar de edades comprendidas entre 0-24 meses y de ambos
sexos, proporcionadas por el animalario de la Facultad de Medicina. Los animales se
mantuvieron en condiciones constantes de luz (12 horas de luz; 12 horas de oscuridad)
y temperatura (252), ademads tuvieron acceso al pienso y al agua de bebida ab libitum.
En todo momento se respetaron las normas para el uso de animales de
experimentacion en laboratorios, propuestas en la declaracion de Helsinki
(http://www.wma.net) y en la normativa vigente sobre “proteccién de los animales

para experimentacion y otros fines cientificos” (RD. 53/2013).

2.- Fijacion y procesamiento de las muestras

Los animales fueron anestesiados mediante inyeccion intraperitoneal con una dosis
especifica, segun el peso (mg/kg), de una mezcla de Ketamina/Diazepam, y sacrificados
para la extraccion de las glandulas tiroidea. Tras el sacrificio y diseccién de las ratas, los
tiroides se procesaron mediante la siguiente metodologia:

Se emplearon dos fijadores diferentes, asi, unas muestras fueron fijadas en solucién de
Bouin (solucion compuesta por acido picrico, formaldehido y acido acético glacial),
durante 3 horas, y otras lo fueron en formaldehido al 4% en tampdn fosfato 0,1M a pH
7.4, durante 18-24 horas a 4°C.

Posteriormente, en el “procesador de tejidos automatizado” (MYR STP 120), se
llevaron a cabo los siguientes pasos:

1.- Deshidratacién en soluciones crecientes de etanol (70%, 80%,90% y 100%), de 20
minutos cada una y con agitacion.

2.- Aclaramiento en dos cambios de xilol, de 15 minutos cada uno.

3.- Inclusién en parafina a 582C.

3.- Analisis morfométrico

3.1. Material

Para el analisis morfométrico se seleccionaron 110 ratas Wistar de ambos sexos y de
diferentes edades, divididas en tres grupos:

1.- Ratas jovenes: 40 ratas de ambos sexos de 5, 10, 15 20, 25, 30, 60 y 90 dias (n=5).
2.- Ratas adultas: 20 hembras y 20 machos, de 6, 9, 12 y 15 meses (n=5).

3.- Ratas viejas: 15 hembras y 15 machos, de 18, 21 y 24 meses (n=5).
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3.2. Metodologia

Las glandulas fueron seccionadas en su totalidad, desde el polo superior al inferior,
mediante cortes seriados de 5 um de grosor. En cada portaobjetos se montaron para
su estudio 15 secciones correlativas.

Los primeros, Ultimos portaobjetos y, al menos, cinco niveles equidistantes fueron
tefiidos con Hematoxilina-Eosina (H-E). En algunos casos, ademas, se realizd la técnica
del PAS (acido periddico-reactivo de Schiff). De esta forma, se analizaron al
microscopio, al menos, 75 secciones tiroideas por animal para localizar los restos UB
(fig.25). En cada seccién se observaron ambos lébulos tiroideos. En los casos en que
no se identificd ningun FUB en dichas secciones, se procedid a la tincion de un nuevo
portaobjeto con H-E. Ademas, en cuatro casos (1 rata hembra de 3 meses, 1 rata
hembra de 6 meses y 2 ratas macho de 6 meses) se procedio a analizar completamente
todos los cortes seriados tras su tincion con H-E.
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Figura 25.- Niveles de acotamiento de las glandulas tiroideas

Una vez que fueron localizados los FUB, se procedié a su analisis morfoldgico y a la
medicion de su area mediante un programa informatico de procesamiento y analisis de
imagen (Cell* Imaging).

Asi mismo, se midieron todos los foliculos tiroideos adyacentes a cada FUB identificado
(al menos 10 foliculos), y se calculé como valor promedio la media de sus areas.

Los FUB se fotografiaron con una cdmara Olympus C-3 SAD-4 Winding asociada al
microscopio Olympus AHBT3 Vanox.

MATERIAL Y METODOS | Pagina66




3.3. Analisis estadistico

Para comparar dos muestras independientes, tras contrastar la normalidad e igualdad
de varianzas de los datos, se compararon las medidas obtenidas aplicando el Test “t”
de Student. Los datos se representaron como la media * error estandar de la media
(SEM) vy las diferencias se consideraron estadisticamente significativas a partir de
valores de p < 0,05.

4.- Andlisis inmunohistoquimico y de inmunofluorescencia

4.1.- Andlisis inmunohistoquimico

4.1.1. Material
Para el andlisis IHQ de los FUB, se seleccionaron distintos casos representativos del

patrén morfolégico presentado por los FUB en cada grupo de edad: ratas jévenes,
ratas adultas, ratas viejas y, ademas, se formd otro grupo con ratas maduras (adultas y
viejas) en las que se identificaron unos FUB con una morfologia peculiar.

En una primera etapa del presente estudio, se analizaron un total de 40 ratas de
edades comprendidas entre 5 dias y 24 meses (Tabla 5). Se seleccionaron muestras
fijadas tanto en formaldehido como en Bouin porque, seguin nuestra experiencia, el
tipo de fijador interfiere en el resultado de la inmunotinciéon dependiendo de la
naturaleza del antigeno estudiado.

Los anticuerpos empleados para el estudio IHQ se detallan en el siguiente apartado. En
cada caso, la técnica IHQ fue realizada en los portaobjetos anterior y posterior al que
se habia localizado previamente el FUB mediante la tincién con H-E.

Tabla 5.- Poblacion de estudio para el anélisis IHQ.

Ratas jovenes n=>5 n=>5
Ratas adultas n=5 n=5
Ratas viejas n=5 n=5
Cistoadenomas n=>5 n=>5

Poblacion de estudio = 40 ratas
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En una segunda etapa de la presente investigacién, debido a que el resultado
obtenido para los anticuerpos con patrén de inmunotincidn nuclear no fue el esperado
en las muestras fijadas en Bouin, y a que las muestras de las ratas eran mas escasas, se
sacrificaron 16 ratas adicionales de las siguientes edades: 0, 7, 14, 21, 28, 34, 41 y 46
dias, habiendo dos ratas por edad, que se fijaron en formaldehido en las mismas
condiciones anteriores.

Por la experiencia adquirida al realizar la técnica IHQ durante la primera etapa, se
decidio, para estas segundas muestras de tiroides, distribuir los cortes seriados en un
numero menor por portaobjetos, para facilitar la aplicacién de anticuerpos distintos en
cortes consecutivos.

Asi, en dos ratas, una recién nacida y otra de 7 dias, se recogié una sola seccién de
tiroides por cada portaobjetos y, para el resto de muestras, se decidié recoger 6 cortes
seriados consecutivos en cada portaobjetos (figura 26).

Figura 26.- Distribucion de los cortes seriados de tiroides de ratas jovenes en los
portaobjetos para su analisis IHQ

Anticuerpos

Para la demostracion de citoqueratinas (CK) se emplearon varios anticuerpos: dos tipos de
anticuerpos monoclonales de ratén, que detectan CK de alto peso molecular, uno con
referencia A-575y el clon 34BE12, que reacciona con las proteinas correspondientes a
las CK 1, 5, 10 y 14; un anticuerpo policlonal de conejo con referencia Z-622, que detecta
CK de una amplia gama de pesos moleculares, y otro anticuerpo monoclonal de ratén anti-
CK AE1/AE3 que detecta un cocktail de CK, el clon AE1 reacciona con las CK de niumeros
10, 14, 15, 16 y 19 y el clon AE3 reacciona con las CK de nimeros 1,2 ,3,4,5,6,7,y 8.
Para CT y Tg, se usaron anticuerpos policlonales de conejo anti-CT y anti-Tg,
respectivamente; para p63, se empled un anticuerpo monoclonal de ratén anti-p63, y para
TTF-1, un anticuerpo monoclonal de ratén anti-TTF-1 (tabla 6).
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Tabla 6.- Lista de anticuerpos utilizados en los ensayos de IHQ y sus diluciones

HMW CK A-575 (polyclonal rabbit, Dako, Glostrup, Denmark) 1:500
HMW CK 34BE12 (monoclonal mouse, Dako, Glostrup, Denmark) Prediluida
WSS CK Z-622 (polyclonal rabbit, Dako, Glostrup, Denmark) 1:500
CK AE1/AE3 M 3515(monoclonal mouse, Dako, Glostrup, Denmark) 1:50
p63 4A4 (monoclonal mouse, Dako, Glostrup, Denmark) 1:500
PCNA PC10 (monoclonal mouse, Dako, Glostrup, Denmark) 1:300
TTF-1 8G7G3(monoclonal mouse, Santa Cruz Biotechnology Inc) 1:100
CcT A0576 (polyclonal rabbit, Dako, Glostrup, Denmark) 1:4000
Tg A0251 (polyclonal rabbit, Dako, Glostrup, Denmark) 1:400

HMW CK, CK de alto peso molecular (high-molecular weight cytokeratin); WSS CK, CK
de amplio espectro (wide spectrum screening cytokeratin); CK AE1/AE3, cocktail de CK ;
p63; PCNA, antigeno de proliferacion celular (proliferating cell nuclear antigen); TTF-1;
CT; Tg.

4.1.3. Método IHQ

El método IHQ empleado durante la primera etapa de nuestro estudio, ha consistido en
una técnica inmunoenzimatica basada en el uso de estreptavidina-biotina y revelado con
DAB, siguiendo las recomendaciones de los prospectos de los anticuerpos y del equipo de
visualizacién LSAB+ (Dako). El procedimiento seguido consistid en los siguientes pasos:

1.- Preparacion de las muestras

La aplicacion de esta técnica requiere la desparafinacion y rehidratacion de las
muestras. Para la desparafinacién, los portaobjetos con los cortes de parafina, se
sumergieron en dos bafios sucesivos con xilol durante 10-15 minutos cada uno.
Posteriormente, se rehidrataron mediante inmersiéon en alcoholes de concentracién
decreciente durante 10 minutos cada uno (100%, 90%, 80%, 70%) y, por ultimo, se
lavaron con agua destilada durante 5 minutos.

A continuacidn, se realizd un pretratamiento para desenmascarar el antigeno, de
acuerdo con las recomendaciones indicadas en los prospectos. En nuestro caso, los
pretratamientos desarrollados fueron diferentes segun el tipo de antigeno. Asi, para
p63 y TTF-1, se requirié un tratamiento térmico, mientras que para las CK se hizo
mediante digestion enzimatica.

El tratamiento térmico se llevd a cabo en un equipo PTLink (Dako). Las muestras se
sumergieron en tampdén EDTA a pH 9, precalentado a 65 °C, que se calentd hasta los 96
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°C, manteniéndose a esa temperatura durante 20 minutos. Después se dejd enfriar y
se continud el ensayo IHQ.

El tratamiento enzimatico fue comun para todos los tipos de anticuerpos anti-CK. Las
muestras se sumergieron en una solucion de Cl,Ca (0.01%) con tripsina (0.1%) (Sigma-
Aldrich) a 37 °C durante 5 minutos, para después continuar con el ensayo.

Una vez realizado este paso, se procedidé a bloquear la actividad de la peroxidasa
endadgena presente en las muestras, sumergiéndolas en una solucién de perdxido de
hidrégeno al 3% durante 15 minutos.

2.- Ensayo inmunoenzimatico

Para evitar el background o tincion inespecifica de fondo, se incubaron los cortes en
una soluciéon de suero normal de la especie donde se produjo el anticuerpo
secundario, en nuestro caso, el bloqueo de la tincidn de fondo se realizé con suero de
burro a dilucion 1:20, durante unos 20 minutos en camara humeda, a temperatura
ambiente.

Tras el bloqueo, se procedid a incubar con los respectivos anticuerpos especificos o
primarios (anti-CK: Z-622 y A-575; anticuerpos anti-p63; anti-TTF-1; anti-CT; anti-Tg y
anti- PCNA) durante 18-24 h. a una temperatura de 2-8 °C, en cdmara humeda para
evitar su secado. A continuacion, se incubaron con el anticuerpo secundario
biotinado, durante 30 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, se incubaron con
el complejo Estreptavidina-peroxidasa, que se une especificamente a la biotina,
durante 30 minutos a temperatura ambiente (fig. 27).

Figura 27.- Método LSAB. En este
x x método el anticuerpo primario

(verde) es reconocido por un

anticuerpo  secundario  biotinado

(rojo) al que se acopla, en una tercera
(p) etapa, una estreptavidina (azul)

marcada con peroxidasa (marrén)

(Martin-Lacave |; Garcia-Caballero T,
2011).

& Martin-Lacave y Garcla-Caballera_ 39 2011
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3.- Revelado, contratincion y montaje

La inmunotincidon se puso de manifiesto mediante incubacion con perdxido de
hidrégeno (250 ul) y diaminobencidina (250 pl) (Sigma-Aldrich) (un cromdgeno que
rinde un precipitado insoluble de color marrén oscuro en presencia de la peroxidasa).
Este revelado se realizé bajo supervisidn al microscopio éptico hasta alcanzar una sefial
Optima (fig.28).

Figura 28.- Revelado de Ia H,0
peroxidasa. Reaccion histoquimica J
en la que la enzima peroxidasa —
, . H202

actia sobre el sustrato H,O,, '
originando un producto de reaccién O
O que hace precipitar a la ‘
diaminobencidina (DAB) (Martin-

, ® Martin-Lacave y Garcla-Caballero ) 20m DAB
Lacave |; Garcia-Caballero T, 2011).

Posteriormente, se procedid a la contratincion y montaje de las secciones. Los nucleos
se tifieron mediante inmersién durante 1 minuto en Hematoxilina de Harris diluida
para, después, virar la tincién en una solucién de carbonato de litio saturada. Antes de
montar las muestras en resina sintética para su observaciéon al microscopio, se
deshidrataron mediante inmersién en una bateria de alcoholes de concentracion
creciente hasta llegar al alcohol absoluto, seguido de xilol y montaje en resina
sintética.

En una segunda etapa del ensayo IHQ, que se realizé sobre las 16 muestras de tiroides
de ratas de edades comprendidas entre 0 y 46 dias fijadas en formaldehido, de los
anticuerpos ensayados anteriormente, se seleccionaron aquellos en los que era
necesario completar la informacién del perfil IHQ obtenido para los FUB de las ratas
jovenes, o bien el resultado no habia sido el esperado por interferencias con la fijacion
de las muestras en Bouin.

Para esta segunda etapa se utilizaron los anticuerpos que habian dado previamente
mejores resultados. Concretamente, anti-CK: AE1/AE3 y 34BE12; y los anticuerpos
anti-p63, anti-TTF-1, anti-Tg y anti-CT, segun la distribucién que se indica en la figura
29 para cada portaobjeto.
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CK34 RTU CK34 RTU Tg 1:400 Tg 1:400
p63 1500 p63 iiiOO AElf;ﬂsTU AElﬁsRTU
TTF-1 1:100 | TTF-1 1:100 CT 1:4000 CT 1:4000

Figura 29.- Anticuerpos ensayados en la poblacion de ratas jovenes. Se especifica el
pretratamiento y el sistema de deteccion utilizados.

En base a los resultados obtenidos en los ensayos anteriores, se decidid realizar
algunas modificaciones para mejorar el protocolo IHQ:

- A todas las muestras se les aplicé un pre-tratamiento térmico con tampén EDTA a pH
9, en el equipo PTLink de Dako.

- Se utilizé un sistema de deteccidon mas sensible, el sistema Flex EnVision. Una vez
incubadas las muestras con el anticuerpo primario, y después de lavarlas con PBS, se
cubren con el sistema de detecciéon y se incuban durante 40 minutos en camara
hameda (fig. 30).

© Martin-Lacave y Garcla-Caballero_ .‘. 7 201

Figura 30.- Método EnVision. En una primera etapa, el antigeno es reconocido por el
anticuerpo primario (verde) y en una segunda etapa, se une un anticuerpo secundario
anti-especie (rojo) que va unido al polimero dextrano (azul) que, a su vez, lleva
conjugadas moléculas de peroxidasa (marrdn) (Martin-Lacave |; Garcia-Caballero T,
2011).
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4.2.- Doble marcaje mediante inmunohistoquimica

4.2.1. Material

En los portaobjetos anterior y posterior a aquellos en los que se habian identificado los
FUB, se realiz6 un método de inmunotincion multiple, mediante doble IHQ. Este
método permite valorar si dos antigenos distintos coinciden en la misma célula (co-
localizacién) o si, por el contrario, se presentan en distintas células o componentes
tisulares.

Se utilizaron anticuerpos anti-p63, anti-Tg y anti-CT (tabla 7), de tal forma que, en unos
portaobjetos se marcé p63 y CT vy, en otros, p63 y Tg.

Tabla 7.- Anticuerpos ensayados en el doble marcaje IHQ y sus diluciones

p63 4A4 (polyclonal mouse, Dako, Glostrup, Denmark) 1/500
CcT A0576 (polyclonal rabbit, Dako, Glostrup, Denmark) 1/2.000
Tg A0251 (polyclonal rabbit, Dako, Glostrup, Denmark) 1/400

4.2.2. Metodologia

Para realizar la doble inmunotincién se emplearon dos métodos inmunoenzimaticos
semejantes, pero usando distintos cromdgenos, por lo que la demostracién fue de
forma secuencial, intercalando entre ambos métodos un tratamiento térmico para
desnaturalizar los anticuerpos de la primera serie de modo que no interfirieran en la
demostracién del segundo antigeno.

El primer método empleado fue una técnica inmunoenzimatica basada en el uso de
estreptavidina-fosfatasa, revelada con Fast-Red como cromégeno y LSAB+ (Dako)
como equipo de visualizacidn. Se seleccionaron, como primeros antigenos, CT en unas
muestras y Tg en otras (fig. 31).

Una vez que las muestras estuvieron desparafinadas e hidratadas, y sin necesidad de
realizar ni pretratamiento desenmascarante ni inhibicién de la peroxidasa enddgena,
se procedid al bloqueo de la tincion de fondo, de la misma forma descrita en el
apartado anterior.

Tras el bloqueo, se incubaron las secciones con los anticuerpos anticuerpos
especificos o primarios (anti- CT o anti- Tg) durante 18-24 h, a una temperatura de 2-8
°C, en camara humeda. A continuacién, se incubaron con el anticuerpo secundario
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biotinado, durante 30 minutos a temperatura ambiente. Y, finalmente, se incubaron
con el complejo Estreptavidida-fosfatasa (LSAB+), que se une especificamente a la
biotina, durante 30 minutos a temperatura ambiente.

La inmunotincidn se revelé mediante incubacion con el cromdgeno Fast-Red que
produce un precipitado insoluble de color rojo. Este revelado se realizé bajo
supervision al microscopio dptico hasta alcanzar una senal 6ptima.

El segundo método empleado fue una técnica inmunoenzimatica basada en el uso de
Estreptavidina-peroxidasa, con Flex En-Vision (Dako) como equipo de revelado y DAB
como cromogeno, para identificar p63 en las secciones de tiroides (fig.31).

A continuacidn, antes de iniciar la demostracién del segundo antigeno, fue necesario
anular la cadena de anticuerpos de la 12serie, mediante desnaturalizacién por calor
con el tampdn EDTA a pH 9.0, en el equipo PT-Link (Dako) a 96 2C durante 20 minutos.
Posteriormente, se hizo la inhibicidn de la peroxidasa enddgena, segun el protocolo
descrito anteriormente.

Las muestras, se incubaron con anti-p63 durante 18-24 h, a una temperatura de 2-8
°C, en cdamara humeda. A continuacidn, se incubaron con el sistema de deteccion Flex
En-Vision, en cdmara humeda, durante 40 minutos a temperatura ambiente.

La inmunotincién se revelé mediante incubacidon con una solucién de perdxido de
hidrégeno y diaminobencidina (Sigma-Aldrich), bajo supervisidon al microscopio dptico
hasta que se diferencia un precipitado de color marrén oscuro.

DAB (8)

FR (3)

(6)

4) (5

Ag 2
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Figura 31.- Doble inmunotincion secuencial. 1) Ig de conejo anti-CT o anti-Tg. 2)
Complejo LSAB: anticuerpo secundario biotinado acoplado con estreptavidina-
fosfatasa dacida. 3) Cromdgeno Fast-Red (precipitado rosa). 4) Desnaturalizacion por
calor con tampdn EDTA 5) Bloqueo de la peroxidasa endégena 6) Ig de ratdn anti-p63.
5) Complejo Flex En-Vision anti Ig de ratdon conjugada con peroxidasa. 6) Cromdgeno
DAB (precipitado marron) (Martin-Lacave |; Garcia-Caballero T, 2011).

Posteriormente, se procedié a la contratincion con Hematoxilina de Harris diluida v,
tras virar el color, mediante una soluciéon saturada de carbonato de litio, se montaron
directamente en resina sintética.

4.3- Doble marcaje mediante inmunofluorescencia

Las técnicas de IF son iddneas para los estudios de inmunomarcaje multiple, debido a
que la resolucién espacial que se obtiene es mayor que con las técnicas
inmunoenzimaticas. Se basan en el empleo de marcadores fluorescentes
(fluorocromos) que estan unidos por medio de enlaces covalentes a una u otra de las
distintas moléculas que se emplean durante el proceso de inmunotincidn. En nuestro
caso, hemos utilizado la combinacién de dos técnicas de IF indirecta, mediante la unién
de los distintos anticuerpos primarios, o especificos, a anticuerpos secundarios, o
antiespecie, marcados con diferentes fluorocromos (fig. 32).

Ac anti-especie 1 Ac anti-especie 2
conjugado con Cy3 conjugado con Cy2

N N

Ac primario 1

Ac primario 2

© Martin-Lacave y Garcia-Caballero__ 7 _2011
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Figura 32.- Doble IF indirecta. A los anticuerpos primarios 1 (p63 o CK 34B3e12) se une
el anticuerpo anti-ratdn conjugado con Cy3 (fluorocromo rojo). A los segundos
anticuerpos primarios 2 (CT o Tg) se une el anticuerpo anti-conejo conjugado con Cy2
(fluorocromo verde) (Martin-Lacave I; Garcia-Caballero T. 2011).

4.3.1. Material

Las muestras sobre las que se realizé el doble marcaje mediante IF, fueron cortes de
tiroides de ratas jovenes, que fueron seleccionados de la misma forma que los que se
utilizaron para el doble marcaje IHQ.

Los antigenos identificados fueron p63, CK 34Bel2, CT y Tg (Tabla 8), y las
combinaciones de antigenos demostrados fueron las siguientes: p63 - CT; p63 - Tg; CK
34Bel2 - CTyCK34Bel2 -Tg.

Tabla 8.- Anticuerpos utilizados para el doble marcaje mediante IF y sus diluciones.

p63 4A4 (polyclonal mouse, Dako, Glostrup, Denmark) 1:100

CK 34Bel12 | 34Bel2 (monoclonal mouse, Dako, Glostrup, Denmark) | Prediluida

CcT A0576 (polyclonal rabbit, Dako, Glostrup, Denmark) 1:2.000

Tg A0251 (polyclonal rabbit, Dako, Glostrup, Denmark) 1:400

4.3.2. Metodologia

Las secciones se desparafinaron y rehidrataron siguiendo el protocolo descrito
anteriormente, y se pretrataron mediante tratamiento térmico en el equipo PT-Link
(Dako) con tampon EDTA pH 9.0 a 962 durante 20 minutos, de acuerdo con las
instrucciones del fabricante.

A continuacion, se lavaron con tampén de lavado durante 5 minutos y, para conseguir
el bloqueo de la tincidn de fondo, se incubaron con suero normal de burro (Jackson,
UK) a dilucién 1:20, durante 15 minutos en cdmara humeda, a temperatura ambiente.

Realizados estos pasos, los cortes se incubaron con el anticuerpo primario (p63 o CK
34BE12) en camara humeda, a temperatura ambiente durante 24h. Tras lavado en
tampdn PBS-T, se incubaron con el anticuerpo secundario de ratén conjugado con Cy3
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(Jackson, UK) a diluciéon 1:100, que se vera en el microscopio de fluorescencia en el
canal rojo, durante 30 minutos en cdmara humeda y en oscuridad (fig. 31).

Seguidamente, las muestras se incubaron con el segundo anticuerpo especifico (CT o
Tg), en camara humeda a temperatura ambiente y en oscuridad. Después de lavar de
nuevo con PBS-T, se incubaron con el segundo anticuerpo secundario, una Ig de
conejo conjugada con el fluorocromo Cy2 (Jackson, UK) a dilucién 1:100, que se vera
en el microscopio de fluorescencia en el canal verde, durante 30 minutos en cdmara
himeda y en oscuridad (fig. 32)

Los nucleos se tifieron con DAPI (dilucién 1:100) durante 5 minutos, en camara hiumeda
a temperatura ambiente y en oscuridad, y se empled Mowiol como medio de montaje.
Los nucleos se visualizaran en el canal azul del microscopio de fluorescencia.

El andlisis microscdpico se realizé con el microscépico de fluorescencia Olympus BX50,
empleando la camara digital Hamamatsu ORCA-03G y el programa de procesamiento
de imagen Image Pro-Plus 7.0.
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IV. RESULTADOS
1.- ANALISIS MORFOMETRICO

1.1. Localizacion de los FUB en el tiroides

En todas las edades estudiadas, se identificaron FUB en uno o en los dos |dbulos
tiroideos, bien como FUB aislados o como agrupaciones celulares. Se localizaron
principalmente en la zona central de cada Iébulo tiroideo, intimamente relacionados
con el parénquima tiroideo adyacente y, frecuentemente, en contacto con el tejido
conectivo perivascular. En dos de las ratas, sin embargo, se detectaron FUB en una
posicion inusual, concretmente, en el intersticio conectivo entre el cartilago traqueal y
el 16bulo tiroideo, probablemente como resultado de un defecto de migracién del CUB
(fig.33).

Figura 33.- Localizacion de los FUB en el I6bulo tiroideo. A) FUB situado en posicién
central, rodeado de tejido conectivo perivascular. B) FUB en posicidn inusual, entre el
cartilago traqueal y el 16bulo tiroideo. Tincién: A) CT (IHQ): B) PAS (200x).

En todas las edades, en alguno de los I6bulos tiroideos estudiados, se encontré mas de
un FUB, que en la mayoria de los casos estaban muy cerca e incluso interconectados
(Fig.34).
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Figura 34.- FUB en una rata de 15 dias, en dos secciones tiroideas proximas entre si.
A) Se observaron dos FUB cercanos en el mismo Iébulo tiroideo. B) Los dos FUB
aparecen ya interconectados. Tincion: CT (IHQ) - PAS (200x).

RESULTADOS Pagina 81




1.2. Morfologia de los FUB en las diferentes edades

1.- Ratas jovenes (5-90 dias):

En las ratas muy jovenes (5-30 dias), se observaron remanentes UB de distinto
tamafio, apariencia y contenido luminal, que por sus caracteristicas fueron
denominados “nidos sdlidos celulares”. Estas estructuras evolucionan desde nidos
celulares con formas redondeadas o alargadas, a estructuras tubulares en ratas de 5-
10 dias, pasando por estados intermedios en los que pueden aparecer como
estructuras epiteliales en forma de perla (fig. 35).

El pequeiio tamafio de estos nidos sdélidos hace que, a menudo, su identificacion
presente dificultades y sea necesaria una gran habilidad y experiencia para
diferenciarlos del tiroides adyacente.

En algunos casos, como en el que se muestra en la figura 35 en una rata de 30 dias, se
identificaron unos foliculos en los que la pared de un FUB presentaba asociada parte
de un foliculo tiroideo. Al coexistir distintos tipos celulares en la pared de un mismo
foliculo se denominaron foliculos mixtos. Los foliculos mixtos, no suelen mostrar
apariencia quistica, sino que son mas bien alargados. Su un contenido luminal es
heterogéneo, y estd constituido por restos celulares, nucleos picnéticos y trazas de
material PAS+.

Figura 35.- Transicion progresiva de los FUBs en la rata desde 5 a 60 dias. Las formas
inmaduras consisten en restos celulares sélidos (5d), restos alargados (10d), perlas
epiteliales (20d), estructuras tubulares con contenido luminal (25d) y foliculos mixtos
(30d). Los FUB quisticos inmaduros son estructuras con pared estratificada y restos
celulares en el lumen (60d). Tincién: CT (IHQ) - PAS (400x).
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En ratas de 60 dias o mas, muchos FUB presentaron apariencia quistica, pudiéndose
distinguir mas de una capa celular en sus paredes. Las células periféricas eran cubicas y
tendian a aplanarse hacia la luz central donde, en general, se observaron algunos
fragmentos celulares y sustancias de desecho. Estas estructuras se denominaron “FUB
inmaduros” (fig.35).

En el grupo de ratas jovenes, el drea de los FUB fue superior a la de los foliculos
tiroideos normales, con valores de superficie media de 2874 + 970 um? frente a 1898 +
741 um?, mostrando altos niveles de significacion estadistica (p<0.01) (fig.36).
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Figura 36.- Evolucion del area de los FUB en comparacidn con el area de los foliculos
tiroideos normales (FT) en ratas jovenes. Como se puede observar, los FUB son mas
grandes que los foliculos tiroideos a todas las edades estudiadas.

2.- Ratas adultas (6-15 meses):

En este grupo predominaron unos foliculos redondeados y con apariencia quistica, que
fueron denominados “FUB maduros”, aunque menos frecuentemente, y sobre todo
en ratas macho, también pueden aparecer FUB inmaduros.
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Los FUB maduros presentan en su pared células mds aplanadas que las que aparecen
en las formas inmaduras y en el contenido luminal, frecuentemente, se encuentran
nucleos picnodticos, células descamativas y trazas de material PAS+ (fig.37).

Figura 37.- “FUB maduros” en las ratas adultas. Normalmente, son foliculos
redondeados y de apariencia quistica, que presentan células aplanadas en su pared.
Tincién: A) CT (IHQ)-PAS; B) PAS (200x).

El tamafio de los FUB fue variando con respecto a la edad de la rata, en general, los
FUB en las ratas hembra fueron ligeramente mayores que los de las ratas macho, con
un drea media de 6205 + 1781 vs. 5199 +2384 pum? (fig.38).

Igualmente, los FUB en las ratas hembra fueron significativamente mayores que los
foliculos tiroideos normales, con un drea media de 6205 + 1781 vs. 3839 + 367 um? (p
<0.05). Sin embargo, en las ratas macho, los FUB fueron mayores que los foliculos
tiroideos normales, con un area media de 5199 * 2384 vs. 3581 + 470 um?, pero sin
valores de significacion estadistica. Ademds, aunque menos frecuentemente, en las
ratas macho a cualquier edad, pueden aparecer FUB de dimensiones reducidas, con
apariencias que recuerdan a las formas que se identificaron en las ratas jévenes.
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Figura 38.- Histograma que muestra la evolucion del area de los FUB con la edad en
las ratas adultas. Se observa una tendencia hacia un mayor tamafio en los FUB en las
hembras frente a los machos.

3.- Ratas viejas (18-24 meses):

En el grupo de ratas viejas, al igual que en las ratas adultas, predominan los “FUB
maduros” de aspecto quistico.

En ratas viejas hembra, se mantiene superior el valor del area de los FUB respecto a los
foliculos tiroideos normales (6624 + 2347 vs. 4376 + 370 um3), mientras que en los
machos ocurre al contrario (2843 + 786 vs. 4634 + 447, p <0.01).

Cuando se considera el valor del drea de los FUB en ratas adultas y viejas
conjuntamente, el area de los FUB en hembras es mayor que la de los FUB en machos,
con significacion estadistica (6385 + 1864 vs. 4142 + 2116 um?, p <0.01). Este dato
soporta la existencia de un dimorfismo sexual relacionado con la progresién del area
de los FUB en la rata (fig. 39 y 40)

RESULTADOS Pagina 85




12000 2o5e
—e— Female UBFs
I Female UBF *% —O— Male UBFs
== Male UBF 10000
10000
8000 R 8000
E NE
E 3
3 6000 z 6000
2 <
4000 4000
2000 2000
0 0
4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Age (months) Age (months)

Figura 39.- Evolucidn del area de los FUB en relacion con el género y la edad de la
rata. A) En ratas viejas se observaron diferencias significativas entre el drea de los FUB
en hembras respecto a machos. B) Se observa un claro dimorfismo sexual en relacién

al tamano.

Figura 40.- Evolucion de los FUB en ratas macho y hembra entre 6-24 meses de edad.
En ratas macho, se observan indistintamente formas maduras e inmaduras, desde un
FUB situado inusualmente (6m), una forma quistica madura (39m), hasta un FUB
quistico maduro ($15m). En ratas hembra, se observan FUB maduros, que van
aumentando de tamafio y que consisten en estructuras quisticas tipicas de contenido
luminal variable (69, 189, 249Q). Tincion: A-E) CT (IHQ) — PAS; F) CT (IHQ) (400x).
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4.- Cistoadenomas UB:

En ratas adultas y viejas, ademas de las formas inmaduras y maduras de FUB, hemos
encontrado una tercera forma de remanente UB, a la que hemos denominado
“cistoadenoma UB”. Debido a su peculiar morfologia, estos restos probablemente
representan una progresion inusual de las formas descritas anteriormente.

Se caracterizan por su gran tamafio y su apariencia quistica, asi como por el contenido
luminal dispuesto en multiples capas concéntricas que recuerdan a un bulbo de
cebolla, formado por células descamadas, sin rastro de nucleos y escasamente
vascularizados. Con frecuencia, muestran un aspecto poliquistico caracteristico.

Estas estructuras comprimen el parénquima tiroideo adyacente, que suele mantener
su integridad aunque, en algunos casos, como en el de una rata hembra de 12 meses,
se observd discontinuidad en la pared e infiltracién tisular, confiriéndole un aspecto
patoldgico (fig.41). Ademas, en un par de casos, se encontraron cistoadenomas UB
adyacentes a un tumor de células C.

Figure 41. Apariencia caracteristica de los cistoadenomas UB (189, 21%). Como se
puede observar, pueden tener apariencia poliquistica (A,C) o constar de un solo quiste
de gran tamafio (B). C) Se muestra un cistoadenoma en una rata de 12 meses (129),
gue presenta una morfologia mas agresiva porque invade el parénquima tiroideo
adyacente. Tincidn: H-E (100x).
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El drea de los cistoadenomas oscilé entre 22.759 y 200.244 um?, con una superficie
media de 83.981 + 53.682 um?, presentando un tamafio considerablemente superior al
de los foliculos tiroideos normales adyacentes (3765 + 984 um?, p <0,01). Los
cistoadenomas UB aparecen con mas frecuencia en ratas hembra (ratio 3:1) y en éstas,
ademas, son de mayor tamafio (tabla 9).

9 meses
(n=5; 57) = 57,964 um?
Ty, \'.‘)
12 meses
(n=5; 5{4.) 200,244 um? 32,817 um?
15 meses 103,404 pm? -
R, 22,759 pm? -
(n=52; 54)
18 z 70,112 um?
meses
34,238 um? 2
=50.52
(n=5%; 54) 88,004 pm? 3
21 meses
¢ A 128,828 um? -
(n=52;5) 3
24 meses
101,443 um? -
(n=52;57) g
Media + SD 96,988+59,532 um? 53,631+19,021 um?
Media total +SD 83,981£53,682 um?*

Tabla 9.- Areas especificas e incidencias de los cistoadenomas UB segtin el género y
edad de la rata.

1.3. Relacion de los FUB con las células endocrinas tiroideas

Alrededor de los FUB se encuentran foliculos tiroideos de apariencia normal. Asociados
a la pared de los FUB inmaduros pudieron observarse, ocasionalmente, algunas
células C. Concretamente, se han observado células C y mitosis de células C en la
pared de un FUB en posicion anémala, previamente mencionado, pero no se han
identificado en las paredes de los FUB maduros.

A pesar de que los FUB se localizan preferentemente en el interior del I6bulo tiroideo,
en la region donde predominan las células C, denominada por ello “drea de células C”,
en ninguna de las edades estudiadas se han identificado células C concentradas
alrededor de los FUB.

RESULTADOS Pagina 88




1.4. Incidencia de los FUB

Se ha considerado que una rata contiene restos UB, si aparece al menos un FUB en
uno de los I6bulos estudiados.

Una vez analizadas todas las secciones tiroideas en los cinco niveles equidistantes
seleccionados por animal (al menos 45 secciones por rata), se observé una incidencia
de FUB en el grupo de ratas jovenes (5-90 dias) de un 77%, siendo este valor muy
superior al que se hallé en ratas adultas y viejas.

En el grupo de ratas hembra de 6-24 meses, el valor de incidencia, en un primer
momento, fue de un 58%, y en el de machos de 6-24 meses fue tan sélo del 23%.

Sin embargo, cuando no se encontraron FUB en ninguno de los dos lébulos tiroideos
en los cinco niveles seleccionados, se procedié a analizar mas secciones tiroideas de la
misma rata y, de esta forma, se incrementaron los valores de incidencia. Incluso, en
seis casos (3 hembras y 3 machos), se analizé completamente todo el tiroides seriado
y, en todos ellos, finalmente se detectaron FUB.

Consecuentemente, podemos concluir que todos los tiroides contienen FUB,
independientemente de la edad y del género de la rata.

2.- ANALISIS IHQ

2.1. Nidos soélidos celulares

El marcaje para CK permite distinguir con facilidad las formas inmaduras de restos UB
del resto del parénquima tiroideo, especialmente con la anti- 34Bel2, con la que se
tiferon exclusivamente los restos UB, mientras que las células C y las células
foliculares resultaron negativas (fig. 42). Sin embargo, cuando se utilizé el anticuerpo
anti-CK AE1/AE3, asi como los anticuerpos con referencia Z-622 y A-575, aunque las
células UB también resultaron positivas, las células foliculares y las células C mostraron
una débil positividad, por lo que no destacaron con la misma nitidez los restos UB (fig.
41y 42). En todos los casos, se obtuvo un patrén de inmunotincion citoplasmatico.

Con el anticuerpo anti-p63, también se tifieron de forma especifica todos los restos
UB, tanto los que se presentaron agrupados en forma de nidos sélidos celulares, como
aquellos que aparecian dispersos entre los foliculos tiroideos. Las células foliculares y
las células C, por el contrario, fueron siempre negativas. Por ello, p63 también resulté
un marcador exclusivo de las células UB en las formas celulares sélidas (fig. 41 y 42).
Con p63 el patrén de inmunotincidén observado fue nuclear.
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En cambio, la inmunotincion para TTF-1, sélo fue positiva para las células foliculares y
para las células C, mientras que apenas se tifieron las células UB dispersas entre el
parénqguima tiroideo (fig. 42).

Figura 41.- Se observan “restos UB inmaduros” (flechas) que pueden presentarse como
“nidos sélidos celulares” o como estructuras tubulares que se tifien intensamente para
las CK asi como para p63 (400x).
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Figura 42.- Inmunotincidn secuencial para distintos anticuerpos de los mismos restos
UB sélidos. A) La inmunotincidon para CK 34Be12 tifie de forma exclusiva los restos UB y
permite diferenciarlos con nitidez del parénquima tiroideo adyacente. B) La
inmunotincion para p63 también permite diferenciar todas las células UB presentes en
el tiroides, ya estén agrupadas o dispersas. C) Para TTF-1 son positivas las células
foliculares y las células C, pero apenas se tifien las células UB. D) En esta imagen se
muestra la tincién de un nido celular sélido con AE1/AE3 y también se aprecia una
tincion débil de las células foliculares y las células C (400x).
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2.2. FUB inmaduros

Los resultados obtenidos en los “FUB inmaduros” con los anticuerpos con referencia Z-
622, A-575, anti-AE1/AE3 y anti-34Be12; los anticuerpos anti-p63, anti-TTF-1 y anti-CT,
coinciden con los obtenidos para las formas sélidas celulares, tanto en la intensidad de
tincidn, como en el patrén de inmunotincién que exhiben los distintos anticuerpos (fig.
43y 44).

Figura 43.- “FUB quisticos inmaduros”: presentan en el lumen células con nucleos
picnéticos y restos descamativos. Expresan tanto CK como p63 en su pared (400x).
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Figura 44.- Perfil IHQ de los “FUB inmaduros”. A) Las células UB son positivas para la

CK 34Be12. B) La inmunotincién para p63 muestra un patréon nuclear restringido a las
células mas periféricas. C) Con TTF-1 no se tifien las células UB, aunque
sorprendentemente se aprecian algunos restos TTF-1 positivos en el lumen. D) Se
observa un patrén citoplasmatico en la inmunotincién con AE1/AE3, tanto en los
restos UB, como en las restantes células endocrinas, especialmente en las células C
(400x).
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2.3. FUB maduros

La inmunotincidon para CK de los “FUB maduros” resulté positiva de acuerdo a un
patrén citoplasmatico. En el caso de la CK anti-34Bel2, la tincion fue mucho mas
intensa en las células del estrato basal de la pared, mientras que con el resto de CK se
marco todo el FUB, asi como, los restos celulares presentes en el lumen (fig. 45y 46).

Las células C se tifleron intensamente con CT y se localizaron en posicion parafolicular
respecto a los foliculos tiroideos. En general, no se encontraron células C (CT+) en la
pared de los FUB (fig. 45).

En los FUB quisticos maduros, en los que se pueden diferenciar varios estratos
celulares en la pared, la expresién de p63 (fig.45 y 46) queda restringida a la capa basal
o mas periférica, mientras que con el anticuerpo TTF-1, normalmente, no se marca la
pared de los FUB maduros (fig.46).

".
o
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Figura 45.- “Foliculos UB quisticos maduros”: presentan una pared muy
inmunopositiva para CK mientras que la expresion para p63 queda restringida a las
células mas periféricas (400x).
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Figura 46.- Perfil IHQ de los “FUB maduros”. Presentan una inmunotincién positiva

tanto para los anticuerpos anti-CK como para p63. Mientras que para la CK AE1-AE3 se
marco toda la pared del FUB, e incluso algunos restos celulares del lumen, en el caso
de la deteccién de la CK 34BE12 y de p63, la tincién fue mds intensa en el estrato basal
0 mas periférico (400x).

2.4. Cistoadenomas UB

Con los anticuerpos anti-CK, la tincion de la pared de los cistoadenomas UB fue algo
mas débil que en el resto de patrones morfolégicos de FUB, aunque con los
anticuerpos AE1/AE3y Z-622 ademas de las células de la pared se marco también y de
una forma intensa el contenido luminal (fig.47 y 48).

En la pared de los cistoadenomas se localizaron células inmunopositivas para p63 y se
observé que, al igual que ocurre en las formas quisticas maduras, sélo se marcan las
células de la capa celular mas periférica (fig.47).
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Figura 47.- “Cistoadenomas UB” a distintas edades. Se caracterizan por presentar
aspecto tipico en bulbo de cebolla asi como por su gran tamafio. La inmunotinciéon
para CK es mas reducida que en las formas previas (A, B, C: 200x). Se puede observar
un detalle a mayor aumento de la pared de un cistoadenoma en una rata de 24 meses,
donde se aprecian células periféricas p63-positivas (D: 400x).
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Figura 48.- Perfil IHQ de los cistoadenomas UB. Con CK 34BE12 se marcé de forma
especifica la pared de los cistoadenomas UB, apreciandose una tincién mas intensa en
la capa basal, de la misma forma que con p63 (A). Con Tg tan sélo se aprecié una
tincion inespecifica de los restos celulares presentes en el lumen de los cistoadenomas
UB (B) y mediante la inmunotincién para CT no se identificaron células C en la pared de
los restos UB (C). El marcaje con AE1/AE3 fue intenso tanto en la pared como en el
contenido luminal de los cistoadenomas UB (D) (100x).

Como se ha comentado anteriormente, en una rata de 12 meses, localizamos un
cistoadenoma UB con una morfologia mas agresiva, debido a que mostraba un gran
tamafio, ademas de varias unidades quisticas que invadia el parénquima tiroideo
adyacente, y que presentaban discontinuidades en sus paredes (fig. 49). Los resultados
del estudio IHQ sobre este caso concreto, coinciden con los obtenidos para el perfil
IHQ del resto de cistoadenomas UB (fig.49).
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Figura 49.- Perfil IHQ de un cistoadenoma UB con una evolucién inusual. En las
imagenes A, By C, se aprecia como el desarrollo morfoldgico de este cistoadenoma UB
es anormal, ya que ocupa gran parte del I6bulo tiroideo y en algunos de sus quistes
presenta discontinuidad en la pared, con invasidn del parénquima tiroideo adyacente.
Para las distintas CK, la inmunotincién fue mas intensa con la CK Z-622 y con la CK
AE1/AE3, con las que se marco toda la pared y el contenido luminal, mientras que con
la CK A-575 la tincién fue bastante mas débil (D, Ey F).
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2.5. Identificacion de células endocrinas en la pared de los FUB

En todos los patrones morfoldgicos la inmunotincion para Tg resultd positiva en las
células foliculares y el coloide de los foliculos tiroideos pero, en cambio, fue negativa
para las células de la pared de los FUB, tan sélo se observaron algunos restos de
coloide TG+ en el lumen, posiblemente artefacto del procesado (fig. 50).

Figura 50.- Inmunotincion para Tg, que resultd positiva para las células foliculares y el
coloide de los foliculos tiroideos. En los FUB sbélo se detectaron restos de tincién
inespecifica en el lumen de los FUB (400x).

Ocasionalmente, en la pared de algunos FUB se observaron células positivas para CT o
para Tg, en estos mismos foliculos habia restos de coloide inmunopositivos para Tg,
que también se tifieron con PAS (fig. 51). Los FUB que presentaban estas
caracteristicas eran similares a los denominado foliculos mixtos, en los que parte de
un foliculo tiroideo normal esta asociado a la pared de un FUB.
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Figura 51.- A) Células foliculares y coloide positivo para Tg. Las células del FUB son Tg
(-), pero se observan algunas células Tg (+) (flechas) asociadas a la pared. B) FUB con
células C en su pared (punta de flecha) y coloide PAS + (400x).
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Con el anticuerpo anti-TTF-1 se marcaron tanto las células foliculares como las células
C, mientras que los FUB resultaron negativos, si bien, en algunos casos se observé una
tincion muy débil en las células mas periféricas (fig.52).

Figura 52.- Inmunotincién para TTF-1 y para p63 de un mismo FUB quistico maduro.

Con TTF-1 se marcan las células foliculares y, débilmente, algunas células periféricas de
la pared del FUB (»), mientras que con p63 aparece sélo inmunotincion en los FUB,
concretamente en la capa de células periféricas o estrato basal (=) (400x).

2.6. Anomalias en el desarrollo del CUB

Durante el desarrollo embrionario del tiroides, el CUB se separa del ultimo par de
bolsas faringeas y se acerca a la vesicula tiroidea con la que se fusiona v,
posteriormente, se dispersa en el tiroides dando lugar a las células C (72-82 semana de
gestacion en humanos; E13-14 en el ratdn). En algunas ocasiones, se producen
defectos en el desarrollo embrionario que impiden la fusién normal del CUB con el
tiroides y, como consecuencia, el CUB puede permanecer en la vida adulta como una
masa celular en posicién atipica.

En una de las ratas, hemos encontrado un FUB totalmente atipico. Presentaba
apariencia quistica, gran tamafio y estaba situado en una posicién anémala entre el
cartilago traqueal y el tiroides. Ademds, en estrecha proximidad tenia asociado
abundante tejido linfatico, probablemente de naturaleza timica. Posiblemente, este
FUB atipico sea consecuencia de una alteracion en el desarrollo embrionario del CUB.

Tras analizar el perfil IHQ, pudimos comprobar que era el mismo que para el resto de
FUB situados en posicién intratiroidea, con la particularidad de que mediante
inmunotincion para CT se localizaron numerosas células C dispersas en su pared (fig.
53).
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Figura 53.- Perfil IHQ de un FUB en una posicion anémala. La micrografia A
corresponde a una inmunotincion para CT. Ademas de ser evidente el gran tamafio de
este FUB, su situacion andmala junto al cartilago traqueal vy la presencia de tejido
linfoide asociado al mismo (C), es posible identificar numerosas células C en su pared
(=). Con p63 sdlo se marcaron las células basales del epitelio del FUB, al igual que con
la CK 34BE12, mientras que con CK AE1/AE3 la tincidn fue intensa en todo el FUB.

3.- DOBLE INMUNOHISTOQUIMICA

Una vez realizados los ensayos IHQ cuyos resultados se han expuesto anteriormente,
era necesario estudiar la presencia de mas de un antigeno en la misma muestra, con la
finalidad de aclarar si sus localizaciones coinciden en un mismo FUB. Para ello se
realizd6 la combinaciéon de dos métodos inmunoenzimaticos indirectos de forma
secuencial.

3.1. Doble IHQ para p63 y CT

Para la demostracion de los antigenos p63 y CT, en una misma seccion tiroidea, se
marcaron en una primera etapa las células inmunopositivas para CT, mediante una
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técnica inmunoenzimatica en la que se empled el equipo de visualizacién LSAB y como
cromoégeno Fast-Red, de forma que se tifieron de color rosa todas las células C
presentes en la muestra. Posteriormente, se aplic6 una segunda técnica
inmunoenzimatica para la localizacién de los FUB, que como hemos visto se marcan
especificamente con p63. En este caso, se empled el método EnVision y DAB como
cromogeno, por lo que los nucleos de las células de los FUB se pudieron ver de color
marrdn intenso.

La combinacion de estos dos métodos inmunoenzimaticos para la demostraciéon de CT
y de p63, confirmd la localizacidon de los FUB en el centro del I6bulo tiroideo, justo en
el “area de células C”, ya que los FUB ya sea en forma de nidos sdlidos celulares, como
FUB inmaduros o como FUB maduros quisticos, siempre aparecen rodeados de células
positivas para la CT, pero sin que se aprecie una particular acumulacién en su
proximidad (fig. 54). Normalmente, no se identifican células C en las paredes de los
FUB, sin embargo, como se muestra en la figura 43, en algunos FUB inmaduros, si se

localizaron varias células inmunopositivas para CT entre las células p63+ de la pared
del FUB (fig.55).

Figura 54.- Doble IHQ para p63 y CT. Todas las formas de FUB (marrones) se
encuentran en la proximidad de células C (CT+) (rosas), que no se acumulan
especialmente en torno suyo (400x).
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Figura 55.- Doble IHQ para p63 y CT en un FUB inmaduro. A) Area central del tiroides
(200x). B) Con mas aumento se pueden observar varias células C (flechas) en la zona
periférica de la pared del FUB (400x).

RESULTADOS Pagina 103




3.2. Doble IHQ para p63y Tg

Para aclarar si las células de los FUB tienen capacidad de sintetizar hormonas tiroideas,
o bien, si es posible localizar células foliculares incluidas en la pared de los FUB, se
realizé una doble inmunotincién para p63 y Tg. En algunas muestras se siguidé el mismo
método de demostracién de los dos antigenos que empleamos para CT y p63, por lo
tanto, la Tg se marcé de color rosa con Fast-Red y los FUB de color marrén con DAB. En
otros casos la técnica inmunoenzimatica fue la misma, pero los cromégenos fueron
distintos, de forma que la Tg se marcé marrén con DAB y los nucleos de las células de
los FUB se tifieron de azul con DAB cobalto (fig.56 By C)).

Los nidos celulares sélidos se marcaron de forma especifica con p63 y sélo se identifico
Tg en el coloide de los foliculos tiroideos adyacentes (fig.56 A).

En algunos casos, se observd Tg en la luz de los FUB inmaduros, mezclada con los
restos celulares y el material de (fig. 56 D), por lo que parece demostrado que las
células UB, al menos en estas formas inmaduras, tienen la capacidad de diferenciarse
en células productoras de Tg.

Figura 56.- Doble IHQ para p63 y Tg en distintos patrones de FUB inmaduros (400x).
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En la figura 57, se muestran con mas aumento dos de las formas de FUB inmaduros en
las que se ha detectado Tg en el contenido luminal. Esta Tg debe de haber sido
sintetizada por células foliculares diferenciadas a partir de las células UB, o bien, en
algunos casos, podria producirse por células foliculares que se encuentren aun en la
pared de los FUB. Ademas, en la microfotografia B, parece que del FUB emerge un
foliculo tiroideo con coloide positivo para Tg, por lo que que podria tratarse de un
foliculo mixto como los ya descritos.

Figura 57.- Doble IHQ para p63 y Tg en dos FUB inmaduros. En estos casos la Tg se
marca de color marrén con DAB y los FUB p63+ de color azul intenso con el cromégeno
DAB cobalto. Asociado a las células p63+, se observa material positivo para Tg en
forma de coloide (flechas) (400x).
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4.-DOBLE INMUNOFLUORESCENCIA

Al igual que con la doble IHQ, mediante la técnica de doble IF pudimos demostrar
simultdneamente, en la misma seccidn tiroidea, la presencia de remanentes UB, asi
como de las dos poblaciones celulares endocrinas presentes en el tiroides.

En nuestro caso, los restos UB se identificaron mediante IF indirecta con los
anticuerpos anti-p63 o anti-CK34Bel2 que, tras incubar las muestras con el antisuero
secundario de ratén marcado con el fluorocromo Cy3 conjugado, se visualizaron en el
canal rojo del microscopio de fluorescencia.

Para la demostracién de CT y de Tg, se aplicd la misma técnica, esta vez usando un
secundario marcado con el fluorocromo Cy2, y se visualizaron en el canal verde del
microscopio de fluorescencia.

Los nucleos, marcados con DAPI, se visualizaron en el canal azul del microscopio de
fluorescencia.

Una de las ventajas que mostro la técnica de IF respecto a la de IHQ, fue que al ser un
método muy sensible, se pudieron obtener rdpidos resultados, ya que esta técnica
permite el acortamiento de los tiempos de incubacidn con los distintos anticuerpos.
Sin embargo, presentd la desventaja de que, a lo largo del tiempo, fue disminuyendo la
intensidad de la fluorescencia, especialmente en la visualizacidn del DAPI.

La determinacion mediante IF de p63, confirmé el patrén de inmunotincién nuclear
para este anticuerpo, ya que al solaparse en una misma célula la fluorescencia de los
nucleos (azul) con la fluorescencia que corresponde al anticuerpo p63 (roja), las células
UB se vieron de color rosa. Asimismo, a través de la técnica de IF pudimos observar de
forma precisa el patrdn citoplasmatico tras el marcaje de la CK34BE12, ya que en las
células marcadas con este anticuerpo se observaron los nucleos azules y en la
periferia, la fluorescencia roja correspondiente a la CK (fig. 58, 59 y 60).

En general, no se localizaron células C asociadas a los remanentes UB, en ninguno de
los patrones morfoldgicos que presentan los FUB a lo largo de la vida de la rata (fig. 58
y 59). Como ya se pudo comprobar mediante doble IHQ, los FUB se situaron en la zona
central del I6bulo tiroideo y, aunque se marcaron las células C de los foliculos tiroideos
adyacentes, no se aprecié una mayor densidad de células CT+ alrededor de los FUB. No
obstante, en el caso descrito anteriormente, en el que un FUB ocupaba una posicién
inusual fuera del tiroides, si se identificaron células C (CT+) entre las células UB de su
pared, marcadas tanto con p63 como con CK34BE12 (fig. 60).
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La doble IF para p63 o CK34BE12 junto con Tg, resulté ser una forma muy
esclarecedora de comprobar la presencia o no de esta molécula en los restos UB. Entre
los remanentes UB sélidos, de las ratas muy jévenes, no se detectd Tg en ningln caso
(fig. 58), sin embargo, en el contenido luminal de los FUB, tanto inmaduros como
maduros, que se encuentran en ratas de mas edad, se localizaron distintas cantidades
de Tg (fig. 60).

4.1. Doble IF en los restos UB sdlidos
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Figure 58.- Doble IF en los restos UB soélidos. Asociadas a los restos UB sélidos, no se
observaron células positivas para CT (canal verde) (A y B), de la misma forma que en
las ratas jovenes, no se identificd Tg asociada a los nidos sélidos celulares dispersos
entre los foliculos tiroideos, marcados de forma especifica con p63 o con CK 34Bel2
(canal rojo) (Cy D). Ratas jovenes de 7 y 14 dias (200x, 400x).
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4.2. Doble IF en los “FUB inmaduros”

CK 34BE12 - CT

t

CK34BE12-Tg _

/
«

7

Figure 59.- Doble IF en los “FUB inmaduros”. Los remanentes UB inmaduros se
marcaron intensamente con p63, siguiendo un patron nuclear (rosa) (A y B), y con CK
34BE12 siguiendo un patron citoplasmatico (rojo) (C y D). No se identificaron células C
en la pared de los FUB inmaduros, sin embargo, se localizé una abundante cantidad de
Tg entre el contenido luminal de estos restos UB (C y D, verde). Rata de 41 dias de edad
(200x).
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4.3. Doble IF en los “FUB maduros”

CK 34@€12 - Tg

>

/CK 34BE12 - CT ;

Figura 60.- Doble IF en los “FUB maduros” y en un FUB atipico. Las células de la capa
periférica de los remanentes UB quisticos se tifieron intensamente con p63 (rosa) y con
CK 34BE12 (rojo). Normalmente, no se localizaron células positivas para la CT (verde)
en la pared de los FUB quisticos (C), sin embargo, se identificaron células C en un FUB
atipico, situado en una posicion inusual (D). Como se observa en las imagenes Ay B,
mediante IF se identificd, claramente, la presencia de Tg (verde) asociada a los FUB
maduros. Edad de las ratas: A, By C 12 meses; A 2 meses (100x, 400x).
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V.- DISCUSION

El presente trabajo de investigacion trata sobre el estudio de los remanentes
embrionarios del CUB, que permanecen en el tiroides a lo largo de toda la vida
postnatal de la rata. Se ha analizado tanto la progresién en su desarrollo como su perfil
IHQ, con el fin de comprobar la equivalencia de los restos UB de la rata a los existentes
en humanos, la contribucién de los remanentes UB en la histogénesis tiroidea y, de
esta forma, progresar en el estudio del origen de algunas patologias tiroideas de
etiologia desconocida.

Como ya se ha expuesto, el desarrollo embrionario de la regién faringea presenta una
gran complejidad, debido a que de esta regidon derivan diversos tejidos y drganos,
entre los que se encuentran el timo, las paratiroides y la glandula tiroidea. Esta ultima
glandula tiene la peculiaridad de poseer un triple origen embrionario, resultante de la
fusion de la vesicula tiroidea, que se origina en la base de la lengua, con los dos CUB
gue proceden del ultimo par de bolsas faringeas.

Las investigaciones realizadas sobre los factores de transcripcion tiroideos, han
permitido mejorar el conocimiento de la embriogénesis del tiroides mediano y del CUB
y, de esta forma, comprender la regulacion en el desarrollo de esta glandula endocrina,
creando una posible via de estudio para el diagndstico y posterior tratamiento de
ciertas patologias tiroideas.

Los mecanismos moleculares que conducen a la organogénesis e histogénesis del
tiroides y del CUB, se basan en una accion cooperativa de distintas vias de sefializacion
y de factores de transcripcidn especificos para esta glandula, como son TTF-1; Foxe-1y
Pax8, que forman una compleja red reguladora de las células progenitoras del tiroides
mediante interacciones reciprocas (Trueba et al. 2005). Pero ademas de estos factores,
se han descubierto otros mecanismos moleculares externos al tiroides que, de alguna
forma, también, desempefian un papel en su desarrollo, como son los factores de
crecimiento de los fibroblastos (FGFs) expresados por los derivados mesenquimales de
las CN, y las sefiales inductivas de las células endoteliales de los vasos embrionarios
(Varga, Pospisilova, Gmitterova, et al. 2008; Kameda et al. 2009; Serls et al. 2005; Hick
et al. 2013).

Los restos embrionarios UB, han sido descritos en el tiroides de practicamente todas
las especies, incluida la humana, y también muestran caracteristicas diferenciales
interespecificas, asi como distintas denominaciones. En perros, se denominan
“complejos de células C”(Kameda et al. 1980; Leblanc et al. 1990); en zorros, “foliculos
inusuales(Srivastav & Swarup 1982); en toros, “remanentes UB”(Ljungberg & Nilsson
1985; Harmon & Kelley 2001b); en el bisonte, “FUB”(Sawicki B 1991) y en la cobaya,
“S follicles” (Juhl 1981a).
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En el hombre, aparecen como estructuras celulares sélidas a las que se les denomina
“Solid Cell Nests (SCN)”, que han sido estudiadas extensamente por diversos autores
(Harach 1988; Mizukami et al. 1994; Cameselle-Teijeiro et al. 1994). Los SCN son
formaciones irregulares que consisten en pequefias agrupaciones de células
poligonales con disposiciéon sélida estratificada compuestas por unas células
principales o “main cells” y por células C. Ocasionalmente, los SCN adoptan el aspecto
de formaciones quisticas con un epitelio estratificado integrado por distintos tipos
celulares y, también, se pueden encontrar los llamados foliculos mixtos, que son
estructuras compuestas por epitelio folicular en intimo contacto con las células
principales de los SCN.

En roedores, se les han dado distintas denominaciones, pero la mas utilizada es la de
foliculo UB (FUB) (Wollman & Néve 1971a; Wollman & Néve 1971b; Neve & Wollman
1971; Martin-Lacave, Conde, Moreno, et al. 1992). Aunque hay estudios que han
analizado la morfologia de los FUB, lo han hecho de una forma incompleta, porque se
han limitado a describir su estructura microscépica en ratas de hasta un afio de edad,
como maximo, sin que en ningun caso, se hayan valorado las dimensiones de los
mismos.

Actualmente, se acepta que tanto los SCN como los FUB son remanentes embrionarios
del CUB y que, por lo tanto, tienen un origen UB comun (Wollman&Hilfer
1977;Wollman & Hilfer 1978;Beckner et al. 1990; Bellevicine et al. 2012) pero, a pesar
de este origen comun, existen diferencias en cuanto a su apariencia y evolucién en la
vida postnatal de ambas especies. De ahi que fuera necesario realizar un estudio
histolégico y morfométrico de la evolucion de los FUB en el tiroides de la rata, desde
el nacimiento hasta el final de su vida.

Analizando los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigacién, se puede
afirmar que los FUB se localizan en la region central de cada Iébulo tiroideo,
intimamente relacionados con el parénquima tiroideo adyacente y, con frecuencia, en
contacto con el tejido conectivo perivascular. Es posible identificar mas de un FUB en
un mismo lébulo que, en la mayoria de los casos, estdn muy préximos e incluso
interconectados.

Hemos detectado que los FUB presentan diferencias morfoldgicas relacionadas con la
edad y también diferencias de tamafio segun el género.

Segun nuestros resultados, en ratas muy jovenes (0-60 dias) hay una gran variedad en
cuanto a la apariencia, tamafio y contenido luminal de los FUB, pues evolucionan
desde “nidos sdlidos celulares” a pequefias estructuras quisticas, pudiendo aparecer
en algunos casos con forma tubular o de perla. El drea de los FUB en este grupo de
edad es superior a la de los foliculos tiroideos normales adyacentes.
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En ratas jovenes de mas de 60 dias de edad, la mayoria de los FUB presentan ya
aspecto quistico, y en su pared se puede distinguir mds de una capa celular,
denominandoles “FUB inmaduros”. En la periferia muestran células cubicas que
tienden a aplanarse hacia el lumen donde, en general, se pueden observar restos
celulares y material de desecho.

En ratas adultas (6-15 meses) predominan los “FUB maduros”, con aspecto quistico en
la mayoria de los casos, aunque menos frecuentemente, y sobre todo en ratas macho,
también pueden aparecer FUB inmaduros. Los FUB maduros presentan en su pared
células mas aplanadas que las que aparecen en las formas inmaduras. En el contenido
luminal se distinguen nucleos picnoéticos, células descamativas y material PAS (+).

En general, hemos comprobado que en ratas hembra los FUB son ligeramente mayores
gue en ratas macho, al igual que el drea de los FUB es mayor que la de los foliculos
tiroideos normales, mientras que en los machos, los FUB son mayores que los foliculos
tiroideos adyacentes, pero sin significacion estadistica.

En ratas viejas (18-24 meses), también predominan los FUB maduros de aspecto
quistico. En hembras el drea de los FUB es mayor en relacién a la de los foliculos
tiroideos normales, mientras que en los machos ocurre justo lo contrario.

Cuando se considera el valor del area de los FUB en ratas adultas y viejas
conjuntamente, el area de los FUB en hembras es mayor que la de los FUB en machos,
con significacion estadistica.

En ratas adultas y viejas, ademas de las formas inmaduras y maduras de FUB, se
puede encontrar otra forma de remanente UB a la que hemos denominado en base a
su apariencia “cistoadenoma UB”, que se caracteriza por su gran tamafno y su aspecto
quistico, asi como por el contenido luminal dispuesto en multiples capas concéntricas
formadas por células descamadas, sin rastros de nucleos, aparte de poseer una
vascularizacidn escasa en su proximidad. Se encuentran mas frecuentemente en ratas
hembra y, ademds, en éstas son de mayor tamaino que en las ratas macho. En ambos
casos, el tamafio de los cistoadenomas UB es siempre mayor que el de los foliculos
tiroideos adyacentes.

En relacion con la frecuencia de los FUB en las ratas Wistar, estas estructuras se han
observado en prdacticamente todas las glandulas. Estos resultados difieren de los
descritos por Van Dyke para ratas Sprague-Dawley que, en los mismos tramos de edad,
describieron distintas frecuencias de FUB con ratios del 15%, 34,5%, 61,9%, siendo
mas frecuentes en ratas hembra (Van Dyke JH. 1944). Rao-Rupanagudi en 1992,
encontré quistes UB en un tercio de las ratas estudiadas y, al igual que Takaoka en
1995, informdé que el ndmero de FUB disminuia con la edad de la rata (Rao-
Rupanagudi et al. 1992; Takaoka et al. 1995).
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Una posible explicaciéon de esta controversia puede ser el nimero de secciones
observadas por glandula por los distintos autores. De acuerdo con nuestra experiencia,
cuando no se observa ningin FUB en una rata, tras estudiar los niveles de tiroides
seleccionados, y se procede a tefiir secciones adicionales de la misma glandula, se
incrementa progresivamente la posibilidad de detectar FUB. Por eso, podemos afirmar
que los FUB estan presentes en ambos l6bulos tiroideos y en todas las ratas,
independientemente de la edad y del género.

En relacion con la mayor incidencia de FUB detectada en hembras respecto a machos,
algo que otros autores habian descrito con anterioridad(Rao-Rupanagudi et al. 1992;
Van Dyke JH. 1944), una posible explicaciéon podria ser el tamafio significativamente
mayor de los FUB en las ratas hembra respecto a las macho lo que, consecuentemente,
aumentaria las posibilidades de localizar FUB en las secciones seleccionadas de ratas
hembra, junto con una mayor facilidad para diferenciarlos de los foliculos tiroideos
normales.

Atendiendo a nuestros resultados, ésta seria la primera vez que se describe la
existencia de un dimorfismo sexual relacionado con los restos UB de la glandula
tiroidea en rata, ya que, hasta ahora, practicamente todos los estudios se habian
realizado sobre ratas macho.

En cuanto a humanos, tampoco hay resultados concluyentes respecto a la frecuencia
relativa de los SCN en relacion al sexo. De acuerdo con los resultados descritos por
Cameselle et al. (Cameselle-Teijeiro et al. 1994), el ratio hombre: mujer de SCN es de
1:6, sin embargo, otros autores refieren SCN en un 16% de hombres respecto al 8% de
mujeres (Martin et al. 2000).

El dimorfismo sexual descrito en este trabajo, es coincidente con lo publicado respecto
a la frecuencia de desérdenes proliferativos con origen en las células C, como son la
hiperplasia de células C y los tumores de células C, ya que presentan una mayor
incidencia en las ratas hembra respecto a las ratas macho (Martin-Lacave et al. 1999).

En relacién con la incidencia de tumores espontdneos derivados de las células
foliculares en ratas, los datos varian segun la estirpe y el grupo de investigacion.
Especificamente, algunos investigadores describen una mayor frecuencia en las
hembras que en los machos (Baum et al. 1995; Kaspareit-Rittinghausen et al. 1990),
pero otros, no obstante, informan de resultados opuestos (Goodman et al. 1979;
Goodman et al. 1980).

En humanos, sin embargo, las neoplasias derivadas de las células foliculares (adenoma
folicular, carcinoma folicular, carcinoma papilar de tiroides y carcinoma anaplasico de
tiroides), asi como de las células C (carcinoma medular de tiroides), son mas comunes
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en mujeres que en hombres (Dionigi et al. 2007), aunque las razones de este
dimorfismo sexual en la patologia tiroidea aln no se han descrito.

Las investigaciones sobre el desarrollo del tiroides, en general, se han llevado a cabo
sobre distintos modelos animales como son las aves, los roedores vy, recientemente,
los peces. El tejido tiroideo se organiza de diferente forma entre estas especies, por
ejemplo, en los peces éseos los foliculos tiroideos aparecen dispersos en numerosos
grupos de pequefio tamafio a lo largo de la aorta ventral, las arterias branquiales, el
corazon, el bazo y los rifiones (Fagman & Nilsson 2011).Una caracteristica comun a
todos los vertebrados no mamiferos (aves, peces, anfibios y reptiles) es la ausencia de
células C intratiroideas ya que presentan dos glandulas UB, que provienen del ultimo
par de bolsas faringeas y que en estas especies no se fusionan con el tiroides, sino que
permanecen como estructuras independientes y, aunque morfolédgicamente su
aspecto es variable entre las distintas especies, en todas coinciden en sintetizar la
hormona CT(Varga, PospiSilovd, Gmitterova, et al. 2008).

No obstante, el tiroides no es la Unica glandula endocrina en la que se aprecian
diferencias estructurales importantes entre los mamiferos y los no mamiferos (Elvira
Estrada Flores 2002). Por ejemplo:

-La glandula adrenal en los vertebrados inferiores aparece como dos glandulas
independientes, una es de tejido esteroidogénico y la otra de tejido cromafin, distintos
tanto por su origen embrionario como por su histologia. En anfibios, aparecen como
islotes de distribucidn variable sobre la superficie ventral del rifidn y en reptiles, son
estructuras pareadas, independientes y encapsuladas. En los vertebrados mas
desarrollados, estas dos estructuras se unen y forman asociaciones morfolégicas cada
vez mas complejas.

- El pancreas endocrino, en los peces, aparece en forma de agrupaciones celulares
dispersas en el mesenterio intestinal. En las aves, los islotes estan mdas diferenciados,
pudiendo identificarse algunos en los que predomina un Unico tipo de célula
pancreatica endocrina, e incluso, en algunos géneros pueden formar una masa Unica y
voluminosa.

- Las paratiroides estan vinculadas con la glandula tiroidea tanto anatémica como
embriolégicamente. Derivan de los sacos faringeos IllI-IV y se situan en las
proximidades del tiroides o incorporadas a éste. En aves, anfibios y reptiles, se
conocen de uno a tres pares de paratiroides. En aves son relativamente voluminosas,
probablemente por la actividad metabdlica del calcio para formar el cascarén de los
huevos, y se localizan en situacidon inferior al tiroides, aunque en algunas especies se
fusionan.
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En el caso concreto del tiroides, la diferencia que existe entre vertebrados mamiferos y
no mamiferos en cuanto a la fusién del par de cuerpos UB con la vesicula tiroidea,
podria ser justificada desde el punto de vista de los distintos requerimientos
metabdlicos en ambos grupos de vertebrados. Por un lado, todos los vertebrados no
mamiferos, excepto las aves, son animales ectotérmicos, término que se aplica a
aquellos animales cuya temperatura corporal no depende de sus propios mecanismos
fisioldgicos, sino del calor del ambiente en el que viven. Por otro lado, en las aves y en
otros animales oviparos, la actividad de la glandula UB varia segin la madurez sexual,
siendo especialmente activa antes de alcanzarla, posiblemente debido al mayor
requerimiento de calcio para la futura formacion del huevo, lo que indica su relacion
con la modalidad de reproduccién de estas especies(Elvira Estrada Flores, 2002). En
cuanto a los peces, cobra una mayor importancia, si cabe, la existencia de una glandula
UB productora de CT pues estdn inmersos en un medio acuatico con concentraciones
salina muy altas ante las que tienen que mantener su propio medio interno hipoténico.

En mamiferos, sin embargo, la fusién del CUB con el tiroides en desarrollo y la
incorporacion de las células C a esta glandula en posicién parafolicular, es decir, en
intimo contacto con el epitelio folicular, debe representar un logro filogenético de este
grupo sobre los vertebrados no mamiferos. De hecho, nuestro equipo de investigacion
ha demostrado la existencia de una interrelacién funcional entre las células C y las
células foliculares, estando ambas poblaciones celulares endocrinas reguladas por la
TSH y existiendo una regulacidn paracrina de las células C sobre las células foliculares,
mediada por los diferentes péptidos reguladores secretados por las células C (Utrilla et
al. 2013; Morillo-Bernal et al. 2009).

Por todo ello, entre los distintos modelos de experimentacion animal, parece que es
la rata uno de los que presenta una mayor similitud con el hombre para el estudio
del tiroides, ya que posee caracteristicas estructurales semejantes y un desarrollo
embrionario comun.

A pesar de esto, como los SCN humanos y los FUB de la rata presentan diferencias en
cuanto a su apariencia y evolucién, era necesaria una caracterizacion IHQ de las
distintas formas de FUB que aparecen a lo largo de la vida de la rata, con el fin de
comprobar, también, si existe una equivalencia entre el perfil IHQ de los restos UB
en ratas respecto al existente en humanos y, consecuentemente, de las poblaciones
celulares que los integran.

Son numerosos los estudios IHQ que se han realizado sobre los SCN en tiroides
humanos (Harach & Wasenius 1987; Autelitano et al. 1987; Reis-Filho et al.
2003;Cameselle-Teijeiro et al. 2005; Rios Moreno et al. 2011;). Al analizar los
resultados de estos estudios se puede afirmar que las células principales o “main cells”
de los SCN son inmunorreactivas para algunas CK, CEA, p-63, bcl-2 y ki67. Sin embargo,
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carecen de inmunorreactividad TTF-1. En cuanto al comportamiento de los FUB frente
a estos mismos anticuerpos, apenas hay informacién, ya que son muy escasos los
estudios IHQ en ratas y los pocos que se han realizado son incompletos, pues sélo
demuestran la presencia de CT y Tg en algunas formas de FUB (Moreno et al. 1989;
Conde et al. 1992; Martin-Lacave, et al. 1992)(l et al. 1999; Martin-Lacave et al. 1992).
Por lo tanto, al no haberse realizado hasta la fecha ninglin andlisis IHQ sobre las
distintas presentaciones que adoptan los FUB a lo largo de la vida postnatal de la rata,
era de gran interés realizar este estudio IHQ. Tras analizar los resultados, podemos
concluir que el comportamiento, de los FUB en ratas y de los SCN en humanos, frente
a los anticuerpos empleados es similar.

Todas las formas de FUB son inmunopositivas para las distintas CK estudiadas, aunque
con ligeras diferencias. Cuando se emplearon los anticuerpos anti-CK con referencia A-
575y Z-622, asi como el anticuerpo AE1/AE3, las células UB resultaron positivas pero,
también, las células foliculares y las células C mostraron una débil positividad. Sin
embargo, el marcaje para la CK 34BE12, se restringié a los restos UB, permitiendo
distinguirlos con gran facilidad del parénquima tiroideo adyacente.

Este resultado es fundamental para la identificacion de las formas inmaduras, ya que
su localizacién con H-E, o con la técnica del PAS, resultaba especialmente complicada
por la imposibilidad de diferenciarlas de su entorno. El analisis microscépico de las
muestras tefidas para CK, nos ha permitido comprobar que las formas inmaduras
(restos sdlidos) no sélo se encuentran en las ratas jovenes, sino que también pueden
aparecer en ratas de mayor edad, distribuidas por el parénquima tiroideo o alrededor
de los FUB quisticos.

La inmunotincién para CK de los FUB quisticos (maduros e inmaduros) también resulté
positiva e intensa, marcandose tanto la pared como los restos descamativos del lumen.
En el caso de los cistoadenomas UB, la tincion también fue positiva, aunque menos
intensa que en las formas anteriores, lo que puede indicar que son derivados con
paredes envejecidas y con menos capacidad de renovacion.

En todos los casos, la especificidad de la tincidn y su intensidad hacen que los restos
UB se distingan perfectamente del parénquima tiroideo adyacente,
independientemente de su morfologia y tamafio, asi como de la edad de la rata y, de
esta manera, ningun resto UB pasa desapercibido. Por esta razon, las CK y, en especial
la CK 34BE12, pueden considerarse un marcador especifico de los FUB a nivel del
tiroides.

Como se ha comentado anteriormente, el factor de transcripcidn nuclear p63, juega
un importante papel en la ruta de diferenciacion de lineas celulares especificas, ya que
actda regulando la progresion del ciclo celular, manteniendo la capacidad proliferativa
o induciendo apoptosis, en funcién del estimulo ambiental recibido por la célula, por lo
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que es considerado un marcador de células indiferenciadas.(Burstein et al. 2004;
Nekulova et al. 2011).

La expresion de p63 ha resultado positiva en las distintas formas de FUB, de acuerdo a
un patrén de inmunotincion nuclear y, a medida que aumenta la edad de la rata, la
expresion de p63 se restringe a las células mads periféricas, lo que sugiere que a partir
de ellas se podria ir renovando la pared del FUB, y perdiendo capacidad de renovacién
con la edad. En la pared de los cistoadenomas UB también las células periféricas
muestran positividad para p63, aunque algo menos intensa.

Todas las formas de FUB, incluso las formas inmaduras dispersas entre el parénquima
tiroideo, se marcan especificamente para p63, por lo que junto con la CK 34BE12, la
p63 se considera un marcador especifico de los FUB.

Por otro lado, TTF-1 que es un factor de transcripcidn tiroidea que se expresa en
células diferenciadas, marcé tanto las células foliculares como las células C.
Generalmente, las células que componen la pared de los FUB no expresaron TTF-1
aunque, en algunos casos, se pudieron apreciar células aisladas inmunopositivas para
TTF-1. Este hecho sugiere la posibilidad de que a partir de las células indiferenciadas de
los FUB se puedan generar ambas poblaciones endocrinas.

Diversos autores han sefalado la posible implicaciéon de los FUB y de los SCN en la
histogénesis tanto de las células foliculares como de las células C(Moreno et al. 1989;
Martin-Lacave, et al. 1992; Conde et al. 1992; Rios Moreno et al. 2011; Cameselle-
Teijeiro et al. 2005). Eso implicaria la presencia de células precursoras en su pared, que
serian positivas para algunos marcadores de células indiferenciadas. Como ya se ha
dicho, en los SCN esas células indiferenciadas son conocidas como “main cells” y
expresan tanto p63 como CK 34BE12. Segun nuestros resultados, los FUB también
muestran células inmunopositivas para p63 y para CK de alto peso molecular,
marcandose todas las células que integran las formas inmaduras de FUB y sélo las
capas basales periféricas de las formas quisticas de FUB, por lo que podriamos concluir
que en los FUB se encuentra una poblaciéon abundante de células indiferenciadas.

Ademads, para comprobar si los FUB contribuyen en la vida postnatal de la rata a la
formacién de alguna o de ambas poblaciones endocrinas, se ha realizado una doble
inmunotincion para p63 junto con CT o bien con Tg. Mediante |la doble IHQ para p63 -
CT, se ha comprobado que en la pared de algunos FUB inmaduros pueden aparecer
escasas células C. También hemos hallado colocalizacion de células C en la pared de un
FUB inusual que, por un defecto en el desarrollo embrionario, aparecia en posicién
atipica entre el tiroides y el cartilago traqueal. Este hallazgo es de gran importancia, ya
gue ademas de apoyar la teoria que muchos autores han lanzado sobre la histogénesis
de células C a partir de los restos UB, aporta informacién para poder clarificar la
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controversia sobre el origen embrionario de las células C, aspecto que sera tratado
mas adelante.

En cuanto a los resultados obtenidos mediante la doble inmunotincion para p63 -Tg
hemos comprobado que en algunas formas de FUB, sobre todo en las formas quisticas,
aparece Tg en algunas células aisladas y, también, en el lumen. La Tg es la forma de
almacenamiento de las hormonas tiroideas producidas por las células foliculares, lo
que supone que en alguin momento de la evolucién de los FUB, las células
indiferenciadas, podrian sufrir una diferenciaciéon hacia células capaces de sintetizar
Tg, que es un marcador de diferenciacidn terminal de las células foliculares tiroideas.
También en algunos casos, y gracias a esta técnica IHQ, se ha podido apreciar cémo de
un FUB, normalmente inmaduro parece que emerge un foliculo tiroideo con Tg en su
luz. Este hallazgo podria tener una doble explicacion, por un lado, si en los FUB hay
células precursoras tiroideas, como hemos comprobado anteriormente, el FUB seria
capaz de generar un foliculo tiroideo, que podria separarse totalmente del FUB cuando
esté completamente formado. No obstante, también habria que contemplar la
posibilidad de que el FUB inmerso en el parénquima tiroideo, al crecer paulatinamente
podria fundirse con algun foliculo tiroideo préximo, dando lugar a los foliculos de
apariencia mixta descritos en tiroides humano y de otras especies animales.

A conclusiones similares llegamos mediante la aplicacién de doble IF. Nuevamente,
con la finalidad de comprobar si en las paredes de los FUB habia células C, se realizé
una doble IF para p63 - CT, asi como para CK 34BE12 - CT. Estos ensayos no aportaron
resultados diferentes a los obtenidos mediante IHQ, si bien las imagenes son
especialmente ilustrativas.

Algo similar ocurrié cuando se utilizé la doble IF para p63 - Tg, y para CK 34BE12 - Tg,
aungue en este caso los resultados eran mas esclarecedores que en aquellos en los
qgue se empled CT, ya que permitieron comprobar, en cada caso, la presencia de Tg en
el lumen del FUB. Normalmente, cuanto mas maduro es el FUB, mayor es la cantidad
deTg en el contenido luminal, llegando a ocupar todo el lumen de los FUB quisticos
maduros, lo que nos indica que a medida que evoluciona el FUB, las células de su
pared van sufriendo diferenciacion hacia células foliculares capaces de sintetizar
moléculas precursoras de las hormonas tiroideas, lo que lleva a sugerir que los FUB
maduros podrian llegar a ser foliculos funcionales.

Estos hallazgos nos llevan a plantearnos si algunas de las células que componen los
FUB son células con fenotipo de “stem cells”. Segun su definicidn, las “stem cells” son
células que presentan capacidad para la autorrenovacién y potencial de diferenciacién
a uno o mas tipos de células especializadas.

Varios autores, basandose en estudios IHQ, han informado de la existencia de una
poblacién de células madre en el tiroides humano adulto (Burstein et al. 2004; Burstein
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et al. 2005; Gibelli et al. 2009). Las caracteristicas IHQ que se describen para estas
células son: inmunorreactividad con marcadores de proliferacién celular, como OCT-4,
bcl2 y Ki67(Preto et al. 2004);expresidén de proteinas que intervienen en la regulacién
del ciclo celular, como son las telomerasas o la proteina 3 nucleolar (Preto et al. 2004),
y expresion de marcadores de células indiferenciadas, como son p63 y algunas CK de
alto peso molecular (Di Como et al. 2002).

Las células madre del tiroides adulto pueden ser de dos tipos, por un lado estan las
células madre universales, que desde la médula dsea acuden al tiroides en respuesta a
determinados estimulos y, por otro lado, estdn las células madre residentes o
somaticas, con capacidad de autorrenovaciéon y de diferenciacién en mas de un tipo
celular (Dumont et al. 1992). Las células madre residentes también se conocen como
Side Population Cells(SPC) y, ademdas de expresar los marcadores de células madre
descritos anteriormente, también expresan marcadores de derivados del endodermo
como GATA-4 y HNF4a, marcadores especificos tiroideos como TTF-1 y PAXS, y son
capaces de expresar marcadores de células tiroideas diferenciadas como TPO y Tg(Lan
et al. 2007). Hoshi et al, en 2007, también describieron en el tiroides de ratén, una
poblacion celular que exhibia caracteristicas de células madre, y que expresaba ABCG2
y marcadores de stem cells como nucleostemina y OCT4. Esta poblaciéon residia en el
espacio interfolicular de la glandula tiroidea y expresaba niveles limitados de
marcadores de diferenciacion tiroidea, como son TPO, Tg y TTF-1. (Hoshi et al. 2007).

Esta poblacion de SPC se ha relacionado con las células principales o “main cells” de los
SCN (Cameselle-Teijeiro et al. 1995; Preto et al. 2004), debido a que las células basales
y para basales de los SCN expresan p63. Segun nuestros resultados, al haber
demostrado la equivalencia entre los SCN y los FUB, también podriamos relacionar las
SPC con los restos UB del tiroides de la rata. Ademas, como se ha descrito
anteriormente, los remanentes UB también expresan CK 34BE12, que segun las ultimas
investigaciones se considera esencial para el crecimiento celular y la diferenciacion de
las células epiteliales.

Por lo tanto, en los FUB presentes en el tiroides de la rata, puede residir una poblacién
de células madre adultas. Este dato podria ser muy relevante, debido al alto potencial
terapéutico de las células madre, ya que una vez que se demostrara que esta
poblacién de células fuese capaz de autorrenovarse y de diferenciarse hacia células
foliculares y células C, podrian realizarse ensayos con trasplantes de éstas en animales
experimentales con alguna patologia tiroidea, para comprobar si, efectivamente,
podrian participar de forma activa en la regeneracion del tiroides.

La principal aportacién, en este sentido, de este trabajo de investigacion, es que en los
FUB hay siempre células indiferenciadas, independientemente de su patrén
morfoldgico, encargadas de renovar la pared de los mismos y a partir de las cuales
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pueden generarse tanto células foliculares como células C. No obstante, para
confirmar que se trata verdaderamente de una poblaciéon de células madre, seria
necesario comprobar si ademas de expresar p63 y CK 34BE12, expresarian otros
marcadores mas especificos de células madre, como OCT-4 o las telomerasas.

Otro de los objetivos especificos de esta investigacion ha sido analizar la posible
relacion de los FUB con el desarrollo de ciertas patologias tiroideas. Los SCN se han
relacionado con distintas patologias tiroideas, no sdélo por la dificultad para
diferenciarlos de ellas(Harach 1988; Cameselle-Teijeiro et al. 1994), sino también
porque, segun algunos autores, los SCN podrian ser el origen de patologias como el
carcinoma papilar de tiroides (CPT), el carcinoma medular de tiroides (CMT) o la
tiroiditis de Hashimoto(Burstein et al. 2004).

Desde que Harach, en 1988, y Cameselle, en 1994, describieron la dificultad para
diferenciar mediante analisis microscépico los SCN de algunas patologias tiroideas,
se han buscado criterios diagndsticos diferenciales, tanto para la forma de
presentacion mas comun de los SCN, los nidos celulares sélidos, como para los casos
en que los SCN muestran apariencia quistica con coloide y material mucinico en su
interior.

Para no confundir los SCN con la hiperplasia de células C y con el CMT, bastaria con
realizar una inmunotincidn para CT, CGRP o cromogranina, marcadores caracteristicos
de las células C. Para diferenciarlos de los remanentes del conducto tirogloso, se
recurre a la inmunotincidon con CK de alto peso molecular y CK epidérmica, ya que
ambas CK sélo se expresan en los SCN. En cuanto al diagndstico diferencial con casos
de carcinoma y microcarcinoma papilares, en los que la apariencia microscépica con
H-E es muy similar a los SCN, debido a que el nudcleo de las “main cells” tiene
caracteristicas similares a los del carcinoma papilar, con hendiduras nucleares y
aspecto esmerilado (Beckner et al. 1990), el criterio diferencial es la expresidon
generalizada de Tg en el carcinoma papilar (Baloch et al. 2008).

Ademads, en dichos casos, aparte de la valoracion morfolégica y del perfil IHQ
caracteristico de cada patologia, se propone a p63 como marcador diferencial de los
SCN, ya que no se expresa en las células foliculares ni en las células C, asi como
tampoco en el carcinoma papilar ni medular de tiroides. Sin embargo, no serviria para
diferenciar los casos de metaplasia escamosa de tiroides que se muestran positivos
para p63 (Reis-Filho et al. 2003; Bellevicine et al. 2012).

El CMT es un tumor maligno que tiene su origen en las células C y que, en algunas
ocasiones, puede aparecer acompanado de un tumor derivado de las células
foliculares, a pesar de que se creia hasta ahora que ambas células tenian un origen
embrionario distinto. Esta variedad de tumor se conoce como carcinoma mixto
medular-folicular de tiroides y hay cierta controversia en cuanto a su origen. La
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presentacion del carcinoma mixto de tiroides puede ser de tres tipos: 1) concurrente y
sincronica, en la que se diferenciarian los dos tipos de tumores como entidades
independientes; 2) tumor de colision, en el que los carcinomas papilar y medular estan
fusionados entre si; 3) carcinoma mixto verdadero, en el que las células de ambos
tumores estan entremezcladas (Ueki et al. 2011). El aumento de los niveles séricos de
CT y Tg es un marcador utilizado para el diagndstico de este tumor (Yokota et al.
2013;Tohidi et al. 2013).

En las publicaciones cientificas, se contemplan dos hipdtesis que explicarian su origen,
una seria que en el tiroides se producirian cambios oncogénicos que afectarian tanto a
las células foliculares como a las células C(Papotti et al. 1997; Zhang et al. 2006); la
otra hipdtesis seria que el carcinoma mixto de tiroides, seria una nueva entidad clinico
patolégica que se originaria a partir de células madre comunes presentes en el
tiroides(Mizukami et al. 1996; Holm et al. 1987).

Volante et al, en 1999, argumentaron la primera hipdtesis de acuerdo a su “teoria del
rehén”. Segln estos autores, la transformaciéon neoplasica de las células C que
conduce al desarrollo del CMT, cursa con atrapamiento de los foliculos tiroideos
normales entre las células cancerosas. El microambiente proporcionado por las células
cancerigenas, seria capaz de estimular la proliferacion de las células foliculares
atrapadas entre ellos, confiriéndoles caracteristicas de un carcinoma papilar asociado
(Volante et al. 1999). Un aspecto importante que sustentaria esta hipdtesis es la
confirmacién de existencia de una intima relacién entre las células foliculares y las
células C, basada en la regulacién paracrina de las células foliculares mediante la
secrecion de los péptidos reguladores sintetizados por las células C (Morillo-Bernal et
al. 2009; Utrilla et al. 2013), asi como el control de ambos tipos celulares por la TSH,
por lo que cambios proliferativos en cualquiera de los dos tipos celulares podrian
conducir a alteraciones de las células endocrinas adyacentes (Martin-Lacave et al.
2009).

En la linea del origen del carcinoma mixto a partir de una Unica poblacién de células
madre presentes en el tiroides, Burstein et al, en 2004, propusieron una hipodtesis
sobre la oncogénesis de algunos tumores y de la tiroiditis de Hashimoto. Afirmaron
que las células p63 positivas de los SCN, podrian sufrir un proceso de diferenciacién
pudiendo generar células foliculares y células C, o bien, sufrir cambios oncogénicos que
deriven en un carcinoma e, incluso, sufrir una infiltracién linfocitica que conduzca a la
tiroiditis de Hashimoto (Burstein et al. 2004).

Como se ha discutido anteriormente, en los SCN se identifican células indiferenciadas
con la capacidad de proliferar hacia células foliculares y hacia células C. Se ha
demostrado que en estos restos se pueden localizar células positivas para CT, al igual
que para Tg en los foliculos de apariencia mixta (Mizukami et al. 1994), por lo que las
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células indiferenciadas presentes en los SCN podrian ser las células madre comunes a
partir de las que se desarrollaran patologias como el carcinoma mixto tiroideo(Katoh R
et al. 1990). Son necesarias nuevas investigaciones para aclarar si, verdaderamente, las
células madre adultas del tiroides pueden sufrir cambios oncogénicos que deriven en
neoplasias tiroideas, o si como sucede en otros tipos de tumores, como leucemias,
cancer de mama, de pulmén, de pancreas o de prostata (Mitsutake et al. 2007;
Thomas et al. 2008), hay una subpoblacién de células madre cancerigenas,
responsables de desencadenar tumores de diversos fenotipos y con distintos
potenciales de proliferacion, causar recidivas tumorales y aumentar las resistencias
terapéuticas.

Esta teoria ha sido rebatida para otros tumores tiroideos, como es el caso del CPT, que
supone el 80% de las neoplasias del tiroides, ya que parece mas légico que derive del
componente mayoritario del tiroides, que son las células foliculares, y para el
carcinoma mucoepidermoide que representa una variante metaplasica, escamosa o
mucosecretora de dicha patologia (Viciana et al. 1996).

En varias especies animales, los restos UB también pueden evolucionar hacia formas
gue se consideran patoldgicas. El caso mas llamativo es el de los remanentes UB en el
toro, que aparecen como restos sdlidos y como estructuras foliculares que, en algunos
casos, pueden sufrir cambios proliferativos y evolucionar hasta dar lugar a neoplasias
denominadas “tumores UB”. Los tumores UB se caracterizan por presentar en su
pared un elevado numero de células indiferenciadas, al igual que algunas células
positivas para CT y para Tg (Ljungberg & Nilsson 1985). Por eso se ha propuesto al toro,
y en concreto a sus remanentes UB, como un modelo animal para el estudio de
aquellas neoplasias tiroideas humanas dificiles de etiquetar (Capen & Black 1974).

Segun nuestros resultados, los restos UB dela rata también presentan células que
pueden sufrir diferenciacién hacia células foliculares y hacia células C. De hecho,
mediante IHQ e IF, hemos comprobado que, en algunos casos, se pueden localizar
células C en la pared de los FUB, entre las células indiferenciadas positivas tanto para
p63 como para CK 34BE12, y que en la luz de las formas maduras e inmaduras de los
FUB, también se identifica Tg. Por lo que siguiendo la teoria de Burstein, las células
indiferenciadas de los FUB podrian también sufrir alteraciones patoldgicas.

En el presente trabajo de investigacion se ha descrito una forma de progresién inusual
de los FUB, que sélo se observa en las ratas adultas y viejas, y a la que hemos
denominado cistoadenoma UB. Normalmente, los cistoadenomas UB se encuentran
en el interior del l16bulo tiroideo, y no comprimen el parénquima tiroideo adyacente.
No obstante, en algunas ocasiones, se puede observar cémo los cistoadenomas UB se
presentan como varias unidades quisticas asociadas, con discontinuidad en sus
paredes, a partir de las cuales se produce una verdadera invasidn intratiroidea. Dicha
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evolucién patolégica de los FUB confirma, de nuevo, la capacidad proliferativa de estos
restos embrionarios y su implicacién tanto en la histogénesis del tiroides, como en el
desarrollo de patologias tiroideas.

Otro aspecto a discutir es si los resultados de esta investigacion aportan algin dato
gue ayude a clarificar la controversia que existe sobre el origen embrionario de las
células C. Clasicamente, se ha afirmado que células procedentes de las CN invaden y se
mezclan con las células endodérmicas del CUB, desde el cual migran hacia el tiroides y
se funden con éste dando lugar a las células C. No obstante, estudios posteriores
realizados sobre ratones transgénicos mutados para alguno de los factores de
transcripcion tiroideos, han lanzado nuevas teorias contrarias al origen neural de las
células C.

En este sentido, las investigaciones realizadas por el grupo de Yoko Kameda, han
aportado una nueva visidn sobre el origen embrionario de las células C, al rebatir el
origen neural de estas células y defender su procedencia endodérmica.

El origen de las células C a partir de las CN se ha aceptado tradicionalmente en base a
dos supuestos:

1.- Origen comun para todas las células de la serie APUD:

Pearse, en 1969, incluyd a las células C en la serie APUD, que englobaba a un grupo de
células de origen neuroectodérmico cuya principal funcidn era la secrecién de péptidos
endocrinos(Pearse 1966). Posteriormente, para referirse a las células neuroendocrinas
gue sintetizan péptidos reguladores comunes al sistema nervioso y endocrino, el
término APUD fue reemplazado por el término “sistema neuroendocrino difuso”
(SNED), porque se vio que no todas las células de la serie APUD sintetizaban
precursores aminos y, ademas, se comprobd que algunas células, como las células
endocrinas pancreadticas o las digestivas, tenian un origen endodérmico y no en las CN,
circunstancia que planted la posibilidad de que pudiera ocurrir lo mismo con algunas
otras de las células de la serie APUD (Andrew 1974; Andrew et al. 1998).

2.- Pruebas experimentales:

Las primeras investigaciones que aportaron resultados concluyentes sobre el origen de
las células C en las CN, fueron las realizadas por Le Douarin and Le Liévre en 1970 vy, a
pesar de que se desarrollaron sobre embriones de pollos, sus conclusiones se
trasladaron sin mayor fundamento a todos los vertebrados, mamiferos y no
mamiferos(Le Douarin et al. 1974).

Como se ha expuesto anteriormente, existen diferencias relevantes entre el tiroides
de los mamiferos y de los no mamiferos. En los vertebrados no mamiferos el dltimo
par de bolsas faringeas no se fusiona con el tiroides, sino que permanece como una
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estructura independiente, que se denomina glandula UB. Pero esta diferencia
anatémica no justificaria, por si misma, el distinto origen embrionario de las células C
entre los dos grupos de vertebrados.

Segun la investigadora Y. Kameda, la diferencia en el origen de las células C, podria
justificarse en base a las propiedades nerviosas que muestran estas células en las aves
y en otros vertebrados no mamiferos. La glandula UB esta inervada por fibras
nerviosas que proceden de los nervios laringeos y por ramas vagales directas. En 1995,
Kameda et al, afirmaron que las células C en las aves, proceden de células del ganglio
distal vagal, que colonizan la glandula UB en fases tempranas de su desarrollo
embrionario. Ademads, mediante estudié IHQ,demostraron que, el esbozo UB es
invadido por células nerviosas que expresan Tubulina (Tul-1); HNK-1, que es un
marcador de células nerviosas; encefalina y tiroxina hidroxilasa, enzima involucrada en
la sintesis de catecolaminas que se expresa en células derivadas de las CN (Kameda,
1995).En 1988, este mismo grupo de investigadores realizd un estudio mediante IHQ
para neurofilamentos, en el que observaron una gran abundancia de fibras nerviosas
colinérgicas en contacto con los vasos sanguineos y, también, identificaron mediante
microscopia electrénica, numerosos axones en contacto con la superficie de las células
C que, en cultivos, presentan prolongaciones similares a las neuronas (Kameda et al.
1988).

El hecho de que las caracteristicas nerviosas de las células C en aves no se hayan
demostrado en otros grupos de vertebrados, no excluye su origen neural, pero si
parece evidenciar que las células C en vertebrados mamiferos y no mamiferos no son
totalmente equivalentes. Hay que tener en cuenta que, aunque en mamiferos, las
células C in situ no muestran un fenotipo nervioso, en cultivos y en presencia de
factores de crecimiento nerviosos (beta-NGF), pueden expresar CGRP, serotonina y
emitir prolongaciones neuronales(Barasch, Mackey, et al. 1987; Barasch, Tamir, et al.
1987).

No obstante, entre los argumentos contrarios al origen neural de las células C de
mamiferos que Y. Kameda alegd, obvié que Pearse, en 1971, realizé una investigacién
sobre embriones de ratones en la que, mediante IF, demostrd que las células C en
mamiferos también se originaban a partir de células de las CN. Convendria tener en
cuenta que Pearse et al, identificaron células de las CN marcadas mediante IF en la
parte anterior de la cuarta bolsa faringea, pero no continuaron su seguimiento hasta el
momento en el que el CUB se funde completamente sobre el tiroides (Pearse & Polak
1971). Actualmente, con las técnicas de marcaje y seguimiento de estirpes celulares
concretas, y ala luz del conocimiento de nuevas moléculas y factores de transcripcidn,
se cree que las células de las CN originarian el mesénquima de los arcos faringeos e
invadirian las hendiduras faringeas, pero no llegarian a penetrar en el interior de las
bolsas faringeas de donde proceden los CUB ( Jiang et al. 2000; Varga et al. 2008).

DISCUSION | Pagina127




De este modo, para demostrar el origen endodérmico de las células C, Kameda et al,
marcaron las células de las CN en embriones de ratones transgénicos y les realizaron
un seguimiento con objeto de comprobar si se detectaban primero en el CUB, antes de
su fusion con el tiroides y, posteriormente, diseminadas en la glandula en posicién
parafolicular, obteniendo resultados negativos en ambas localizaciones. Asimismo,
analizaron el destino de los derivados neurales a largo plazo, sin encontrar células
endocrinas procedentes de las CN en el tiroides (Kameda et al. 2007a; Kamedaet al.
2007b; Kameda et al. 2013).

También se basaron en la expresion de algunos factores de transcripcién y de
proteinas especificas:

1.- En el CUB, antes de su fusidén con el tiroides, se identifican células que expresan
Islet-1. Isl1 es un factor de transcripcién implicado en el desarrollo de algunos
derivados endodérmicos, como las células endocrinas pancreaticas. Isll se expresa
tanto en el CUB como en el primordio tiroideo pero, una vez que ambas estructuras se
fusionan, la expresién de Isll en las células foliculares disminuye y sdélo se localizan
células Isl1 + en el “area de células C”(Kameda, Nishimaki, Chisaka, et al. 2007).

No obstante, la expresién de Isl1 no es exclusiva de derivados del endodermo, pues
Isl1 también se requiere para la diferenciacién y supervivencia de las neuronas
simpaticas y, ademas, parece jugar un papel fundamental en el desarrollo de los
derivados neuroendocrinos, como son las células cromafines (Huber et al. 2013).

2.- Mediante la expresion de cadherina-E, demostraron el fenotipo epitelial de las
células C. La cadherina-E es una proteina transmembrana cuya funcién es mantener la
cohesidn celular en los distintos epitelios. Con anticuerpos anti-cadherina-E se marcan
las células del CUB, las células foliculares y las células C. Sin embargo, la cadherina-E no
es exclusiva de los epitelios de origen endodérmico, sino que también la expresan las
células epiteliales de origen ectodérmico.

Estos resultados, por lo tanto, aunque parecen demostrar que las células C no
proceden de las CN, no aportan datos concluyentes que confirmen su origen
endodérmico.

Otra cuestion a discutir es como se explicaria el fenotipo neuroendocrino de las
células C sin que éstas procedan de las CN. Este asunto ha sido abordado por varios
investigadores, quienes sostienen que existen vias de seializacién que dotan a las
células C de sus propiedades neuroendocrinas. De estas vias de sefializacidén se indican
como las mas importantes las reguladas por los factores de transcripcion Mash-1 e Isl1.

Mash-1, juega un importante papel en el desarrollo de derivados neuronales
comprometidos o no con las CN, y es imprescindible para la supervivencia de las
células C. Se expresa en el CUB antes de su migracién y fusion con la vesicula tiroidea y
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cuando el CUB se dispersa en el tiroides, se identifican células Mash-1 (+) en el “adrea
de células C”, que dejan de identificarse en el momento en el que las células C
comienzan a sintetizar CT (Lanigan et al. 1998; Kameda, et al. 2007).

Isll es un factor de transcripcion que desempeiia una funcién importante en el
desarrollo de distintas poblaciones celulares de tipo nervioso, y no nervioso. No se
requiere para la diferenciacién inicial de las células simpdtico adrenérgicas, pero si
para su posterior desarrollo y funcionamiento (Huber et al. 2013). La expresion de Isl1,
esta relacionada con el desarrollo embrionario de la vesicula tiroidea y del CUB, siendo
imprescindible tanto para que ambas estructura se fusionen, como para que las células
C sean funcionales. Su expresién en las células foliculares desaparece cuando el
tiroides ocupa su posicion definitiva, mientras que se siguen identificando células Isl-1
(+) dispersas en la glandula hasta que las células C comienzan a sintetizar CT
(Westerlund et al. 2008).

Por lo tanto, Mash-1 e Isl1 se postulan como los responsables de dotar a las células
endocrinas de caracteristicas nerviosas.

Otra teoria que se ha formulado es la del origen ectodérmico de las células C. Segun
esta teoria, el CUB es colonizado por material celular ectodérmico derivado del margen
posterior del cuarto arco faringeo, dando lugar a las células C. Los investigadores que
defienden esta teoria se basan en la expresién de factores de transcripcién, como
Pax8, que se localizan en la superficie ectodérmica del cuarto arco faringeo v,
posteriormente, en el interior del CUB(Trueba et al. 2005), pero tampoco son
resultados concluyentes.

Independientemente de si las células C se originan a partir de las CN, estd demostrado,
aunqgue parezca paraddjico, que las CN son indispensables para el correcto desarrollo
morfoldgico, estructural y funcional de la gldndula tiroidea, debido a la relacién entre
el desarrollo temprano del tiroides y la participacion de la via Tbx1-Fgf8(Lania et al.
2009). El ectomesénquima de los arcos faringeos, que deriva de las CN, expresa el
factor de crecimiento de fibroblastos FGF-8. Se ha comprobado que son necesarias
interacciones reciprocas entre FGF-8, regulado por el gen Tbx-1,y los factores de
crecimiento tiroideosTTF-1, Pax-8 y Hhex (Fagman & Nilsson 2011). Ademas, las
células derivadas de las CN constituyen el tejido conectivo intersticial del tiroides y del
resto de érganos derivados de las bolsas faringeas, de ahi las malformaciones que
sufren los pacientes con sindrome de Di George, del que trataremos mas
adelante(Varga, Pospisilovd, Gmitterova, et al. 2008).

Si se demostrara que las células C proceden del endodermo, supondria que tendrian
un origen comun con las células foliculares.
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Mediante IHQ, hemos demostrado que, en algunas formas de restos UB, se pueden
identificar tanto células foliculares como células C. En las formas UB inmaduras se
identificaron esporadicamente algunas células C y, con mas frecuencia, pequefios
foliculos tiroideos asociados a la pared de los FUB. También se localizaron ambas
poblaciones endocrinas en un FUB localizado en una posiciéon inusual entre el tiroides y
el cartilago traqueal, probablemente resultante de un defecto en la embriogénesis del
CUB.

Este hallazgo, se debe, posiblemente, a distintos tipos de alteraciones en el desarrollo
del CUB. En este sentido, Kusakabe et al, en 2006, demostraron por medio de ratones
modificados genéticamente, la via de sefializacién necesaria para el correcto desarrollo
y fusién del CUB con el tiroides. En una de las mutaciones estudiadas, en concreto en
ratones heterocigéticos para T/ebp/NKX2.1, no se produjo la incorporacién del CUB al
tiroides en desarrollo y, como resultado, se identificaron en el CUB unas estructuras
quisticas en las que se podian diferenciar células precursoras de las células C, asi como
pequeiios foliculos tiroideos (Kusakabe et al. 2006).

En humanos, una de las alteraciones relacionadas con el desarrollo embrionario del
CUB es el sindrome de Di George (SDG). El SDG es una anomalia que cursa con
cardiopatia congénita, alteracidon facial caracteristica e hipocalcemia. El SDG se
produce debido a fallos en la migracion de las CN y sus sintomas se deben a
malformaciones que afectan a los derivados de la tercera y cuarta bolsas faringeas. Se
sugirio que una consecuencia del SDG era la pérdida parcial o completa del CUB,
situacidon que supondria la ausencia de células C en el tiroides de estos pacientes
(Burke et al. 1987; Maggadottir & Sullivan 2013). Sin embargo, Pueblitz y cols. en 1993,
demostraron que en el tiroides de pacientes con SDG habia células C con mas
frecuencia de lo esperado, aunque en menor numero que en los controles (Pueblitz et
al.).A pesar de que esta observacién confirma que se produce una alteracién en el
desarrollo de las células C en el SDG, también sugiere la posibilidad de que estas
células endocrinas no procedan exclusivamente de las CN y que, por tanto, pueda
existir una fuente adicional de células C en el tiroides.

Otra alteracién en el desarrollo embrionario del tiroides que sugiere un origen comun
de las células foliculares y de las células C, es el tiroides lingual ectopico.El tiroides
lingual se define como la localizacidn de tejido tiroideo en un sitio anatémico anormal
y se debe a una anomalia embrionaria, en la cual el descenso de la glandula tiroidea
desde la base de la lengua hasta su posicion anatdmica habitual esta alterado, lo que
imposibilita su fusion con el CUB. Sin embargo, existen evidencias recientes de la
presencia de células C en casos de tiroides lingual (Vandernoot et al. 2012), de la
misma forma que cuando se analizaron los remanentes del CUB que permanecen
asociados a las paratiroides superiores en los casos de tiroides lingual, ademas de
células C se hallaron estructuras foliculares que contenian Tg (Williams et al. 1989).
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Estos hallazgos inesperados suponen que, en determinadas circunstancias, podria
existir una fuente comun de células foliculares y de células C, y que el desarrollo de
ambas poblaciones endocrinas en los vertebrados mamiferos, esta interrelacionado y
depende de factores tanto internos como externos al tiroides.

Si se acepta lo expuesto anteriormente, deberian existir rasgos indicativos de un
origen endodérmico comun entre ambos tipos celulares. Uno de estos rasgos podria
ser la presencia de TTF-1 tanto en las células foliculares como en las células C(Suzuki et
al. 1998; Ozaki et al. 2011). Asi mismo y, como ha demostrado nuestro grupo de
investigacion, se ha detectado la presencia del receptor para la TSH en los dos tipos
celulares (Morillo-Bernal et al. 2009), por lo que el control de la produccién hormonal
de ambas poblaciones la realizaria la TSH a través del eje HHT. Ademads, hemos
comprobado que existe una regulacién paracrina de las células C sobre las células
foliculares, como un mecanismo adicional de control de la funcién tiroidea (Morillo-
Bernal et al. 2009; Utrilla et al. 2013).

Aunque entre las células indiferenciadas de los FUB, generalmente, no se localizan
células C, en los SCN, sin embargo, la poblacion celular es mas heterogénea y ademas
de las células principales o “main cells”, aparecen células C, células ciliadas y
estructuras microvesiculares que, segun algunos autores, sugiere la existencia de
células progenitoras de las células C(Martin et al. 2000).

En los restos UB de otros mamiferos también se identifican células ciliadas y en todos
ellos se ha demostrado la presencia de células C entre las células indiferenciadas de los
restos embrionarios del CUB (Wollman & Neve 1971b; Kameda et al. 1980; Juhl 1981b;
Ljungberg & Nilsson 1985). En la rata, sin embargo, no se han identificado en los FUB
células ciliadas ni otros tipos celulares, con excepcién de las aportaciones de nuestro
grupo que demostro la presencia esporadica de células C en FUB de ratas muy jovenes
(Conde et al, 1992), asi como de inmunorreactividad para la Tg (Moreno et al. 1989).

Si en los remanentes UB se encuentran células madre adultas precursoras de las
células C, tanto éstas como las “main cells” deberian de tener un origen endodérmico
comun, al haberse demostrado que tanto los SCN como los FUB proceden del CUB.
Esto seria asi, si consideramos a las células indiferenciadas de los restos UB células
madres multipotentes, capaces de diferenciarse en distintos tipos celulares
procedentes de la misma capa embrionaria. Tradicionalmente, las células madre
adultas se han situado en esta etapa de evolucidn celular, sin embargo, investigaciones
mas recientes han evidenciado que las células madre adultas pueden diferenciarse en
tejidos procedentes de cualquiera de las capas embrionarias (Weissman et al. 2001), y
se les asigna capacidad de pluripotencialidad similar al de las células madre
embrionarias. Este fendmeno ha sido calificado como versatilidad de las células
madre adultas, teniendo en cuenta la flexibilidad que presentan algunas de ellas para
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formar células especializadas de otros linajes(liang et al. 2002). El cambio del
programa de diferenciacidn estaria relacionado con variaciones en las sefiales internas

III

y externas, “microambiente o nicho ambiental”, que recibirian las células progenitoras,
ya sean proteinas promotoras e inhibidoras del ciclo celular, factores secretados por
las células vecinas o interacciones intercelulares y con la matriz extracelular(Blau et al.

2001; Alison et al. 2002).

Para intentar profundizar en esta materia, seria necesario, por lo tanto, comprobar si
los restos UB expresan de forma conjunta, marcadores de células madre como OCT-4,
Ki67 o bcl-2 y, marcadores endodérmicos como GATA4 y HNF4a(Thomas et al. 2006).

Asi pues, el estudio de los FUB presentes en el tiroides de la rata a lo largo de toda su
vida postnatal, representa una importante via de investigacién para el diagndstico de
aquellas patologias tiroideas de etiologia desconocida, que podrian originarse a partir
de las células madre presentes en los restos UB. Igualmente, el hecho de que las
células presentes en los remanentes UB, puedan diferenciarse hacia ambos tipos
células endocrinas del tiroides, presenta especial relevancia, ya que abre la posibilidad
de que estas células puedan participar de forma activa en la regeneracién de la
glandula tiroidea en alguna de sus alteraciones. Ademds, se podrian realizar nuevos
estudios utilizando como modelo los FUB, que podrian contribuir a esclarecer la
controversia que existe sobre el origen embrionario de las células C.
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VI.-CONCLUSIONES

1.- En la glandula tiroidea, existen restos UB en ambos l6bulos tiroideos y en todas las
ratas, independientemente de la edad y del género. Los restos UB se localizan,
preferentemente, en el centro de cada lébulo tiroideo, coincidiendo con el lugar de
fusién de los CUB durante el desarrollo embrionario de la glandula.

2.-A medida que la rata crece, los remanentes UB modifican su tamafio y apariencia,
presentando distintos patrones morfoldgicos que evolucionan desde nidos sdlidos
celulares, presentes en ratas muy jovenes, a FUB inmaduros, en ratas de mas de 30
dias, y FUB quisticos maduros, en las ratas adultas y viejas, donde, ademas, se puede
encontrar otra forma de remanente UB a la que, en base a su apariencia, hemos
denominado cistoadenoma UB.

3.- En todos los casos, el area de los FUB es siempre mayor que la de los foliculos
tiroideos adyacentes, con una diferencia de tamafo estadisticamente significativa,
excepto en las ratas macho, en las que aun siendo los FUB mayores que los foliculos
tiroideos, esta diferencia carece de significacion estadistica.

4.- Existe un dimorfismo sexual relacionado con los restos UB de la glandula tiroidea en
ratas, atendiendo al mayor tamafio de los FUB, a la facilidad para su identificacién y a
la mayor incidencia de los cistoadenomas UB en las ratas hembra.

5.- La CK de alto peso molecular 34BE12 y la proteina p63, constituyen marcadores
especificos de los remanentes UB del tiroides de la rata, ya que permiten distinguirlos
perfectamente del parénquima tiroideo adyacente, independientemente de su
morfologia y de |la edad del animal.

6.- Los FUB, en ratas, y los SCN en humanos, muestran el mismo patrén de
inmunotincién para CK, CT, Tg, p63 y TTF-1, por lo que podemos afirmar que los restos
embrionarios del CUB en ambas especies son equivalentes, lo cual justifica la
utilizacién de la rata como modelo de experimentaciéon animal para el estudio de los
restos UB humanos.

7.-En la capa mas periférica de los FUB se encuentra una poblacién abundante de
células indiferenciadas encargadas, probablemente, de renovar la pared de los mismos
durante la vida postnatal de la rata, ademds de contribuir de forma esporadica a la
formacién de células foliculares y, también, de células C.

8.-Las células indiferenciadas presentes en la pared de los FUB, pueden sufrir,
ocasionalmente, alteraciones proliferativas que darian lugar a una nueva entidad
patoldgica en el tiroides de la rata, los cistoadenomas UB, que en los casos mas
agresivos muestran algunas semejanzas con los carcinomas UB de los toros o los
carcinomas tiroideos mixtos humanos.
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9.- Las células indiferenciadas de los FUB presentan ciertas caracteristicas fenotipicas
de “stem cells”, como su capacidad de autorrenovacion, de diferenciacién tanto hacia
células foliculares como hacia células C, y por la expresidn de algunos marcadores
proliferativos, como la p63 y la CK 34BE12. No obstante, para confirmarlo, seria
necesario comprobar si, ademds, expresan otros marcadores mads especificos de
células madre, como OCT-4, ABCG2 o las telomerasas.

10.- A pesar de que, segun los hallazgos de Yoko Kameda et al, en 2007, la teoria
clasica del origen de las células C en las crestas neurales esta cuestionada, tampoco
existen datos concluyentes que confirmen el origen endodérmico de esta poblacién
endocrina. Nosotros creemos que los restos UB del tiroides de la rata podrian suponer
una nueva via de estudio para tratar de esclarecer de forma definitiva esta
controversia mediante la utilizacién de marcadores de linaje especificos
endodérmicos.
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ANEXO I.- INDICE DE ABREVIATURAS

AANAT: aralkylamine N-acetyltransferase

APUD: amine Precursor Uptake and Decarboxylation
o-CGRP: péptido relacionado con el gen de la calcitonina
CART: cocaine and amphetamine related transcript
CK: citoqueratina

CMT: carcinoma medular de tiroides

CN: células de la cresta neural

CT: calcitonina

CUB: cuerpo ultimobranquial

DAB: diaminobencidina

DIT: diyodotirosina

ESC: células madres embrionarias

FR: Fast-Red

FUB: foliculos ultimobranquiales

HHT: eje hipotalamo- hipdfisis- tiroides

HIOMT: hydroxyindole-O-methyl transferase

H-E: Hematoxilina-Eosina

I-: yoduro

Ig: inmunoglobulina

IHQ: inmunohistoquimica

IF: inmunofluorescencia

IGF-1: insuline growth factor-1

ISSCR: International society for stem cell research

MIT: monoyodotirosina



NIH: National institute of health

NIS: symporter Na+/I-

NSE: Enolase especifica neuronal

RER: reticulo endoplasmatico rugoso
SCN: Solid Cell Nests

SNED: Sistema Neuroendocrino Difuso
SNS: Sistema nervioso simpatico

SPC: side population cells

SS: somatostatina

SSC: células madres somaticas o adultas
Tg: tiroglobulina

T3: triyodotironina

T4: tiroxina o tetrayodotironina

TPO: tiroperoxidasa o peroxidasa tiroidea
TSH: hormona estimulante del tiroides o tirotropina
TRH: thyrotropin releasing hormone

UB: ultimobranquial
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ABSTRACT The ultimobranchial follicles (UBFs) are
considered embryonic remnants from the ultimobran-
chial body (UBB). They are follicular structures that
vary in size and appearance depending on the age of the
rat. The main objective of this article was to study the
progressive changes in shape, size, and frequency of the
UBFs in the postnatal rat, from birth to old-age. To
accomplish that objective, a systematic morphometric
and incidental study of the UBF has been carried out in
110 Wistar rats of different ages and both sexes, divided
into three groups: 1) young rats (5-90-day-old); 2) adult
rats (6—15-month-old), and 3) old rats (18—24-month-old).
The glands were serially sectioned and immunostained
for calcitonin at five equidistant levels. According to our
results, UBFs were observed in all thyroid glands but a
more exhaustive sampling was occasionally necessary in
male rats. In young rats, immature UBFs predominantly
appeared whereas in adult rats, mature UBFs with
cystic appearance and variable luminal content pre-
vailed. We frequently found spontaneous anomalous
UBFs in old rats, which we have termed as “ultimobran-
chial cystadenomata.” Additionally, in young rats, UBF
areas significantly increased with age and they were
larger when compared to that of normal thyroid follicles.
Likewise, in adult rats, UBFs were significantly larger
than normal thyroid follicles but only in female rats. In
general, UBFs in females were also significantly larger
than those found in male rats. Finally, all these differen-
ces related to UBF's together with a higher incidence in
females of UB cystadenomata suggest a sexual dimor-
phism in regard to the destiny of these embryonic rem-
nants during postnatal thyroid development. J. Morphol.
274:725-732, 2013.  © 2013 Wiley Periodicals, Inc.

KEY WORDS: ultimobranchial follicle; ultimobranchial
cystadenoma; C-cells; rat thyroid gland

INTRODUCTION

In mammals, the thyroid gland consists of two
endocrine cell types, namely, follicular cells and
C-cells. These two cell populations are of distinct
embryonic origins. During development, the thy-
roid diverticulum, which is derived from the endo-
dermic epithelium of the ventral pharyngeal floor,
moves caudally down along the midline and forms
two lateral lobes, thus giving rise to follicular cells.

© 2013 WILEY PERIODICALS, INC.

In contrast, the ultimobranchial body (UBB)
develops from the fourth pharyngeal pouch and
migrates to its final place of residence, the lateral
lobes of the thyroid gland. There it gives rise to
C-cells, which synthesize and secrete calcitonin, a
serum calcium-lowering hormone (Westerlund
et al., 2008; Fagman and Nilsson, 2011).

However, in a variety of animals, including
humans, a third cell population, obviously differing
from the aforementioned, has been described.
These cells form the lining of follicular structures
that have been considered as embryonic remnants
of the UBBs. Such structures show interspecies
differences and have been described in the litera-
ture wunder several different denominations:
“second kind of thyroid follicles,” “ultimobranchial
follicles,” “ultimobranchial tubules,” or “ultimo-
branchial cysts,” in rodents (Van Dyke, 1944; Woll-
man and Neve, 1971a, b; Rao-Rupanagudi et al.,
1992; Martin-Lacave et al., 1992); “C-cell com-
plexes,” in dogs (Kameda et al., 1980; Leblanc
et al., 1990); “unusual follicles,” in the fox (Sri-
vastav and Swarup, 1982); “ultimobranchial rem-
nants,” in bulls (Ljungberg and Nilsson, 1985);
and “solid cell nest” (SCN), in humans (Harach,
1988; Beckner et al., 1990; Harach et al., 1993).

Evidences of the UBB origin of the second kind of
thyroid follicles in rodents have been provided by
different authors. Specifically, Wollman and Hilfer
(1977, 1978) demonstrated the development of ulti-
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mobranchial follicles (UBFs) from transplants of
ultimobranchial outpocketing to kidney capsules,
whereas transplants from the ventral outpocketing
formed exclusively normal thyroid follicles, with dif-
ferences between rats and mice related to the char-
acteristics of developed UBF. In humans, the ulti-
mobranchial origin of SCN has been extensively dis-
cussed. Nevertheless, most evidences support that
SCN are vestiges of the UBB as both structures
share the same anatomical, morphological, and im-
munohistochemical features, besides the presence
of C-cells in SCN (Nadig et al., 1978; Janzer et al.,
1979; Harach, 1988; Harach et al., 1993; Reis-Filho
et al., 2003; Burstein et al., 2004; Moreno et al.,
1989; Rios Moreno et al. 2011).

In rodents, particularly in rats, many reports
described the morphology of the UBFs (Van Dyke,
1944; Wollman and Neve, 1971a; Rao-Rupanagudi
et al., 1992; Martin-Lacave et al., 1992). In general,
UBF's were located partially embedded amongst the
usual thyroid follicles in the center of the lobe and
they were characterized by being lined by two or
more layers of squamous cells, having an abun-
dance of desquamated cells in the lumen. Differen-
ces related to the UBF size, shape, and luminal con-
tent with age have been reported (Wollman and
Neve, 1971a, b), however, a systematic study of
UBF fate during the life span of the rat (0-24
months old) is lacking. Moreover, neither morpho-
metric analyses nor UBF differential incidences
studies between male and female rats have yet to be
carried out. Therefore, the main objective of the
present study is to describe the UBF developmental
progression along the life span of the Wistar rat, in
terms of shape, size, and frequency, highlighting
the possible existence of a sexual dimorphism.

MATERIALS AND METHODS

One hundred and ten Wistar rats of both sexes and different
ages were used. Rats were divided into three groups: 1) 40
young rats of both sexes (5-10-15-20-25-30-60-90 days old); 2) 40
adult rats (20 females and 20 males) of 6-9-12-15 months old;
and, finally, and 3) 30 old rats (15 females and 15 males) of 18-
21-24 months old. Each age group consisted of five animals.
Rats were anesthetized, and the thyroid gland and the attached
parathyroid glands and trachea were removed and processed.
All experiments were conducted in accordance with the guide-
lines proposed in The Declaration of Helsinki (http:/www.wma.
net) involving the use of laboratory animals. The samples were
fixed for 3 h in Bouin’s solution and embedded in paraffin. Thy-
roids were serially sectioned at a thickness of 5 pum, from the
superior pole to the inferior pole of the gland, and mounted on
slides (15 sections each). The first and last sections were
stained with hematoxylin and eosin. At least, five equidistant
slides were immunohistochemically stained for calcitonin using
a rabbit antibody (DAKO, Glostrup, Denmark) and the peroxi-
dase—antiperoxidase or the LSAB methods (DAKO, Glostrup,
Denmark), with 3,3'-diaminobenzidine as chromogen, followed
or not by the periodic acid-Schiff (PAS) reaction, and counter-
staining with Harris’ hematoxylin, as described previously
(Conde et al., 1995). Consequently, at least 75 sections were
studied per animal. Morphometric analysis of UBF and normal
thyroid follicles areas was also performed by software process-
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ing and image analysis (Cell* Imaging Software). The area of
normal thyroid follicles was exclusively obtained from those fol-
licles (n = 10) which surrounded closely the corresponding
UBF. Data were compared using the Student’s ¢-test. P values
of less than 0.05 were accepted as significant.

RESULTS
Localization of UBF's in the Thyroid Gland

Ultimobranchial follicles were found in one or
both lobes of the thyroid gland at all ages studied.
Ultimobranchial follicles occurred singly or in clus-
ters and were mainly located in the central region
of each thyroid lobe, intimately related to adjacent
thyroid parenchyma and frequently in contact
with perivascular connective tissue (Fig. 1). In two
rats, however, UBFs were detected in an unusual
position, specifically, in the connective interstitium
between the tracheal cartilage and the thyroid
lobe, probably as a result of an UBB emigration
defect (Fig. 2A). At all ages, thyroid lobes with
more than one UBF were found and in most of the
cases they were very close or even interconnected.

Morphology of UBFs at Different Ages

Young rats: 5-90-day-old. In the youngest rats
(5-30-day-old), UB remnants were observed to
vary in size, appearance, and luminal content,
according to these features they were called
“immature UBFs.” These structures evolved from
narrow cellular nests or rods to tubular structures,
in 5-10-day-old rats, through intermediate stages
in which they appeared either as an epithelial
pearl-like structure or presented a “mixed follicle”
appearance in others (Fig. 1A-E). Most immature
UBFs could be distinguished from adjacent
evolving thyroid follicles for being composed of
solid clusters constituted by cells with less cyto-
plasm than typical follicular cells, which exhibited
a slightly golden color with this particular immu-
nohistochemical procedure, and showed more ovoid
and grouped nuclei (Fig. 1A-C). On the other
hand, mixed follicles were partially made by UBF
fused to usual thyroid follicles. Generally, some
cells and cell debris could be observed in the
lumen of immature UBFs (Fig. 1E).

In 60-day-old rats or over, most UBFs were
spheroidal and presented a cystic appearance in
whose wall more than one cell layer was always
distinguishable. At the periphery, they showed cu-
boidal cells which tended to flatten towards the
central lumen. This structure was called “mature
UBF” (Fig. 1F). By morphometric analysis, UBF's
in the young-rat group were found to have a size
above normal thyroid follicles, with an average
area of 2874 * 970 vs. 1898 + 741 pm?, highly sig-
nificant statistically values (P < 0.01; Fig. 3).

Adult rats: 6-15-month-old. In this group,
“mature UBFs” were predominant, in most cases
with cystic appearance and round (Fig. 2A-D).
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Fig. 1. Progressive UBF transition in the rat thyroid gland from immature (5-30-day-old) to mature forms (60-day-old). Imma-
ture UBFs (see arrows) consist of solid cellular nests (A, 5d), narrow rods (B, 10d), epithelial pearls (C, 20d), tubular structures
with luminal content (D, 25d), and “mixed follicles” (E, 30d). However, mature UBF's (see arrow head) are cystic structures with a
multilayered wall and cellular detritus in the lumen (F, 60d). In general, UBFs are located in contact with perivascular connective
tissue around a major vein (see V). In all photomicrographs, C-cells are labelled for calcitonin (in brown colour). d = days of age;

Bar = 80 pum.

Pyknotic nuclei, desquamated cells, and PAS-posi-
tive material traces were frequently found in the
luminal content. The cells at the outer layer from
mature UBFs were generally more flattened than
those observed in immature ones. The UBF size
was variable according to the rat and age. In
general, UBFs in female rats were slightly larger
than those found in male rats (Table 1), with an
average area of 6205 * 1781 vs. 5199 * 2384 um?,
not being statistically significant values. However,
UBFs in females were significantly larger than
normal thyroid follicles, with an average area of
6205 + 1781 vs. 3839 + 367 pm? with P < 0.05.
In male rats, UBFs were also larger than thyroid
follicles, with an average area of 5199 = 2384 vs.
3581 *+ 470, but not statistically significant values
(Table 1). Furthermore, UBFs of reduced dimen-
sions, showing morphologies that resembled those
observed in young rats, appeared preferentially in
male rats at any age (Fig. 2C).

Old rats: 18-24-month-old. In the old-rat
group, “mature UBFs” were also predominant
(Fig. 2E-F). In general, UBFs in female rats were
larger than those found in male rats (Table 1),
with an average area of 6624 + 2347 vs. 2843 =
786 um? (P < 0.05). Accordingly, at most ages con-
sidered, the female UBF area was superior to that
of males (Fig. 4). Furthermore, UBFs in females
were larger than normal thyroid follicles, with an

average area of 6624 * 2347 vs. 4376 = 370 pum?,
but not statistically significant. In contrast, in
male rats, UBFs were significantly smaller than
thyroid follicles, with an average area of 2843 =+
786 vs. 4634 * 447 (P < 0.01; Table 1).

When adult and old rat groups were considered
together, the differences between female and
male UBF areas significantly increased, with an
average area of 6385 = 1864 vs. 4142 *+ 2116 pm?
(P < 0.01). These data support the clear tendency
towards a sexual dimorphism related to UBF area
progression in rats.

The presence of very large cystic structures was
also observed in adult and old rats, sometimes
exhibiting a clustered appearance, which we named
“UB cystadenomata” (Fig. 2G-I). The UB cystade-
nomata contained a degenerative material in the
lumen, which was organized in concentric layers
resembling a sliced onion, with no trace of nuclei,
and were scarcely vascularlzed Their area ranged
from 22,759 to 200,244 um with an average area of
83,981 * 53,682 um?” (Table 2), a considerably
greater size than the normal adjacent thyroid fol-
licles (3765 *+ 984 pm?, P < 0.01). These structures
were found in 17% of the oldest rats and were more
frequent in females than in males (ratio 2.33:1).
Normally, these structures compressed the adjacent
thyroid parenchyma which, despite this, main-
tained its integrity. Nevertheless, there was one
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Fig. 2. Developmental progression of UBFs in male and female rats from 6- to 24-month-old. In male rats (3), either mature
and immature forms of UBFs are indistinctly observed (see arrows), ranging from an unusual peripherally located UBF with C-
cells in the wall (A, 6m), a characteristic mature form (B, 9m) to an immature UBF (C, 15m). In female rats (), however, mature
UBFs of increasing sizes are observed (see arrows), ranging from typical cystic structures of variable luminal content (D, 6m; E,
18m; F, 24m) up to the appearance of characteristic ultimobranchial cystadenomata (G, 18m; H, 21m). The cystadenoma found in a
12-month-old rat (I), which was stained with Hematoxylin—Eosin, exhibits a more aggressive morphology by invading the adjacent
thyroid parenchyma (see arrow head). At all ages, UBF's usually occur in the interior of the thyroid lobe embedded among normal
thyroid follicles (see TF). In all photomicrographs, C-cells are labelled for calcitonin (in brown colour). m = months of age; CCT =
C-cell tumor; CT = connective tissue; SM = skeletal muscle; TF = usual thyroid follicle; V = vein; Long, and small bars = 80 pm.

single case, a 12-month-old female rat, in which the
UB cystadenoma reached such a great size that it
practically occupied most of the thyroid lobe,
besides exhibiting aggressive morphology (Fig. 2I).
Furthermore, in two cases, the UB cystadenomata
were adjacent to C-cell tumors.

Relation of UBFs with Thyroid
Endocrine Cells

Small thyroid follicles with a normal appearance
could be frequently observed, in close association
with the wall of immature UBFs, called “mixed
follicles” (Fig. 1E). In relation to C-cells, its presence
was only occasional in association with UBFs. Spe-
cifically, C-cells and C-cell mitosis were visualized
in the wall of those UBFs atypically located in a par-
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atracheal position (Fig. 2A), as previously has been
mentioned, as well as in scarce immature UBF's, but
never in connection with the wall of mature UBFs.
Although UBF's were generally located in the inte-
rior of the thyroid lobe (the region where C-cells
predominate, hence the so-called “C-cell area”), a
specific increase in C-cell numbers could not be
observed around UBF's at any age.

Incidence of UBFs

We considered that a rat contains UB remnants
if, at least, they appear in one of the two thyroid
lobes. After the analysis of five equidistant levels
per animal (75 sections in total), an apparently
higher incidence in the young rat group was
observed (5-90-day-old), followed by the groups of
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Fig. 3. Progression of the UBF area, in comparison with the
area of normal thyroid follicles (TF), with age in young rats (5—
90-day-old). As can be observed, UBFs are larger than thyroid
follicles at most ages studied.

adult and old female rats in comparison with male
rats of the same age. However, when no UBF was
observed in a rat after studying the thyroid lobes
in these conditions of sampling, we proceeded to
stain additional sections of the same thyroid gland,
then the prospect of some UBFs appearing
considerably increased, preferentially in male rats.
In fact, when we analyzed six completely seriated
thyroid glands (three males and three females), we
found UBF's in all thyroid lobes. Consequently, we
can conclude that all thyroid glands contain UBF's,
independently of the age and gender.

DISCUSSION

The developmental progression of UB thyroid
remnants throughout the postnatal life of the rat
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Fig. 4. Progression of the UBF area in relation to the gender
and age in adult and old rats (6—24-month-old). A tendency
towards a sexual dimorphism in relation to the size of UBFs is
observed.

has been studied, from the moment of birth to
24-months-old, with the aim of checking whether
differences are found relating to age and gender. At
all ages examined, UBFs could be observed. In
younger rats, “immature UBFs” appear that evolve
from cellular solid nests and tubular cystic forms
through intermediate stages until becoming “mature
UBFs,” the characteristic cystic and multilayered
form with variable luminal content found in adult
rats. These UBFs forms are clearly differentiable
from normal thyroid follicles, both in structure and
size, and significantly larger than normal ones, only
in female rats. Furthermore, we have also found a
significant difference in the size of the UBF's depend-
ing on the age of the rats, UBFs of adult rats being
larger than those found in young rats.

TABLE 1. Areas (um?) of ultimobranchial follicles (UBF) and normal thyroid follicles (TF) in rats of different gender and age. The
statistical analysis was performed between UBF and TF areas of the same sex and age rat groups

Female

Male

(I) Adult rats (age) UBF area (um?)

FT area (um?)

UBF area (um?) FT area (um?)

6-month-old 3681 + 4001 3463 + 454 2087 + 1412 3145 + 804
9-month-old 7489 * 619 4239 * 886 7859 + 350% 4010 = 379
12-month-old 7432 = 1681* 3481 + 532 5110 + 476* 3204 + 225
15-month-old 6218 = 2677* 4173 = 1170 5743 + 3136 3967 + 422
Mean += SD 6205 = 1781* 3839 + 367 5199 + 2384 3581 + 470

(IT) O1d rats (age) UBF area (um?)

FT area (um?)

UBF area (um?) FT area (um?)

18-month-old 4809 = 3384 3983 + 666 1946 *= 1146 4118 + 484"
21-month-old 5790 = 2727 4425 + 96 3414 + 2431 4864 * 929
24-month-old 9275 = 1251% 4720 = 692 3171 + 1916 4920 = 2671‘*
Mean += SD 6624 = 2347 4376 + 370 2843 + 786 4634 * 447
Total mean 6385 = 1864* 4069 + 467 4142 * 2116 4033 = 702

(6-24-month-old)

N = 5 animals/sex/age; SD = standard deviation.
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TABLE 2. Incidences and specific areas of ultimobranchial
cystadenomata according to age and gender

Rat age/Incidence Female (um?) Male (um?)
9-month-old - 57,964
F: 0/5; M: 1/5

12-month-old 200,244 32,817
F: 1/5; M: 1/5

15-month-old 103,404 -

F: 2/5; M: 0/5 22,759

18-month-old 34,238 70,112
F: 2/5; M: 1/5 88,004

21-month-old 128,828 -

F: 1/5; M: 0/5

24-month-old 101,443 —

F: 1/5; M: 0/5

F: 7/30; M: 3/30

Mean = SD 96,988 * 59,532 53,631 + 19,021

Total mean + SD 83,988 + 53,682 pm?

F = female; M = male; N = 5 animals/sex/age; SD = standard
deviation.

Apart from the immature and mature forms of
UBFs, a third form of UB remnant has also been
found in the oldest rats, which we have designated
as “UB cystadenoma.” This structure may repre-
sent an unusual progression of the previous forms
and is characterized by its cystic appearance, the
concentric luminal content made of multiple layers
of desquamated and anucleated cells, and by its
considerable size which compresses the adjacent
thyroid parenchyma. The UB cystadenomata are
also more frequent in female than in male rats.

This is the first time that a sexual dimorphism
tendency related to the UB remnants fate has been
demonstrated in the rat thyroid gland. Although
Wollman and Neve (1971a, b) meticulously
described the UBF's progression in rodents, at both
light-microscopic and ultrastructural levels, they
circumscribed their study to male rats ranging from
2 to 365 days of age (Wollman and Neve, 1971a).
Therefore, they could evaluate neither gender dif-
ferences nor the existence of the most mature form
of the UB remnants, UB cystadenomata.

In relation to the frequency of UBFs in Wistar
rats, we have observed this structure in practically
all thyroid glands. These results differ from those
described by Van Dyke (1944) for the Sprague-Daw-
ley rat, who found the following rates: 15%, 34.5%,
and 61.9% for the same periods of age, more fre-
quent in females than in male rats. Rao-Rupana-
gudi et al. (1992) made a morphological study in
Sprague—Dawley rats and found ultimobranchial
cysts in one-third of all the animals examined.
These last authors, as well as Takaoka et al. (1995),
reported, however, that the number of UB cysts
decreased with age. A possible explanation of this
controversy could possibly be the number of sections
observed per thyroid gland. According to our experi-
ence, when no UBF was observed in a rat after
studying the selected thyroid levels, and we pro-
ceeded to stain additional sections of the same
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gland, the prospect of some UBF appearing signifi-
cantly increased. Consequently, we coincide with
Wollman and Neve (1971a, b) that UBF's are present
in both thyroid lobes of all rats, independently of
the age and gender.

In relation to the higher incidence of UBFs
found in female rats in comparison with male rats
that some authors have observed (Van Dyke, 1944,
Rao-Rupanagudi et al., 1992), the most plausible
explanation may be that the size of the UBFs in
female rats is significantly greater than that
exhibited in male rats, as we have reported in
the present manuscript. Consequently, more
possibilities to locate UBFs on the selected thyroid
sections in female rats, together with the greater
ability to distinguish them from normal thyroid
follicles are found.

The morphology of UB remnants in rats differs in
some aspects from those found in other species such
as mice (Wollman and Neve, 1971a; Wollman and
Hilfer, 1978), dogs (Kameda et al., 1980; Leblanc
et al., 1990), shrews (Swarup et al., 1978); foxes
(Srivastav and Swarup, 1982), guinea pigs (Juhl,
1981), bulls (Ljungberg and Nilsson, 1985), bisons
(Sawicki and Zabel, 1997), and humans (Harach,
1988; Mizukami et al., 1994). Nevertheless, it is
generally understood that in early stages of the em-
bryonic development, in all species, these structures
constitute the origin of C-cells. In fact, we have
observed C-cells arising from the rat UBFs wall in
specific cases (Martin-Lacave et al., 1992). In addi-
tion, UB remnants may also be a place where follic-
ular cells could be produced, at least in rats (Moreno
et al., 1989; Conde et al., 1992), although it is more
controversial in other species, such as humans,
where SCNs represent the remnants of the UBB
(Williams et al., 1989). However, several authors
share the opinion that SCNs contribute to both cal-
citonin producing cells (C-cells) and thyroglobulin-
producing cells (follicular cells) to the thyroid gland
itself as well as to some specific thyroid tumors,
such as the mixed follicular thyroid neoplasia (Wil-
liams et al., 1989; Cameselle-Teijeiro et al., 1994).
According to the results described by Cameselle-Tei-
jeiro et al. (1994), the male:female ratio of SCNs is
1:6. Nevertheless, other authors, such as Martin
et al. (2000), reported SCNs in 16% of men and 8%
of women, therefore it does not allow for any conclu-
sion concerning the relative frequency of SCNs
according to sex.

We have identified a new entity arising from the
UB remnants in rats, called UB cystadenoma.
These structures may represent the final fate of
mature UBFs or, more probably, an unusual pro-
gression of UBFs, considering their peculiar mor-
phology and huge size. Similarly, Ljungberg and
Nilsson (1985) described hyperplastic and neoplas-
tic changes of the UB remnants in bulls, which
they termed ultimobranchial carcinomas. These
tumors closely resembled an intermediate type of
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human differentiated thyroidal carcinoma with
morphological and inmunohistochemical traits of
both medullary and follicular carcinoma, afore-
mentioned mixed follicular thyroid neoplasia,
which is probably derived from human UB rem-
nants (Cameselle-Teijeiro et al., 1994).

The sexual dimorphism related to UB remnants
destiny in the rat thyroid gland coincides with
that reported by us in relation to the frequency of
proliferative disorders whose origin is in C-cells:
both C-cell hyperplasia and C-cell tumors pre-
sented a greater incidence in female in comparison
with male rats, which increased with age (Martin-
Lacave et al., 1999). In regard to the incidence of
spontaneous thyroid tumors derived from follicular
cells, the data varied according to the rat strain
and the authors. Specifically, some researchers
found a greater frequency in female than in male
rats (Kaspareit-Rittinghausen et al., 1990; Baum
et al., 1995) but others described opposite results
(Goodman et al., 1979, 1980). In humans, however,
neoplasias derived from follicular cells (follicular
adenoma, follicular carcinoma, papillary thyroid
carcinoma, anaplastic thyroid carcinoma) as well
as C-cells (medullary thyroid carcinoma) are more
common in women than men (Rosai et al., 1992;
Dionigi et al., 2007). The reasons of this sexual
dimorphism in thyroid pathology have yet to be
discovered.
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