UNIVERSIDAD DE SEVILLA

FACULTAD DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE CITOLOGIA E HISTOLOGIA
NORMAL Y PATOLOGICA

ESTUDIO MOLECULAR DEL CANCER

DE TIROIDES EXPERIMENTAL

TESIS DOCTORAL
Maria Inés Carmona Lopez

Sevilla, 2010






Citologia e Histologia Normal

y Patoldgica

Don MANUEL DE MIGUEL RODRIGUEZ, Prof. Contratado Do ctor,

Don HUGO GALERA DAVIDSON, CATEDRATICO DE UNIVERSIDA D,
ADSCRITOS AL DPTO DE CITOLOGIA E HISTOLOGIA NORMAL Y
PATOLOGICA y Don HUGO GALERA RUIZ, Prof. ASOCIADO, ADSCRITO
AL DPTO DE CIRUGIA, DE LA FACULTAD DE MEDICINA DE L A
UNIVERSIDAD DE SEVILLA

CERTIFICAN: Que bajo su direccion y en el Departamento de @jfale Histologia
Normal y Patoldgica, se ha realizado el trabajdatito: “ESTUDIO MOLECULAR
DEL CANCER DE TIROIDES EXPERIMENTAL” presentado por Dofid@ INES
CARMONA LOPEZ para obtener el Grado de Doctor en Biologia.

Sevilla, 13 de septiembre de 2010



A mis padres y hermanos.

A Juan.



Quiero agradecer a todas las personas que de algun modo
participaron en este proyecto, no solo en su realiz acion sino también en

el apoyo que me ofrecieron durante el proceso delm  ismo.

Al profesor D. Hugo Galera Davidson por guiarme, ¢ onfiar en mi y

permitirme participar en este proyecto que para él es tan importante.

Al profesor D. Hugo Galera Ruiz por su apoyo perso  nal.

Al profesor Manolo de Miguel por dirigir este trab ajo con paciencia,
animarme en los duros momentos y tenerme siempre pr  esente como

compafera y amiga.

A todos mis compafieros del Dpto. Citologia e Histo logia Normal y
Patolégica: José M2 Fernandez, Pepe Utrilla, Inés M artin, Ana Moreno,
Carmen Garnacho, Amparo Pascual, Ana Fernandez, Ma nolo Castrillo,
Rosa Martos, Jesus, Eduardo, Flora, Rocio, José Ant  onio, Loli, Auxi y Ana
Mayoral por toda la ayuda recibida durante este per iodo. Y en especial a
Mario, M2 José y Rosa por su amistad y por comparti  r conmigo nuevas

inquietudes cientificas y participar en un gran pro yecto.

A la profesora M2 Teresa Vargas por sus consejos 'y  apoyo, a Inma,
Amparo, Virtudes, Tere, Maria Sanchez y Sara del Se rvicio de Anatomia
Patologica del Hospital Universitario Virgen Macare  na, por compartir

conmigo mis preocupaciones e inquietudes.



Al personal del Dpto. de Bioquimica Médica y Biolo  gia Molecular.

A Juan Fernandez, Delia y Marisol por su constante ayuda, apoyo,

carifio y sabios consejos.

A mi abuelo Luis, porque sé que me estas viendo de sde donde
estés y porque nos sigues dando con tu ejemplo todo el amor, carifio y
fuerza para seguir adelante. A la tia Pepa, por est ar siempre ahi, a mi lado,
y escucharme cuando te necesito. A José M2 Barcojo, por sus palabras

gue tan presentes estan siempre en mivida, las seg  uiré siempre.

A mis padres, Santiago y Ana, a los que les debo m  ucho méas que
esto, a los que adoro con todo mi corazén. Este tra  bajo es vuestro; sin el
esfuerzo, la honestidad y el amor que nos dedicais, nada de lo que hemos

conseguido hubiese sido posible.

A mis hermanos, Ana y Santiago, por creer en mi y apoyarme en

cada momento de mi vida.

A Juan, la persona que comparte conmigo su vida, p  orque sin su
ayuda y paciencia nada tendria sentido y como siemp  re decimos los dos

SO0MOs uno.

Finalmente, a todos los que no he nombrado y que h an sido

importantes para mi, a ellos también les doy las gr  acias.



INDICE

ABREVIATURAS

I. INTRODUCCION

1. Resefa anatomo-funcional de la glandula tiroidea.............. Pags. 7-12
2. Tumores tiroideos en humanos.............ccoviiiiiiici e annn, Pags. 12-54
2.1. Adenoma folicular...........coooii i Pags. 24-26
2.2. Carcinoma papilar.........c.ccoooi i Pags. 26-34
2.3. Carcinoma foliCular............oooeeiiiiiiiiiei e Pags. 34-38
2.4. Tumores de células de oxifilicas (Hurthle)....................... Pags. 38-41
2.5. Carcinomas pobremente diferenciado...........ccccoevveeeeeeennn. Pags. 41,42
2.6. Carcinoma indiferenciado 0 anaplasico...................ceeeue. Pags. 42-45
2.7. Carcinoma MedUlar.........ccooveiiieeiiiieiieeei e Pags. 45-50
2.8. Otr0S CArCINOMAS. ... cieiiieeeeeeeeieeeeieeiitiiii e e e e e e e e e e e eeeeeaeeenees Pag. 50
2.9. Tumores no epiteliales..........oooveiiiiiiiiiiiiiiii s Pag. 51
2.10. Linfomas malignos..........cocviiii i Pags. 51,52

P2 ST T oo ] 1 F- T F PPN - 1o MY

2.12. Tumores secundarios.............ccvevevieveieninennnnnnn.....Pags. 53,54

3. Clasificacion histologica de los tumores tiroideos en rata......Pags. 54-82
3.1. TUMOreS BENIgNOS. .. ... e e e e Pags. 57-69
3.1.1. Adenoma folicular..............cccooeiiii i, Pags. 57-61



3.1.2. Adenoma papilar.............coviiiiiiiiiii P&gs. 61-64
3.1.3. Adenoma sOlido................ccevvveeviieneenn .. Pags. 64-67

3.1.4. Cistadenoma de células escamosas

(epidermoide)........cooeve i P&gs. 68,69

3.2. TumOores Malignos........covviiii e Pags. 69-82
3.2.1. Carcinoma folicular................cocoiiiiiiiiiinnnn, Pags. 70-74

3.2.2. Carcinoma papilar.........ccccooevviiiiiiiiiiiiiieeeeeee, Pags. 74,75

3.2.3. Carcinoma SOlido.........ccovvi i i e Pags. 75-80

3.2.4. Carcinoma escamoso (epidermoide).................. P&gs. 81,82

3.2.5. Tumores mixtos (Carcin0SarcomMa)..........ccceeeeeeeeeeeeennn. Pag. 82

I TS - Lo o] 1 - VP Pag. 82

4. Elcancery SUS CambiOS.......ccuvvveiiiiitiie e e eeeien e Pags. 82-97
g I [ o = 3T o Pags. 84-86
A e 10 12T T o o I Pags. 86-89
G T o (0T | (=151 o] o Pags. 89-95
4.4. Comportamiento del cancer de tiroides........................ Pags. 95-97

5. Biologia molecular del cancer de tiroides......................... Pags. 98-137

5.1. Oncogenes y transmision de la sefial por receptores de

tirosina quinasa (RTK).....c.oooii i e Pags. 98-111
5.2. Oncogenes derivados de receptores tirosina quinasa..Pags. 111-114
5.3.Eloncogénret..........ccccoeiiiiiiiiiicii i Pags. 114-121
5.4. El papel intrinseco del oncogén RAS en PTC y FTC....P4ags. 121-123
5.5. El oncogén BRAF como el evento genético mas comun y

especifico en PTC esporadiCo..........cocvvviiiieievinieniinann. Pags. 123-126

5.6. El papel emergente de la ruta fosfatidilinositol 3 quinasa



(PIBK)/AKE €N FTC. .o e e Pags. 126-132
5.7. Los reordenamientos PAX8/PPARY...........cccovviienne. Pags. 132,133
5.8. El mecanismo p53 en la progresion del cancer.................. P&g. 133

5.9. Una perspectiva integrada de patogénesis del cancer

de tiroides hacia una clasificacion molecular................... Pags. 134-137
6. Animales de experimentacién en patologia tiroidea.......... Pags. 138-146
[I. PLANTEAMIENTO DEL TEMA... ..ot e, Pags. 147-150

lIl. MATERIAL METODOS

1. Carcinogénesis experimental

(método del perclorato potasiCo).........c.covvvvviiireiianinns. Pags. 151-152

2. Estudio histologico............ccoovvviiviiiiii i e venneen . Pags. 152-154
3. Métodos de valoracion................ccceceeeviienevnvennnnn.. Pags. 155,156
4. Biologia molecular..................coooiiiii i e eennnn . Pags. 156-167
4.1. Extraccion de ADN en material parafinado................. P&gs. 156,157
4.2. Estraccion de ADN en material fresco (NBT)..........c.ccvvves Pag. 158
4.3. Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR)............. Pags. 159,160
4.4. Estudio de reordenamientos RET/PTC..................... Pags. 160-167
4.3.1. Southern blot...........ccoooii Pags. 160-163

4.3.2. Construccion y analisis de genotecas parciales

de regiones flanqueantes del dominio TK.............. Pags. 163-167



IV. RESULTADOS

1. Carcinogénesis experimental.............ccccoviiiieviiiiinnnnn, P4ags. 169-180
2. PCRsy secuenciaciones de los genes estudiados........... Pags. 181-190
AB-raf... o Pags. 181-184
B.N-TaS. ..o Pags. 184,185
C. PIBKCA. Pags. 186-188
D.Reordenamientos ret/PTC..........ccoevviiieiennnnns Pags. 189,190

V.DISCUSION........0eeiiiiiiei i e e e eee e nn . PAgS. 191-204

VI. CONCLUSIONES. .. ...ttt et cee e e e e Pags. 205-206

VII. BIBLIOGRAFIA. ... i e e PAQS. 207-244



ABREVIATURAS

ATC: Anaplastic Thyroid Cancer

DIT: Diyodotirosina

EGF: Epidermical Growth Factor

FA: Follicular Adenoma

FGF: Fibroblast Growth Factor

FNA: Fine Needle Aspiration

GAP: GTPasa Activating Proteins

GDP: Guanosin Diphosphato

GNRFs: Guanine Nucleotide Release Factors
GTPasa: Guanosine TriPhosphatase

GTP: Guanosin TriPhosphato.

1*31: 1s6topo radiactivo 131 del yodo.

Kb: Kilobases

MAPK: Mitogen-Activated Protein Kinase

MIT: Monoyodotirosina

NF1: Neorofibromin 1 (regulador negativo del gen ras)
NIS (NI symporter): Cotransportador de membrana sodio/potasio.
PCR: Polymerase Chain Reaction

PDC: Poorly Differentiated carcinoma

PDGF: Platelet-Derived Growth Factor

Tg: Tiroglobulina



PKC: Protein Kinase C

PTC: Papillary Thyroid Cancer

PTCfv: PTC folliculary variant

RBD: RAS binding domain

RTK: Receptor Tyrosin Kinase

TK: Tyrosin Kinasa

TNM: Classification of Malignant Tumours
TPA: éster de triforbol

TSH: Hormona tirotropica o tirotropina

T4 Tiroxina

Ts: Triyodotironina

10



INTRODUCCION




I. INTRODUCCION

1. Resefla anatomo-funcional de la glandula tiroidea

La tiroides es una glandula endocrina de origen ectodérmico que se
desarrolla precozmente en la porcion cefalica del tubo digestivo. Su funcién
consiste en sintetizar las hormonas tiroxina (T4) y triiodotironina (T3), que
controlan la tasa metabolica del organismo. Se hallan en la regién cervical,

anterior a la laringe, y esté constituida por dos I6bulos unidos por un istmo.

Esta glandula estd integrada por miles de foliculos tiroideos, que son
pequefias esferas que miden en el hombre de 0,2 a 0,9 mm de diametro. Los
foliculos estan formados por epitelio simple y su cavidad contiene una
sustancia gelatinosa llamada coloide. Las células de los foliculos varian de
aplanadas a columnares y los foliculos muestran diametros muy variables. El
aspecto de los foliculos tiroideos varia en funcién de la region de la glandula y
de su actividad funcional. En una misma glandula hallamos foliculos grandes,
llenos de coloide y formados por epitelio cubico o pavimentoso, al lado de
foliculos mas pequefios con epitelio columnar. A pesar de esta variabilidad,
cuando la altura media del epitelio es baja la glandula se considera hipoactiva.
En cambio, cuando hay mucha hormona tirotropica circulante aumenta muy

notablemente la altura del epitelio folicular y la glandula esta hiperactiva. Esta
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alteracion se acompafia de un descenso de la cantidad de coloide y del
diametro de los foliculos. La glandula esta recubierta por una capsula de tejido
conjuntivo laxo de la que salen tabiques hacia el parénquima, los cuales se
hacen gradualmente mas delgados hasta llegar a los foliculos, que estan
separados entre si principalmente por las fibras reticulares. La glandula tiroidea
es un organo sumamente vascularizado por una extensa red de capilares
sanguineos y de vasos linfaticos que rodea a los foliculos. Las células
endoteliales de estos vasos capilares estan fenestradas, como es frecuente
también en otras glandulas endocrinas. Esta configuracion facilita el transporte

de sustancias entre las células endocrinas y la sangre.

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

células contiene un nimero moderado de microvilli.

Otro tipo de célula, la célula parafolicular o célula C, se encuentra en el

tiroides, formando pequefias agrupaciones aisladas entre los foliculos tiroideos.

Poseen una pequefa cantidad de reticulo endoplasmatico rugoso, mitocondrias
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alargadas y un complejo de Golgi grande. La caracteristica mas notable de
estas células es la presencia de numerosos granulos que miden 100-180nm de
diametro. Estos granulos contienen una hormona llamada calcitonina,
sintetizada por estas células y cuyo efecto principal es disminuir la
concentracion plasmatica de calcio por medio de una inhibicion de la
reabsorcion 6sea. La secrecién de calcitonina se activa al aumentar la

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

La glandula tiroides es la Unica glandula endocrina que acumula su
producto de secrecion en una cantidad considerable. Esta acumulacion se
efectia en el coloide y se calcula que en el hombre existe dentro de los
foliculos una cantidad suficiente de hormona para inhibir el organismo
aproximadamente tres meses. El coloide tiroideo esta constituido
principalmente por una glicoproteina de alto peso molecular (600 kDa),
denominada tiroglobulina. La tirogobulina es PAS-positiva debido a su elevado

contenido en hidratos de carbono.

El principal mecanismo regulador del estado estructural y funcional de la
glandula tiroidea es la hormona tirotrépica (TSH o tirotropina) secretada por la

pars distalis de la hipofisis.

La membrana basal de las células de la porcion basal de las células
foliculares es rica en receptores para la tirotropina. La TSH estimula todas las
fases de la produccion de hormonas de la tiroides, las cuales, a su vez, inhiben

la sintesis de TSH, creando un equilibrio que mantiene el organismo con
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cantidades adecuadas de tiroxina y triyodotironina. La secrecién de tirotropina
aumenta con la exposicién al frio y disminuye con el calor y en respuesta al

estrés.

La sintesis y la acumulacién de hormonas tiroideas se llevan a cabo en
cuatro fases: sintesis de tiroglobulina, captacion de yodo de la sangre,

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

1. La sintesis de tiroglobulina es similar a lo que acontece en otras células que
exportan proteinas. Tiene lugar en el reticulo endoplasmico rugoso, se afiade
un carbohidrato a la proteina en el interior de las cisternas del reticulo y en el
complejo de Golgi y el producto final, la tiroglobulina, se libera de las vesiculas

presentes en la porcion apical de la célula hacia la luz del foliculo.

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

compensa la concentracion mas baja en el plasma.
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3. La oxidacién del yodo se lleva a cabo enzimaticamente por la peroxidada de
la tiroides e inmediatamente se transporta a la cavidad del foliculo por un

transportador de aniones llamado pendrina.

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

una molécula mayor, la tiroglobulina, a la que estan unidas.

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

la T3 tiene una accién mas rapida y es mas potente.

La tiroxina tiene un efecto gradual en el organismo, estimulando la

fosforilacion en las mitocondrias. Este efecto depende de la sintesis de ARNm.

T3 y T4 aumentan el numero de mitocondrias y de sus crestas. Producen
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también una mayor sintesis y una menor degradacién de las proteinas
mitocondriales. La mayoria de los efectos de las hormonas tiroideas son
consecuencia de su accion sobre la tasa metabdlica basal. Aumentan la
absorcién de carbohidratos en el intestino y regulan el metabolismo de los
lipidos. También influyen en el crecimiento corporal y en el desarrollo del

sistema nervioso durante el periodo de vida fetal.

2. Tumores tiroideos en humanos.

La patologia tumoral tiroidea es sumamente atractiva por ser un campo
en el que la correlacién clinicopatologica adquiere un gran valor y en el que se
conjuga la fisiopatologia endocrina, la patogénesis tumoral y la moderna
biologia molecular. Tradicionalmente las neoplasias se clasifican segin una
férmula simplificada que facilita la exposicién didactica: primarios (epiteliales y
no epiteliales) y secundarios (tabla 1, pag. 13). Entre las neoplasias primarias
epiteliales, ademéas de las lesiones benignas y malignas clasicas, existen
lesiones mixtas y tumores de comportamiento biolégico impredecible. Los
tumores benignos epiteliales derivan del epitelio folicular y se denominan
adenomas foliculares. Los tumores malignos epiteliales se clasifican en base a
su histogénesis y grado de diferenciacion. Los tumores no epiteliales son
excepcionales. Los tumores secundarios son frecuentes hallazgos autépsicos
en pacientes fallecidos por cancer, pero tiene especial interés en patologia

quirdrgica porque a veces su morfologia es totalmente superponible a la de
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determinadas lesiones tiroideas primarias y, ademas, pueden manifestarse

muchos afios después de haber extirpado la lesion tumoral primaria.

A.- TUMORES PRIMARIOS II.- NO EPITELIALES
|.- EPITELIALES - Benignos
Tumor fibroso solitario
- Benignos - Malignos

Adenoma folicular
Paraganglioma

- Malignos
T. de células foliculares

Bien diferenciados B.-

Linfoma maligno
Angiosarcoma

TUMORES SECUNDARIOS

Carcinoma papilar
Carcinoma folicular
Carcinoma oxifilico
Pobremente diferenciados
Carcinoma insular
Indiferenciados
T. de células parafoliculares
Carcinoma medular
T. mixtos (medular-folicular)
Otros
Carcinoma mucoepidermoide
Carcinoma mucinoso
SETTLE
CASTLE

Tabla 1. Clasificacion de los tumores del tiroides.

El estudio anatomopatoldgico de las piezas quirargicas extirpadas como

nodulos solitarios han revelados que aproximadamente el 50% de los casos

corresponden a neoplasias y que solo el 10- 20% son carcinomas. La

incidencia de cancer de tiroides en la poblacién general es baja, oscilando

entre 5-100 nuevos casos/afo y por millén de habitantes, pero la mortalidad es

aun relativamente mas baja, ya que no sobrepasa los 9 casos/afio, por millén

de habitantes. Sin embargo, tanto la incidencia como la mortalidad por cancer

de tiroides, son las mas altas en las glandulas endocrinas - exceptuando el
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ovario si se considera como tal - e incluso mas altas que las cifras totales del
conjunto de las otras glandulas endocrinas. En relacion con otras neoplasias, el
cancer de tiroides representa el 1.3% de todos los canceres del organismo y el

0.4% de la mortalidad por cancer.

Etiopatogenia

La idea de que el bocio endémico predispone a carcinoma de tiroides ha
sido objeto de controversia durante muchos afios. En los paises donde se lleva
a cabo la profilaxis del agua con yodo no se ha advertido una reduccién
sustancial en la incidencia de cancer de tiroides; sin embargo, si se ha
apreciado un cambio cualitativo en su tipo histoldgico, ya que el carcinoma
folicular, variedad predominante en las areas de bocio endémico, va cediendo
paso al carcinoma papilar. Este ultimo es la forma mas frecuente de cancer de

tiroides en las areas normoyodadas y ricas en yodo.

En carcinogénesis experimental el mantenimiento prolongado de niveles
altos de TSH mediante perclorato potasico, farmacos antitiroideos (tiouracilo o
carbimazol) o radiaciones conduce al desarrollo progresivo de hiperplasia,
adenomas y carcinomas. Esta secuencia que indica la progresion tumoral, no
tiene su equivalente claramente identificado en patologia humana si excluimos
los excepcionales ejemplos de carcinomas foliculares descritos en pacientes

con bocio dishormonogénico de larga evolucion.
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El efecto de las radiaciones ionizantes sobre el tiroides es un hecho bien
conocido desde hace mucho tiempo. Se ha sefialado que el 25 % de los nifios
sometidos a irradiacion del cuello por procesos benignos presentaron, al cabo
de los 20-25 afos, neoplasias tiroideas, y que el 80% de los pacientes con
carcinomas tiroideos han sido irradiados en la infancia. En el adulto, el tiroides
parece ser mas resistente, puesto que soélo el 6% de la poblacion japonesa
expuesta durante la explosion atoémica desarroll6 carcinoma de tiroides. El
incremento de riesgo se relaciona con dosis altas de irradiacion, edad
temprana de exposicidn y sexo femenino. Las dosis terapéuticas de yodo
radiactivo utilizadas para el tratamiento de la enfermedad de Graves causan
atrofia folicular y aparicion de células con nucleos atipicos, pero no inducen
transformacion neoplésica. En la literatura existen numerosas referencias sobre
el desarrollo de hiperplasias y carcinomas papilares en nifios después del
desastre de Chernobil. Estos carciomas papilares suelen ser de la variedad
folicular y sélida y se asocian a una alta incidencia de metastasis linfaticas

regionales, invasion venosa y extension extraglandular.

Otros factores etiopatogénicos implicados en la génesis del cancer de
tiroides son: la raza, la herencia y las enfermedades predisponentes. En Hawai,
donde existe una gran variedad de etnias, se ha observado que el carcinoma
papilar es mucho mas frecuente en la poblacion de raza china. La herencia es
un factor importante en el carcinoma medular, ya que se estima que el 20% de
estos tumores son familiares. No obstante, esporadicamente se refieren
también casos familiares de carcinoma folicular y carcinoma papilar

(microcarcinomas multicéntricos); mientras que los primeros tienen la
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morfologia habitual y se describen en asociacion al sindrome de Cowden, los
segundos suelen mostrar un patrén cribiforme y se asocian a poliposis familiar
del colon. Aunque se ha sefalado que diversas enfermedades tiroideas tienen
tendencia a asociarse con cancer, ésta relacion solo se ha encontrado de modo

significativo entre la tiroiditis de Hashimoto y el linfoma maligno tipo MALT.

Biologia molecular

Existen datos suficientes para sugerir el origen genético del carcinoma
de tiroides y para elaborar un esquema secuencial de acontecimientos, con
participacion progresiva de diversos oncogenes y genes supresores en la
génesis y progresion de los carcinomas desarrollados a partir de células
foliculares y de células parafoliculares (Figura 1, pag. 17). Es de destacar que,
hasta la fecha, el carcinoma de tiroides es la Unica neoplasia epitelial del adulto
en la que se han identificado reordenamientos cromosémicos especificos:

ret/PTC, NTRK1/TPR y PAX8/PPAR g.

Adenomas vy carcinomas foliculares.

En adenomas funcionantes se han descrito mutaciones activadoras en los
genes que codifican el receptor TSH (TSHr) y en la subunidad alfa de la
proteina G (Gs). En adenomas no funcionantes y carcinomas también se ha
referido ocasionalmente la mutacién de Gs pero no la del receptor. En los

adenomas foliculares existe expresidon normal de TSHr; en cambio, en
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carcinomas existe un silenciamiento del gen por hipermetilacién del promotor
del gen.
> Hiperplasia
Células
foliculares
PAX8/
Adenoma
RET/PTC
TRK/TP Metilacion
BRAF TSHr
Tejido Metilacién Activacion
tiroideo TSHr Atk
normal .
Carcinoma CEIElITIE
: insular
pap||ar ﬁ
p53
Carcinoma ‘
ﬁ medular Carcinoma

RET

indiferenciado

Figura 1. Oncogenes y genes supresores en el desarrollo de los tumores de células foliculares
y parafoliculares del tiroides.

Esta observacion puede tener interés diagndstico, ya que la metilacion
del promotor se observa exclusivamente en carcinomas (59% carcinomas
papilares, 47% carcinomas foliculares). Se han descrito mutaciones del
oncogén ras en algunas hiperplasias, adenomas foliculares y carcinomas
foliculares pero son raras en carcinomas papilares.

Recientemente se ha descrito una translocacion cromosomica
caracteristica del carcinoma folicular, que no esta presente ni en los adenomas

foliculares ni en los carcinomas papilares, y que consiste en la fusiéon del gen
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del factor de transcripcion PAX8 y el gen PPARg,t(2;3)(ql3;p25),(PAX/
PPARgQ). El impacto funcional de esta nueva proteina aun no esta del todo
aclarado, pero parece ser que causa efecto inhibitorio sobre la expresion
normal del gen PPAR. Esto es interesante puesto que la proteina PPR normal
induce diferenciacién terminal y suprime el crecimiento en los preadipocitos,
pero no hay datos que permitan sugerir que tiene este efecto sobre las células

foliculares.

Debido a que en algunos pacientes con sindrome de Cowden
(hamartomas multiples) presentan también adenomas foliculares y carcinomas
foliculares del tiroides, se ha investigado la expresion del gen PTEN en la linea
somatica de los tumores espontaneos. Aunque se han descrito pérdidas de
heterozigosidad en el segmento 10922-24 (lugar donde se localiza el gen
PTEN) en el 25% de los carcinomas foliculares, las mutaciones en el gen PTEN
son excepcionales; no obstante, estos estudios han permitido conocer que la
via que regula el PTEN presenta activacion constitutiva de serina treonina
guinasa Atk, lo que conduce a un bloqueo de la apoptosis y a un estimulo de la
proliferacion celular. Por tanto, como en la mayoria de los carcinomas
foliculares no existen mutaciones en el gen PTEN se supone que la activaciéon
de la Atk, que desempefia un papel en la patogénesis o progresion de los
carcinomas foliculares, puede conseguirse mediante otros mecanismos, aln no

identificados.
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Carcinomas papilares.

El oncogén ret/PTC hasta la fecha se considera como especifico del
carcinoma papilar. Representa un grupo de reordenamientos del gen ret con
actividad continua tirosin quinasa y translocacion al citoplasma de la proteina
de fusién resultante. En las células foliculares normales no existe expresion de
ret. Expresion aberrante, en forma de proteinas quiméricas, se observa
exclusivamente en el carcinoma papilar. Hasta la fecha se han descrito 5
proteinas de fusion, cada una de las cuales es el resultado de la fusién de un
gen celular con el dominio tirosinquinasa del ret (RET TK). La inversion
paraceéntrica del cromosoma 10 causa la yuxtaposicion del gen h4 (RET/PTC-1)
o del ele-1 (RET/PTC-3,-4) al dominio RET TK. EI RET/PTC-2 es el resultado
de la fusién del gen de la subunidad Ri de la protein quinasa A dependiente de
cAMP, situado en el cromosoma 17, con el dominio RET TK. El RET/PT- 5 ha
sido descrito en dos pacientes con carcinoma de tiroides resultante del escape
radiactivo de la central nuclear de Chernobil. Todos los miembros de la familia
ret/PTC se considera que intervienen en los estadios iniciales del carcinoma
papilar. El oncogén ret/PTC-1 es el mas comunmente expresado, seguido del
RET/PTC-2 y RET/PTC-4. El RET/PTC-3 es particularmente frecuente en las
variantes sélidas y de células altas de carcinoma papilar, y también entre los
tumores inducidos mediante radiacidén, especialmente entre los nifios afectos

por el accidente de Chrenobil.

Se ha descrito la expresion de reordenamientos del ret en el 2.6-34% de

los carcinomas papilares de los adultos y en casi la totalidad de los carcinomas
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de los nifios y en canceres relacionados con exposicion a radiaciones
ionizantes. Diversos estudios han demostrado que el oncogén ret/PTC
desempefia un papel critico en la fase precoz del desarrollo del carcinoma
papilar. En este sentido, la expresion de RET/PTC-1 es mas comun en las
formas incipientes de carcinoma (microcarcinoma) que en las lesiones
clinicamente evidentes; de igual modo, también se ha descrito expresion focal
de RET/PTC-1 en nédulos hiperplasicos y adenomas con areas focales de
carcinoma papilar. Ademas, en pacientes con tiroiditis de Hashimoto existe
expresion muy marcada (95% de los casos) de los oncogenes RET/PTC-1 y
RET/PTC-3 sin evidencias morfolégicas de carcinoma papilar. Estos hallazgos
sugieren que en la tiroiditis de Hashimoto existe riesgo alto de carcinoma
papilar o bien que en su seno coexisten tumores pero que debido a sus
dimensiones reducidas permanecen ocultos por la tiroiditis. En resumen,
parece ser que el reordenamiento ret/PTC es un acontecimiento importante y
precoz en el desarrollo del carcinoma papilar pero su papel en la progresion

tumoral esta aln por definir.

Por ultimo, es de destacar que reordenamientos del oncogén ret
también se han descrito en el 45% de los adenomas de pacientes expuestos a
radiaciones, en comparacion con el 84% de carcinomas papilares inducidos por
radiacion, y en el 50% tumores de células de Hurthle, a pesar de la concepcién
ampliamente aceptada de que los tumores de células de Hirthle se parecen
mas a tumores foliculares que a carcinomas papilares. En pacientes con
poliposis familiar multiple, las mutaciones en el gen fap que se traducen en

pérdida de funcién de la proteina APC, probablemente confieren susceptibilidad
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para el desarrollo del carcinoma papilar. En estos pacientes frecuentemente se

advierte el reordenamiento ret/PTC.

El descubrimiento de alteraciones en el dominio interno del RET
responsables, al parecer, del inicio de las neoplasias, ha abierto nuevos
campos en la investigacion terapéutica. En este sentido, y al igual que en la
leucemia mieloide cronica y en tumores estromales del tubo digestivo, estudios
preliminares han sefialado que el imatinib y drogas analogas, pueden inhibir el
crecimiento celular al bloquear la fosforilizacion continua del dominio interno del

receptor.

Recientemente se han descrito mutaciones en el gen B-raf, una
isoforma del RAF (miembro de la sefial de transduccion iniciada en las tirosin
guinasas: SHC-RAS-RAF-MEK), en el 35% de los carcinomas papilares y no
en carcinomas foliculares. Este hallazgo es interesante porque no existe
solapamiento con mutaciones en otros genes de la cascada de activacion
(ret/PTC o ras). Los tres genes aparecen afectados de modo independiente y

exclusivo en el 66% de los carcinomas foliculares.

Como consecuencia de la activacion del ret, ras y B-raf existe
sobreexpresion de la proteina MET, bien por potenciacion de la transcripcion
del gen met o bien por mecanismos postranslacionales. Esta observacion ha
dado pie a la posibilidad de que la desregulacion de la proteina MET pudiera
ser el punto de confluencia de diferentes vias moleculares capaces de inducir

la transformacion de las células foliculares, de tal modo que la sobreexpresion
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citoplasmica pudiera constituir un marcador de diferenciacion de carcinoma
papilar. La sobreexpresion del met causa activacion del gen del factor de
crecimiento hepatocitario (hgf), que, a su vez, potencia la movilidad celular y la
atraccion de células dendriticas al foco lesional. Estos hallazgos estdn en
consonancia con la observacion clinica de metastasis ganglionares cervicales
precoces y con las descripciones histologicas de frecuentes infiltrados

inflamatorios acompanantes.

Mucho menos frecuentes que las alteraciones sefaladas son las
translocaciones intracromosomicas que interesan al gen trk (1g23-24). En
condiciones normales, este gen codifica el receptor del factor de crecimiento
neural. En el carcinoma papilar se ha descrito la translocacion del trk con tres
genes diferentes (ntrkl1/trp, ntrk1l/tpm3, ntrkl/tag), dando lugar a tres proteinas

hibridas.

Carcinomas medulares

Se han descrito mutaciones puntuales del protooncogén ret, tanto en la
forma familiar como esporadica, que interesan a los dominios internos
(codones 13, 14, 16) y externos (codones 10 y 11) (figura 1, pag. 17). En los
casos familiares (asociados o no a MEN) las mutaciones se encuentran
presentes en la linea germinal, pueden identificarse en todas las células del
organismo y, por tanto, detectarse en sangre periférica. En cambio, en los
casos esporadicos las mutaciones son somaticas y solo se detectan en el

tumor. Estos hallazgos han permitido que el diagnéstico precoz familiar se
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pueda realizar de forma mas precisa, al identificar a los portadores con riesgo
de padecer carcinoma medular de tiroides o feocromocitoma, antes de que se

eleven los niveles séricos de calcitonina o catecolaminas, respectivamente.

Adicionalmente, se ha podido observar que la sobreexpresion del

oncogén N-myc supone mayor agresividad en los carcinomas medulares.

Carcinomas poco diferenciados.

Las mutaciones puntiformes inactivadoras de la p53 son excepcionales
en tumores diferenciados de células foliculares pero, en cambio, son muy
frecuentes en los carcinomas pobremente diferenciados y carcinomas

indiferenciados.

Prondstico

El prondstico del carcinoma de tiroides habitualmente se relaciona con
el estadio de diseminacidn, tipo histoldgico, sexo, edad del paciente y patrén de

ploidia nuclear.

Los carcinomas bien diferenciados tienen un comportamiento bioldgico
indolente y un prondstico excelente, con supervivencias a los 5 afios superiores
al 90% en los varones y del 94% en las mujeres. Los tumores indiferenciados
se presentan en personas mayores y tienen un curso rapidamente progresivo;

menos del 5% de los pacientes estan vivos al cabo del afo.
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En general, los enfermos con curso clinico mas favorable son aquellos
menores de 40 afos, con sexo femenino, carcinoma papilar bien diferenciado o
carcinoma folicular minimamente invasivo, localizados en la glandula y con

patron nuclear diploide.

2.1 Adenoma folicular

Tumor epitelial benigno encapsulado con diferenciacién folicular.
Generalmente se manifiesta como una lesion solitaria de crecimiento lento. En
raras ocasiones se acompafia de sintomas compresivos o de hiperfuncion.

Macroscopicamente, se encuentra delimitado por una capsula completa
y gruesa, tiene coloracion amarillo-marrén y causa compresion del parénquima
adyacente (Figura 2A, pag. 25). Con frecuencia presenta cambios
degenerativos en la region central, tales como hemorragia, edema, fibrosis,

calcificacion, quistificacion y, mas raramente, osificacion.

Histolégicamente es una lesion hipercelular con escasas o ausentes
figuras de mitosis cuya arquitectura y celularidad difieren considerablemente de
la del parénquima circundante (figura 2 B, pag. 25). Puede presentar una gran
variedad de patrones arquitecturales (macro o microfolicular, trabecular) y
citologicos (célula de Hurthler, célula clara, etc), aislados o en asociacion, que
practicamente carecen de significado clinico. Especial interés presentan las
variedades de adenoma de células de Hurthle, adenoma téxico, adenoma
atipico y adenoma trabecular hialinizante. El adenoma de célula de Hurthle se

tratara mas adelante en la seccién de tumores oncociticos.
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Figura 2. Adenoma folicular de tiroides. A. Lesion nodular Unica bien delimitada, de coloracion
amarillenta y hemorragia central que contrasta notablemente con el parénquima tiroideo
adyacente. B.- Proliferacion de células foliculares dispuestas en un patrén normofolicular
delimitadas por una capsula fibrosa densa.

El adenoma toxico (enfermedad de Plummer) se presenta con un cuadro
de hipertiroidismo sin exoftalmos e histologicamente muestra signos de
hiperactividad con estructuras seudopapilares tapizadas por células foliculares
altas y vacuolas de reabsorcion; esta lesibn no debe ser confundida con el

carcinoma papilar.

El adenoma atipico es una lesion muy celular y con distribucion
arquitectural irregular que citolégicamente recuerda a un carcinoma folicular
pero que carece de los signos invasivos necesarios para el diagnostico de

carcinoma folicular.
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El adenoma trabecular hialinizante es una lesion benigna peculiar que
arquitecturalmente se asemeja a un carcinoma medular o un paraganglioma y
citolégicamente recuerda a un carcinoma papilar. Puesto que se han descrito
casos de carcinomas con caracteristicas citoldgicas y arquitecturales
totalmente superponibles, casos hibridos con carcinoma papilar, y la
translocacion caracteristica RET/PTC en algunos casos, algunos autores
consideran que esta entidad podria representar una forma encapsulada y
benigna de carcinoma papilar, pero esta consideracién no tiene aceptacion

universal.

Durante muchos afios se ha prestado especial atencibn a la
diferenciacion entre nédulo hiperplasico y adenoma y se ha hecho énfasis en el
caracter unico del adenoma y en el estado normal de su parénquima
adyacente. En la actualidad, con la demostracion de clonalidad en el 70% de
los nédulos hiperplésicos, la definicion de adenoma se ha ampliado,
admitiéndose la posibilidad de lesiones mudiltiples y que el parénguima
adyacente pueda ser normal, hiperplasico o inflamatorio. La encapsulacién total
y las caracteristicas citoldgicas y arquitecturales del crecimiento tumoral (que
son diferentes a las del tejido circundante), constituyen los hallazgos

histoldgicos diferenciales principales.

2.2 Carcinoma papilar

Es un tumor epitelial maligno con diferenciacién hacia células foliculares,

gue presenta estructuras papilares y/o foliculares y cambios nucleares
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caracteristicos. El hallazgo diagndstico clave lo constituyen los cambios
nucleares. Aunque puede diagnosticarse en cualquier edad, su incidencia es
maxima durante la tercera y cuarta décadas de la vida. Representa la forma
mas comun de carcinoma de tiroides (60-80%), tanto en adultos como en

nifios, y es tres veces mas frecuente en la mujer que en el hombre.

Morfologia

En general, son lesiones que oscilan entre menos de 1 a 5 cm de
diametro, de contorno irregular, consistencia firme y coloracion blanquecina
(Figura 3, pag. 28); en el 10% de los casos existe encapsulacion total y en otro
10% se observa transformacion quistica. Los tumores con mayores

dimensiones son mas comunes entre las mujeres.

En el estudio histolégico el carcinoma papilar puede presentar tres
patrones de crecimiento bien definidos: 1.- Puro papilar, constituido por
proyecciones ramificadas y mal orientadas, centradas por un eje conectivo
vascular fino y revestidas por epitelio pseudoestratificado (figura 4A, pag. 29);
2.- Puro folicular, que puede ser microfolicular, macrofolicular o mixto; 3.- Mixto,
combinando é&reas papilares y foliculares. De acuerdo con la OMS, el
diagnéstico histolégico del carcinoma papilar descansa exclusivamente en el
reconocimiento de los cambios nucleares caracteristicos y no del patrén

arquitectural de crecimiento o de la existencia de signos de invasion.
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Figura 3. Forma clasica de carcinoma papilar. Lesién blanquecina y compacta con margenes
estrellados en el seno de uno de los I6bulos tiroideos.

Las células del carcinoma papilar son cilindricas y contienen
nacleos grandes, frecuentemente superpuestos, de contorno irregular y
generalmente angulado, cromatina clara o de aspecto esmerilado, nucléolo
poco evidente y membrana nuclear gruesa (figura 4B, pag. 29). Debido al
aclaramiento de la cromatina en las regiones centrales y a la prominencia de la
membrana han sido comparados con los ojos de la “huérfana Annie”. Los otros
hallazgos nucleares caracteristicos son las pseudoinclusiones nucleares y los
pliegues o surcos longitudinales por plegadura de la membrana nuclear.
Mientras que las pseudoinclusiones y los pliegues nucleares son cambios
permanentes, el aclaramiento nuclear es un artefacto que se observa solo en

los cortes incluidos en parafina. Los hallazgos nucleares son muy importantes
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para el diagndstico pero en algunos tumores pueden estar presentes sélo en un

numero reducido de células.

Figura 4. Carcinoma papilar. A. Proliferacion epitelial con marcada tendencia a la formacion de
estructuras papilares centradas por un fino eje conectivo vascular. En el seno de una de ellas
se advierten calcificaciones(cuerpos de psammoma)( flecha) B. Detalle de las caracteristicas
citolégicas del carcinoma papilar. Los nucleos, frecuentemente superpuestos, presentan un
contorno irregular, membrana gruesa y cromatina clara; con frecuencia muestran
seudoinclusiones intranucleares (flecha) y pliegues longitudinales (flecha).

Otras caracteristicas histolégicas menos frecuentes son: cuerpos de
psamoma, patréon de crecimiento trabecular o sélido, infiltracion linfocitaria
focal, metaplasia escamosa, reaccion desmoplésica del estroma, diseminacion
linfatica intraglandular y bajo indice de mitosis. Los cuerpos de psamoma son

calcificaciones distroficas concéntricas dispuestas sobre papilas necrosadas,
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se observan en aproximadamente en el 50% de los tumores y se consideran

hallazgos casi patognomonicos (figura 4 A, pag.29).

El citoplasma de las células del carcinoma papilar habitualmente es
anfdfilo y muestra inmunotincion para muy diversos marcadores, entre los que
destacan la tiroglobulina, vimentina y citoqueratina de alto y bajo peso
molecular. La citoqueratina 19 (alto peso molecular) puede ser particularmente
atii en el diagnéstico diferencial con hiperplasias papilares, adenomas
foliculares y carcinomas foliculares, ya que habitualmente todas estas lesiones
no la expresan; no obstante, hasta la fecha no se ha identificado un marcador
exclusivo del carcinoma papilar, por lo que la morfologia continla siendo la

mejor herramienta diagnostica.

En la Tabla 2 se recogen las variedades histolégicas de carcinoma

papilar en relacién con su comportamiento bioldgico.

Prondstico Prondstico favorable Prondstico Prondstico
habitual adverso controvertido

Forma clasica Microcarcinoma Células altas Esclerosante difuso
Variante Folicular Encapsulado Células Solido
Variante Cribiforme Quistico columnares Oncocitico
Tipo Warthin Trabecular
Tipo estroma Variante folicular
fascitis nodular difuso

Tabla 2. Variedades histolégicas de carcinoma papilar en funcién de su prondstico.

35




El microcarcinoma o carcinoma papilar oculto es una lesidon < 1 cm, que
puede aparecer como una cicatriz estrellada (carcinoma esclerosante oculto) o
como una lesidon encapsulada. La incidencia de microcarcinoma varia
considerablemente en funcion del método de estudio y de la distribucién
geografica, siendo maxima en Finlandia y Japon y minima en Estados Unidos y
Colombia. El 15% de los casos se manifiestan con una adenopatia cervical
metastasica, pero, en cambio, es excepcional la diseminacion sistémica; esta
forma de presentacion es la que realmente corresponde al denominado
carcinoma papilar oculto. Debido a que las metéstasis linfaticas se asocian casi
exclusivamente a tumores multicéntricos y bilaterales, algunos autores han
seflalado que la loboistmectomia puede ser tratamiento suficiente en los

microcarcinomas sin metastasis linfaticas, por ser unifocales.

El carcinoma papilar encapsulado muy rara vez produce siembras
sistémicas, pero debido a que no hay criterios morfolégicos para diferenciar los
tumores papilares que dan metéstasis de los que no lo hacen, es aconsejable

evitar el término adenoma papilar.

La variante folicular (tumor de Lindsay) es el subtipo mas comun de
carcinoma papilar después de la forma clasica. Estd compuesta totalmente o
casi en su totalidad por foliculos (grandes, pequefios 0 mixtos) tapizados por
células con caracteristicas nucleares de carcinoma papilar. Con frecuencia
presentan encapsulacion parcial o total. Debido a que los cambios nucleares
propios del carcinoma papilar pueden ser hallazgos focales, estas lesiones han

sido confundidas facilmente con adenomas y nédulos hiperplasicos. Existe una
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variante difusa, no encapsulada y de peor prondéstico, que interesa a la
totalidad de la glandula, que frecuentemente se acompafia de metastasis

linfaticas y hemaéticas.

La variante esclerosante difusa es muy poco habitual, y se observa
preferentemente en nifios y adolescente. Afectan a uno o ambos I6bulos, de
forma casi masiva, y presentan marcada esclerosis, numerosos cuerpos de
psammoma, metaplasia escamosa e infiltracién linfocitaria. Aunque en la
mayoria de los pacientes existen metastasis linfaticas, e incluso en el 25%
metéstasis pulmonares, la mortalidad es totalmente superponible a la del

carcinoma papilar con patrén clasico.

Las variantes de células oxifilicas, de células altas y de células
columnares son formas tumorales excepcionales que generalmente se
observan en personas mayores. La variante oxifilica, caracterizada por la
presencia de nudcleos caracteristicos de carcinoma papilar en células con
citoplasma muy rico en mitocondrias, no debe confundirse con los adenomas
oxifilicos que frecuentemente presentan macropapilas y calcificacion del

coloide pero que carecen de los hallazgos nucleares caracteristicos.

La variante sélida, descrita en los tumores inducidos por radiacion en

Chernobil, no esté bien caracterizada ni es admitida por todos los autores.
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Evolucidn clinica

Clinicamente puede manifestarse como noédulo tiroideo solitario (67%),
nodulo tiroideo asociado a adenopatia cervical (13%) o simplemente como
adenopatia cervical (20%). El carcinoma papilar se disemina directamente
hacia los tejidos blandos del cuello, por via linfatica y, menos comunmente, por
via hematica. La diseminacion linfatica intraglandular puede ser la causa de la
presentacion multicéntrica, pero no la Unica, ya que estudios de biologia
molecular han revelado distintos perfiles de RET/PTC en los diferentes focos
tumores multicéntricos. Metastasis en ganglios linfaticos regionales se
describen entre el 42-90% de los pacientes. La diseminacion por via hematica
se advierte en el 7% de los casos y se lleva a cabo principalmente hacia
pulmon, hueso y sistema nervioso central. Es de destacar que la presencia de

invasion ganglionar regional no empeora el pronostico.

El pronéstico del carcinoma papilar clasico depende de numerosos
factores. Se consideran hallazgos adversos los siguientes: mayor de 3 cm,
presencia de linfangitis carcinomatosa, patron aneuploide, extension

extratiroidea y presencia de metéstasis a distancia.

La supervivencia media para lesiones localizadas en la glandula
(estadios | y 1), a los cinco afnos, es del 98%, mientras que para las lesiones
con extensién a los tejidos blandos o con metastasis ganglionares o sistémicas

(estadio Il y IV) se reduce al 70%.
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Aunque existen controversias respecto al tratamiento del carcinoma
papilar de tiroides, la modalidad mas utilizada es la tiroidectomia total con
extirpacién de los ganglios linfaticos palpables seguida de ablaciéon con yodo

radiactivo.

2.3 Carcinoma folicular

Tumor maligno epitelial con diferenciacion folicular que carece de los
hallazgos nucleares diagnésticos del carcinoma papilar. Es méas frecuente en
mujeres, entre la 42- 62 décadas de la vida y, en contraposicion al carcinoma
papilar, es excepcional durante la infancia. Representa el 5-15% del total de los
carcinomas de tiroides en las areas no bociogénicas y el 35-45% en las de
bocio endémico. Las cifras mas elevadas referidas en la literatura antigua
probablemente estan en relacién con la inclusion de la variante folicular de

carcinoma papilar dentro de esta categoria.

Morfologia

Es muy variable, pudiendo observarse foliculos bien constituidos con
coloide, y patrones trabecular, sélido, cribiforme o insular. El citoplasma de las
células foliculares presenta inmunorreactividad especifica a anticuerpos contra
la tiroglobulina y citoqueratina de bajo peso molecular, pero no contra la
gueratina del alto peso molecular (citoqueratina epidérmica, citoqueratina 19).
Los criterios de malignidad en el carcinoma folicular descansan en el

reconocimiento de invasion capsular y vascular. El patron arquitectural
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irregular, atipia citolégica y actividad mitésica elevada, no son hallazgos
absolutos de malignidad, ya que pueden encontrarse en lesiones benignas,
como el adenoma atipico. En funcion de la extensiéon de la invasion se

distinguen dos variedades anatomoclinicas con valor prondéstico:

El carcinoma folicular minimamente invasivo es una lesion encapsulada
semejante al adenoma, tanto en su presentacion clinica como en su aspecto
macro y microscopico, que se diferencia sélo en la presencia de invasion

vascular o capsular.

Por invasién capsular se entiende la disrupcién total de la capsula con
salida de células tumorales hacia el parénquima circundante no tumoral (Figura
5 A, pag. 36). La invasion de los vasos capsulares se reconoce por la presencia
de trombos de células tumorales adheridos a la pared o bien masas de células
tumorales tapizadas por endotelio (figura 5 B y C, pag. 36). A veces, para
identificar estos signos de invasion es necesario estudiar multiples secciones

de la capsula.

El carcinoma folicular ampliamente invasivo se caracteriza por mostrar
marcada invasion vascular y de los tejidos tiroideos adyacentes. En general,
son menos frecuentes que las formas minimamente invasivas e inciden en
personas de mayor edad. Casi siempre se manifiestan por un aumento de
tamafio, en un periodo de tiempo relativamente corto, de un bocio de larga

duracion.
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Figura 5. Carcinoma folicular minimamente invasivo. A. Disrupcion total de la capsula con
crecimiento tumoral externo en forma de hongo. Adviértase en uno de los extremos la invasién
vascular (flecha). B. Detalle de la imagen anterior donde se advierte una luz vascular ocluida
por un crecimiento sélido de células foliculares. C. Tincion inmunohistoquimica para poner de
relieve las células endoteliales de los vasos (antigeno CD 34). Se puede advertir que el trombo
tumoral se encuentra endotelizado en el interior del espacio vascular.

MacroscOpicamente, son lesiones grandes y mal delimitadas (Figura 6,
pag. 37). Las figuras de mitosis suelen ser habituales y, a veces, se observan

focos de necrosis.

Existen ciertas evidencias que sugieren que el carcinoma minimamente
invasivo es la lesion precursora, ya que se presenta por término medio 10 afios
antes que la forma ampliamente invasiva y se encuentran restos de

encapsulacion en méas de 25% de los carcinomas ampliamente invasivos.
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Figura 6. Carcinoma folicular ampliamente invasivo. Crecimiento multinodular masivo de
aspecto carnoso.

En cualquiera de las dos formas anatomoclinicas ha sido habitual
distinguir dos variedades citoldgicas bien definidas: oxifilica (células de Hiirthle)
y de células claras. Actualmente se prefiere incluir a los tumores de células de
Hurthle como una categoria especial, de modo que soélo se considera como
subtipo especial la variante de células claras, cuyo interés principal reside en
su fécil confusion con otras lesiones no tiroideas de células claras, como

tumores paratiroideos y metastasis de carcinomas renales de células claras.

Evolucion clinica

La presentacion caracteristica del carcinoma folicular es la propia del

ndédulo frio solitario. El tumor crece lentamente y se disemina por via hemética,
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presentandose metastasis pulmonares y éseas (cintura escapular, craneo,
esternén y hueso iliaco). En algunos casos, la metastasis a distancia puede
constituir el primer signo de enfermedad. El carcinoma folicular carece de
multifocalidad y no se disemina por via linfatica, siendo las metastasis
ganglionares muy raras en la variante minimamente invasiva. De ahi que

algunos cirujanos recomienden so6lo la lobectomia del I6bulo afecto.

Se estima que alrededor del 70% de los pacientes con carcinoma
ampliamente invasivo presenta metastasis hematégena en el momento del
diagnostico. En cambio, en los carcinomas minimamente invasivos, solo estan
presentes en el 5% de los tumores con invasién vascular y en 1 % de los que
sélo tienen invasion capsular. La supervivencia media al cabo de los 10 afios
en el carcinoma minimamente invasivo es del 70%, mientras que para los
ampliamente invasivos es del 25-40%. El seguimiento clinico de los pacientes
con carcinoma folicular debe ser muy prolongado, pues es frecuente descubrir

metastasis tardias, 20-25 afios después de la tumorectomia.

2.4 Tumores de células de oxifilicas (Hurthle)

Los tumores de células de Hirthle son raros, pero constituyen un grupo
interesante de neoplasias por sus caracteristicas morfoldgicas, evolucién
clinica y respuesta al tratamiento. Los estudios recientes de biologia molecular
han revelado la existencia de alteraciones genéticas, diferentes a las
encontradas en los adenomas y carcinomas foliculares habituales, que

permiten sugerir que estamos ante entidades diferentes. En este sentido, se ha
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sefialado que la mayoria de los adenomas y carcinomas de células de Hurthle
tienen reordenamientos RET/PTC y muestran inmunotincién al RET. Ademas
también se ha descrito un mayor porcentaje de mutaciones en el oncogén ras,

de alteraciones alélicas, y mayor expresion de TGF-, TGF-, IGF-1 y N-myc.

Morfologia

Macroscopicamente son lesiones solitarias, encapsuladas, de color
caoba (Figura 7, pag. 39). Cuando las lesiones son >4-5 cm deben buscarse
con insistencia los signos histolégicos de malignidad, ya que estadisticamente
el tamafo se correlaciona con la agresividad. En las lesiones que previamente
han sido puncionadas con aguja fina no infrecuentemente se advierte necrosis

parcial o total del tumor.

Figura 7. Adenoma de células de Hirthle. Lesion encapsulada de color marron caoba con
areas centrales con degeneracion quistica. El paciente habia sido sometido a puncion
aspiracion varios meses atras.
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Histoldégicamente el diagnostico de benignidad o malignidad descansa
exclusivamente en los mismos criterios indicados para el adenoma folicular y el
carcinoma folicular. La presencia de atipia nuclear, mitosis y necrosis no son
signos de malignidad, al igual que sucede en los adenomas foliculares (Figura

8 Ay B).

Con las técnicas de inmunohistoquimica, tanto los adenomas de células
de Hurthle como los carcinomas presentan inmunorreactividad especifica a la
tiroglobulina, aunque con menor intensidad a la encontrada en las lesiones

foliculares habituales, y al CEA, y negatividad a la citoqueratina 19.

Figura 8. Adenoma de células de Hurthle. A. Lesion encapsulada con tendencia a la formacion
de estructuras foliculares tapizadas por células grandes eosindfilas y granulares. B. Detalle de
las caracteristicas citolégicas donde se advierte los amplios citoplasmas granulares y los
nucleos hipercromaticos y bizarros.
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Evolucidn clinica

Los carcinomas de células de Hurthle inciden preferentemente en el
grupo poblacional de mayor edad y tienen menor afinidad por el sexo femenino.
Un porcentaje importante (35%) de tumores de células de Hurthle tiene
comportamiento agresivo. Esta cifra es superior a la encontrada en los tumores

foliculares habituales, que es alrededor del 5%.

Las metastasis linfaticas regionales son mas frecuentes que en el
carcinoma folicular pero menos que en el carcinoma papilar y se ha apuntado
que son Mas comunes en los pacientes con tumores que expresan RET/PTC.
Debido a la dificultad que tienen las células de Huirthle para captar yodo

radiactivo estos tumores presentan mayores dificultades terapéuticas.

2.5 Carcinoma pobremente diferenciado

Grupo de neoplasias foliculares malignas cuyo comportamiento
biolégico se encuentra entre el de los carcinomas diferenciados (carcinoma
papilar y carcinoma folicular) y el carcinoma indiferenciado. En la literatura se
ha utilizado este término de modo indiscriminado para sefialar muy distintos
patrones histoldgicos, muchas de ellos con caracteristicas clinicopatolégicas
bien definidas (i.e. carcinoma de células altas, carcinoma de células
columnares, etc) o bien carcinomas bien diferenciados que presentan areas de
desdiferenciacion con patréon soélido o trabecular, presencia de figuras de

mitosis, muchas de ellas de morfologia anémala, y areas de necrosis. Cuando
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la extension de estas areas es >10% el prondstico es significativamente mas

adverso.

También se incluye dentro de esta categoria el denominado carcinoma
insular. La incidencia de esta neoplasia varia mucho en funcion de la zona
geografica, mientras que en lItalia representa el 5% de los carcinomas, en
EEUU es muy ocasional. Generalmente se presenta en personas mayores con
una relacion mujer-hombre de 2:1. Macroscépicamente son lesiones grandes
con frecuentes areas de necrosis. En el estudio histolégico, las células
tumorales son pequefias, redondas, con aspecto monomorfo, y se disponen en
nidos separados por una marcada trama vascular. Las mitosis, los focos de
necrosis con conservacion de células entorno a los vasos formando islotes, y la
invasion vascular son hallazgos caracteristicos y casi constantes. Con cierta
frecuencia se advierten areas donde las células muestran las caracteristicas
nucleares propias del carcinoma papilar, indicando la posibilidad de una
progresion tumoral. Las células expresan de modo difuso tiroglobulina, hecho

gue ayuda a la diferenciacién con el carcinoma medular.

2.6 Carcinoma indiferenciado o anaplasico

El carcinoma indiferenciado o anaplasico es una de las neoplasias mas
agresiva del organismo y representa aproximadamente el 5-10% de todos los
carcinomas de la glandula. Aunque se asocia con antecedentes de irradiacion
en el cuello, es mucho més frecuente en zonas de bocio endémico. Se observa

preferentemente en adultos mayores de 50 afos, siendo excepcional en
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menores de 40 afos. La enfermedad afecta preferentemente a mujeres en una
proporcién 4:1. Por lo general, se manifiesta con un nédulo de crecimiento
rapido, desarrollado sobre un bocio previo de larga evolucion, que se

acompafia de disnea, disfagia y disfonia (Figura 9).

s

Figura 9. Carcinoma indiferenciado de tiroides. Nédulos firmes desarrollados en muy corto
espacio de tiempo en el seno de una glandula con hiperplasia nodular. El paciente consulté por
acompafarse la lesion de signos compresivos (disfagia y ronquera).

Morfologia

Macroscopicamente es una lesién voluminosa, de aspecto hemorragico
y friable, que tiende a presentar adherencias firmes a los tejidos adyacentes. El
cuadro histoldgico es el de una neoplasia de crecimiento rapido con abundante
celularidad, marcadas atipicas nucleares, frecuentes figuras de mitosis,
extensas areas de necrosis y vasos con infiltracién parietal y trombosis mural.
Habitualmente se reconocen tres tipos basicos de células: fusiformes, gigantes
y escamoides, que con frecuencia se encuentran combinadas (Figura 10, pag.
44). En el 20-30% de los casos el tumor presenta diferenciacion epitelial

evidente y recuerda al carcinoma de células grandes de pulmén; en el 70-80%
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restante predomina el patrén sarcomatoide, que remeda a muy distintos tipos
de sarcomas (fibrosarcoma, fibrohistiocitoma maligno pleomérfico,
angiosarcoma, rabdomiosarcoma, etc). Los tumores con diferenciacion
heter6loga también han sido denominados carcinosarcomas, pero hoy se

recomienda el abandono de ese término.

Figura 10. Carcinoma indiferenciado de tiroides. Proliferacion de células gigantes y fusiformes
con marcado pleomorfismo y atipias nucleares.

En ocasiones es posible encontrar areas de carcinoma folicular o de
carcinoma papilar en la periferia de la lesion, indicando una progresion tumoral
de un tumor diferenciado. Se ha descrito también una forma paucicelular con
amplias areas de esclerosis y necrosis que alternan con otras hipercelulares y

fusiformes. Esta variante puede simular una tiroiditis de Hashimoto o de Riedel.
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Con las técnicas de inmunohistoquimica la expresion de citoqueratina
confirma la naturaleza epitelial. Eventualmente, puede identificarse

inmunotincion positiva a la tiroglobulina en algunas células aisladas.

Evolucidn clinica

El carcinoma indiferenciado es un tumor de crecimiento rapido que
causa infiltracion local de la traquea, laringe, es6fago y nervio recurrente, y
produce siembras a distancia por via hematica y linfatica. Casi el 100% de los
pacientes presentan metastasis en el momento del diagndéstico y suelen fallecer
antes de los 6 meses de realizarse el diagndstico. Los casos excepcionales con
supervivencia mas prolongada estan en relacion con lesiones pequefias, por lo

general en el seno de un carcinoma diferenciado, y sin extensién extratiroidea.

2.7 Carcinoma medular

Es un tumor epitelial maligno que muestra diferenciacion propia de
células parafoliculares. Caracteristicamente segrega calcitonina pero también
puede producir otros péptidos, aminas y derivados lipidicos (ACTH,.-endorfina,
prostaglandinas, bradiquinina, katacalcina, bombesina, somatostatina,
prolactina RH, serotonina, gonadotropina corionica). Representa el 5-10% de
todos los carcinomas primarios. En el 80-90% de los casos la lesion es
solitaria, afectando preferentemente a adultos entre la quinta y sexta década de
vida (edad media cincuenta afios) y sobre todo a mujeres (proporcién 1,5: 1).

En el 10-20% restante la tumoracién es multicéntrica, afecta por igual a ambos
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sexos, se presenta en adultos mas jovenes y nifios (edad media 20 afios), y se
transmite con herencia autosdémica dominante; un namero considerable de
estos casos familiares se asocia a otras neoplasias o hiperplasias endocrinas,
constituyendo los denominados sindromes de neoplasia endocrina multiple

(MEN IIA y MEN IIB).

La mayoria de los pacientes consultan por un nddulo solitario en el
cuello (88%), gammagraficamente frio, que se acompafia en el 21% de los
casos de adenopatia cervical satélite, de invasion de los tejidos blandos en el
47% y de metastasis sistémicas (pulmon, hueso o higado) en el 12%. A veces,
se presentan signos de hipersecrecion hormonal, tales como diarrea intratable
y sindrome de Cushing. En los casos con sindrome MEN I, el cuadro clinico se
puede complementar con hipertension arterial y litiasis renal, neuromas

mucosos y un habito fenotipico peculiar.

Morfologia

Las lesiones solitarias y esporadicas aparecen como nédulos bien
delimitados situados en los dos tercios superiores de los I6bulos laterales, de
consistencia firme y coloracion blancogrisacea o amarillenta. Las formas
familiares suelen ser multicéntricas con nodulos de distintas dimensiones

diseminados por toda la glandula.

Histoldgicamente no existen diferencias en el patron arquitectural o tipo

de celularidad entre las formas esporadicas y familiares. El tumor suele estar
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constituido por cumulos soélidos de células poligonales o fusiformes, con
citoplasma granular anféfilo y ndcleo redondo u oval con moderado
pleomorfismo, y reducido indice de mitosis. Los cumulos de células se hallan
separados por septos conectivos hialinos con depdsito de material amiloide
(Figura 11, pag. 48). Las células tumorales presentan argirofilia e
inmunorreactividad  especifica a los marcadores neuroendocrinos
(cromogranina y sinaptofisina, principalmente), antigeno carcinoembrionario
(CEA), calcitonina y a una gran variedad de péptidos y aminas. Sobre el cuadro
morfolégico basico se han descrito numerosos patrones arquitecturales y
citolégicos, que pueden inducir a la confusién con otros carcinomas tiroideos.
Los tumores con inmunorreactividad negativa a la calcitonina se denominan

tumores neuroendocrinos pobremente diferenciados.

En las formas familiares, ademas de los nédulos tumorales, se observan
focos de células C hiperplasicas distribuidas de modo disperso o formando
nédulos en las regiones centrales de los I6bulos laterales de la glandula. Estos
grupos de células se consideran la lesion precursora del carcinoma y son los
responsables de los valores séricos elevados de calcitonina y CEA en los
familiares portadores asintomaticos. La hiperplasia de células C se define, de
modo arbitrario, por la existencia de >50células C /campo de pequefio aumento
(10X) en secciones tefiidas con el método inmunoperoxidasico con anticuerpos
anticalcitonina. Este hallazgo, que es muy propio de las formas familiares de
carcinoma medular, también puede encontrarse, de modo esporadico y sin las

connotaciones de progresion tumoral, en nifios y ancianos, en la vecindad de
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tumores foliculares, en glandulas con tiroiditis de Hashimoto y en asociacion a

procesos extratiroideos (hiperparatiroidismo, hipergastrinemia).

Figura 11. Carcinoma medular de tiroides. La celularidad del carcinoma medular varia
notablemente de unos casos a otros e incluso dentro de la misma lesién de unos territorios a
otros. En la imagen de la izquierda (A) las células son poligonales; en la de la derecha (B) son
elongadas. En ambas se observan agregados amorfos de material eosindfilo correspondiente a
amiloide (flecha).

También se ha descrito una variedad de carcinoma medular
denominada carcinoma mixto medular-folicular, que se caracteriza por la
coexistencia de hallazgos morfolégicos e inmunohistoquimicos de ambas
variedades tumorales intimamente mezcladas. Las células tumorales expresan
conjuntamente tiroglobulina y calcitonina. Estas lesiones son excepcionales y
no deben considerarse como tales aquellos carcinomas medulares que

presentan solamente inmunorreactividad focal para la tiroglobulina. Los
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denominados carcinomas compuestos se diferencian de los carcinomas mixtos
en que estan constituidos por éareas bien definidas: morfolégica e

inmunohistoquimicamente, de carcinoma medular y carcinoma papilar.

Evolucidn clinica

El carcinoma medular infiltra localmente los tejidos blandos del cuello y
se disemina por via hematica y linfatica. La forma esporadica puede
diagnosticarse como un nédulo tiroideo palpable pero, a veces, se presenta con
un cuadro clinico de disfagia, ronquera, tos u otros signos de invasion local; de
manera mas ocasional la sintomatologia inicial es la de un sindrome
paraneoplasico dependiente de su actividad secretora (por ejemplo, cuadro
diarreico por secrecion de VIP). Las metastasis linfaticas son frecuentes,
advirtiéndose en mas del 50% de los casos afectacibn de los ganglios
cervicales y mediastinicos. Las recidivas locales se presentan en el 33% de los
casos después del tratamiento. Las siembras heméaticas se producen
posteriormente y asientan preferentemente en el pulmén, hueso, higado y
suprarrenales; no obstante, pueden encontrarse en el 8% de los casos en el

momento del diagnostico de la enfermedad.

En la actualidad las formas familiares suelen ser asintométicas cuando
se descubren por estudio sistematico de miembros de la familia de un paciente.
Este estudio se sigue basando en demostrar niveles séricos elevados de
calcitonina, basales o después de la administracion de pentagastrina. No

obstante, como ya se ha indicado, a propdsito de la etiopatogenia de los
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tumores del tiroides, la moderna biologia molecular pone al servicio del
diagnéstico, la posible deteccién, en células sanguineas periféricas, de la

mutacion del protooncogén ret vinculada a la linea germinal.

La agresividad de los carcinomas medulares varia ampliamente, siendo
la supervivencia media, a los diez afos, del 40-60%. Los factores pronosticos
gue mejor se relacionan con la evolucién son el estadio de diseminacion, la
edad, forma de presentacién (esporadica versus familiar) y forma del
diagnastico (clinico o por diagnostico precoz). La forma familiar no asociada a
MEN y la asociada a MEN IIA suelen ser las menos agresivas, con una
supervivencia del 90% a los 10 afios. En el otro extremo, los tumores
esporadicos son los mas agresivos, con una supervivencia del 30-50% a los
diez afos; agresividad similar muestran los carcinomas medulares asociados a

MEN IIB.

2.8 Otros carcinomas

Bajo este epigrafe se incluyen una serie de carcinomas muy poco
frecuentes, presumiblemente de origen folicular, que pueden presentar
diferenciacion mixta escamosa y mucosecretora (carcinoma mucoepidermoide),
mucosa (carcinoma mucoso) 0 escamosa (carcinoma epidermoide). Asi mismo
también se incluyen los excepcionales tumores relacionados con el timo y
bolsas branquiales, tales como timoma intratiroideo, el tumor epitelial
fusocelular con diferenciacion timica (SETTLE) y el carcinoma con

diferenciacion timica o tipo linfoepitelioma (CASTLE).
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2.9 Tumores no epiteliales

En el tiroides los tumores primarios no epiteliales son excepcionales,
entre las lesiones benignas se cita al tumor fibroso solitario y el paraganglioma
y entre las malignas los linfomas malignos y el hemangioendotelioma maligno
como los mas frecuentes. De todos ellos, por su interés clinico y

epidemiologico merecen un comentario especial las formas malignas.

2.10 Linfoma maligno

La afectacion linfomatosa del tiroides puede ser consecuencia de un
crecimiento primario o secundario. El linfoma tiroideo primario representa el
13,5% de los tumores primarios malignos del tiroides. Ocurre sobre todo en
mujeres mayores de 50 afios y en mas del 25 % de los diagnosticados existe
una tiroiditis de Hashimoto asociada. Clinicamente se manifiesta por una masa
en el cuello de crecimiento rapido que se acompafa de disfonia y adenopatias

cervicales.

Macroscopicamente son lesiones nodulares blanquecinas de
consistencia elastica (Figura 12 A, pag. 52). El parénquima tiroideo se halla
infiltrado por un crecimiento en sabana de células linfoides que tiende a invadir
y destruir los foliculos tiroideos y a infiltrar las paredes vasculares.
Practicamente el 100% de los linfomas primarios corresponden a linfomas no
Hodgkin y el 95% son de células B. Citologicamente, el 70-80% son de grado

alto de malignidad, de tipo células grandes e inmunoblastico; el 5-10% de
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grado intermedio y el 10-15% de grado bajo. En la actualidad se considera que
la mayoria de los linfomas primarios de tiroides pertenecen al grupo de
linfomas originados en el tejido linfoide asociado a mucosas (MALT), por lo que
no es infrecuente encontrarlos relacionados, de modo sincronico o
metacrénico, con linfomas en otras localizaciones (tubo digestivo, mama o

glandula salivar) (figura 12 By C, pag. 52).

El prondstico en las formas localizadas de bajo grado suele ser bastante

favorable, con supervivencias a los 5 afios del 75-100% de los casos.

— RIS UG T
) j. "%" g R

i

/ x5 1

Figura 12. Linfoma de tiroides. A. Lesién nodular, blanquecina, aparentemente bien delimitada,
en el seno del tejido tiroideo. B.- Detalle histologico donde se advierte un crecimiento en
sabana de células linfoides que oblitera y destruye la arquitectura habitual de la glandula. C.
Tincién inmunohistoquimica con anticuerpos anticitoqueratina para poner en evidencia las
células foliculares atrapadas en el crecimiento linfomatoso. Adviértase como las células
linfoides han destruido a los foliculos linfoides.
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2.11 Sarcomas

Actualmente se considera que la mayoria de los casos diagnosticados
en el pasado de sarcomas primarios de tiroides corresponden a carcinomas
indiferenciados. El diagndstico de sarcoma debe basarse en la ausencia de
signos de diferenciacion epitelial y en la presencia de hallazgos histolégicos

especificos de diferenciacion sarcomatosa.

El hemangioendotelioma maligno es un tumor excepcional, que
practicamente se presenta con exclusividad en las regiones montafiosas de
Europa central. Macroscopicamente es semejante al carcinoma indiferenciado
e histolégicamente estd compuesto en su totalidad por canales vasculares
anastomosantes que presentan evidente diferenciacion endotelial, con
abundantes cuerpos de Weibel Palade e inmunorreactividad especifica para el

factor VIII.

2.12 Tumores secundarios

Aunque en autopsias de enfermos con cancer diseminado la afectacion
tiroidea es frecuente, en raras ocasiones las metéstasis causan
manifestaciones clinicas. Las células tumorales pueden alcanzar la glandula
por extension directa, como se advierte en el curso de carcinomas de laringe,
es6fago y trdquea; por via hematdgena lo pueden hacer el melanoma vy los

carcinomas de mama, pulmén y rifion.
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La metastasis de carcinoma renal es muy peculiar ya que, por un lado,
es muy comun confundirla histologicamente con un carcinoma folicular de
células claras y, por otro, su presentacion clinica puede ser tan aberrante que
simule un tumor primario, bien por ser la primera manifestacion de la
enfermedad, o bien por ser una metastasis tardia después de muchos afios de
periodo libre de enfermedad. Estas lesiones suelen ser multiples y en el estudio
histologico la presencia de numerosos capilares sinusoidales favorece el
diagnéstico de carcinoma renal metastasico. Abunda mas en la dificultad del
diagnostico diferencial el que la inmunorreactividad para la tiroglobulina en el

carcinoma de células claras del tiroides es muy débil.

3. Tumores tiroideos en la rata.

Esta clasificacién cubre todos los tumores tiroideos de rata que han sido
descritos en la literatura, inducidos experimentalmente o espontaneos. Ciertos
autores han usado una terminologia diferente a la adoptada aqui; lo cual sera
mencionado posteriormente. Esta clasificacion tampoco incluye entidades tales
como teratoma, hemangioma, leiomioma, linfoma, tumor neurogénico y otras
neoplasias que han sido observadas en humanos y en varias especies

animales ademas de la rata.

De las caracteristicas y patrones histolégicos predominantes observados

en nodulos epiteliales neoplasicos, los tres mas generales (folicular, sélido y
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epidermoide) fueron seleccionados para designar las principales categorias de
tumores. Como primera mencion, la proliferacion de células epiteliales de rata
en agregados solidos puede ser considerada como un rasgo normal. Ademas,
el origen de las células propias del tiroides de la lamina precordal explica la

posibilidad de desarrollo de estructuras epidermoides en el epitelio folicular.

Asi, ni la apariencia de patrones de crecimiento sélido ni la presencia de
estructuras epidermoides pueden ser vistas “per se” como manifestaciones de
desdiferenciacion debidas a transformacion tumoral. Por lo tanto, no hay una
razon valida para incluir en la clasificacion categorias vagas tales como
tumores pobremente diferenciados y anaplasicos o indiferenciados. Su
inclusion en la nomenclatura de tumores tiroides humanos puede estar
justificada en el terreno terapéutico y prondstico. En el caso de tumores de rata,
tales consideraciones son secundariamente importantes, y los principios

histoldgicos de la clasificacion pueden ser seguidos mas estrictamente.

Ademas de definiciones descriptivas de algunas propiedades
histol6gicas (tamafio de los foliculos, presencia de papilas, tipo de células,
etc.), son usados en la clasificacibn de los tumores, para designar la
subdivision comunmente observada de los tres tipos principales de adenomas y
carcinomas, designaciones tales como fetales, embrionarias, atipicas,
anaplasico, etc. Esta terminologia, resultado de comparaciones de la estructura
tumoral con estructuras del tejido tiroideo normal en diferentes estadios de la
ontogénesis, ha sido intencionalmente evitada para no caer en equivocaciones.

En conclusién, estas pautas generales en la clasificacion propuesta pueden ser
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tenidas en cuenta, ya que, en realidad, es muy raro encontrar cualquiera de los
tumores listados anteriormente en su forma morfol6gica pura.

La mayoria de los tumores tiroideos de rata representan variaciones
transicionales diferentes entre estas entidades separadas artificialmente. La
inmensa mayoria de las neoplasias foliculares siempre contienen numerosos
focos solitarios de células de crecimiento sélido, y es raro que el tumor sélido
no muestre areas de estructura folicular o foliculos solitarios esparcidos aqui o
alld en el nédulo. Esto sucede también en las caracteristicas citoldégicas de
tumores tiroideos de rata. Por ejemplo, algunas células claras pueden dar lugar
a neoplasias sélidas o foliculares, y viceversa, tumores compuestos
predominantemente de células claras pueden contener adendmeros alineados

con epitelio folicular convencional.

Es obvio que al referir células claras no se esta comtemplando la
terminologia tradicional que las interpreta como células parafoliculares, sino
que se entiende que son foliculares, mas claras que las restantes, que a

menudo forman patrones sélidos.

Tanto en el tiroides normal como en tumores tiroideos existen
numerosas formas transicionales entre las células tipicas del foliculo y las
células claras, asi como entre estos elementos y los representantes de la

poblacién celular interfolicular.

Asi, practicamente todos los tumores benignos y malignos encontrados

en el tiroides de rata pueden ser designados como una entidad en cualquier
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clasificacion, sélo de acuerdo con el predominio de una u otra estructura
histoldgica. El introducir todas las subdivisiones que puedan cubrir incluso las
formas transicionales mas frecuentes de tumores, haria la clasificacion

impracticable.

La apariencia del tejido tiroideo normal y tumoral esta en ambos
gobernada por la correlacion de la intensidad de al menos tres procesos, por
ejemplo: division celular, secrecién y reabsorciéon de coloide. El intento de
clasificar las ultimas variedades de las caracteristicas histoldgicas producidas
por cada cambio fisiolégico en esta correlacion esta plenamente justificado

(Meissner y cols., 1969).

3.1. Tumores benignos.

Casi la mitad de los tumores tiroideos de rata espontaneos o inducidos
experimentalmente son benignos. La inmensa mayoria de ellos tienen
predominantemente una estructura folicular y constituye el grupo de adenomas
foliculares. Por ejemplo, en una serie de experimentos de largo plazo con 6-
Metiltiouracilo, 28 de 44 tumores tiroideos eran adenomas Yy casi el 85% de

ellos pudieron considerarse adenomas foliculares (Napalkov, 1971).

3.1.1. Adenoma folicular.

El tipo de tumor mas comun en este grupo es el adenoma polimorfo-

folicular. Desde el punto de vista morfolégico y de conducta se asemeja
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estrechamente a tumores tiroideos humanos llamados usualmente adenomas
macrofoliculares, adenoma coloideo (UICC, 1969) o adenoma simple (Meissner
y cols.,, 1969). El tamafio de los tumores de este tipo varia muy
significativamente (de 1-2 mm a 12-14 mm de didmetro mayor). Ellos estan
bien circunscritos, encapsulados, y su crecimiento extensivo produce
compresion y atrofia del parénquima tiroideo adyacente. Los rasgos mas
caracteristicos de estos tumores son, la extrema variedad de tamafo y forma
de sus foliculos y la diversidad en la celularidad y caracteristicas morfologicas
del epitelio folicular. Usualmente, el numero de células por foliculo es
significativamente mas alto que en los foliculos normales. Las células estan tan
estrechamente empaquetadas que sus nucleos, incluso en secciones delgadas,
se superponen unos sobre otros dando la impresién de hipercromatismo. Esta
celularidad alta se ve en el adenoma por la intensa tincion de su epitelio

folicular.

La altura de las células epiteliales puede variar muy significativamente
en diferentes partes de los nédulos tumorales e incluso dentro de los limites del
mismo foliculo. Las caracteristicas de tincion del coloide y el grado de
reabsorcion y acumulacion pueden ser bastante diferentes en los foliculos
vecinos al tumor y en el resto de la glandula. Sin embargo, muy a menudo los

foliculos y el coloide contenido son parecidos al tiroides normal.

A veces, pueden observarse pequefios focos de proliferaciones sélidas

de células epiteliales con escasa diferenciacién, en una o varias partes del

ndédulo tumoral.
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Es caracteristica de muchos adenomas polimorfo-foliculares la
abundante vascularizacion que presentan y la aparicion frecuente de trastornos
circulatorios, tales como trombosis, necrosis focal, hemorragias y fibrosis
secundaria. Debido al caracter expansivo del crecimiento, los adenomas dan

lugar a atrofia del parénquima tiroideo adyacente por compresion del mismo.

El tejido conectivo interfolicular e interlobular de las porciones
comprimidas y atrofiadas se refuerza y forma una cépsula alrededor del
crecimiento tumoral. En casos de células adenomatosas donde la produccién
del coloide estd aumentada o descendida del nivel normal, pero su reabsorcion
esta descendida significativamente, se desarrolla un tipo especial de adenoma
polimorfo-folicular. Junto a foliculos pequefios, medianos y grandes con formas
bizarras, estos tumores contienen cavidades gigantes llenas de coloide de
diferente densidad y propiedades tintoriales. En el nédulo tumoral, una 0 mas
de tales cavidades pueden aparecer tapizada por un epitelio plano o cubico
simple. Es frecuente la existencia de una amplia cavidad central subdividida en
varias camaras con pliegues invaginados o duplicatura del epitelio con tejido
conectivo subyacente. A veces, rodean a estos septos foliculos secundarios o
quistes. Cuando existe un predominio de cavidades quisticas, designamos a

esta variedad de adenoma polimorfo-folicular como cistoadenoma.

Otro tipo de adenoma folicular que es importante mencionar,
especialmente en la observacion del tiroides de rata, es el adenoma trabecular.
Este tumor también se asemeja a tumores tiroideos humanos, que se describen

con el mismo término o son referidos como un adenoma embrionario. En el
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tiroides de rata, los adenomas trabeculares son menos comunes que otras
variedades de neoplasias foliculares benignas. Consisten en bandas o
columnas de células epiteliales de formas irregulares y fuertemente
empaquetadas. Estas bandas forman haces paralelos, entre los cuales, estan
esparcidos pequefios foliculos solitarios. Las figuras mitéticas son raras y el
estroma es escaso en los adenomas trabeculares. Sin embargo, se ven con
frecuencia finas fibras entre las bandas celulares, usualmente envolviendo dos
columnas de células adyacentes. Esto también hace sospechar que las
estructuras fibrilares son membranas basales comprimidas, que limitan los

foliculos elongados y desprovistos de luz.

Los adenomas trabeculares estdn mas estrechamente relacionados con
otras variantes de tumores foliculares, por ejemplo, el llamado adenoma
tubular. Este dltimo ha sido considerado por muchos autores como una forma
aparte (Bielschowsky, 1953), pero su desarrollo a partir del adenoma polimorfo-

folicular, como resultado de compresion interna es bastante obvio.

El tercer tipo de tumor folicular, el adenoma microfolicular, ha sido
frecuentemente observado en induccion experimental. Su principal rasgo
morfoldgico esta implicito en su designacién. Como toda neoplasia benigna, los
adenomas microfoliculares son encapsulados, de crecimiento expansivo y mas
bien uniforme, pero con aparente histologia tipica. En patologia humana el
tumor equivalente es conocido por el mismo nombre o también puede
denominarse con el término de adenoma fetal (Meissner y cols., 1969 y UICC,

1969). Este ultimo término también ha sido usado para designar adenomas
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microfoliculares inducidos experimentalmente en tiroides de rata. El gran
volumen del tumor estd compuesto por microfoliculos, donde en cortes

transversales pueden contarse escasamente 10 células por foliculo.

Las células se parecen bastante a las del epitelio normal folicular, y es la
disposicion muy compacta de innumerables foliculos la que hace que tales
nédulos tumorales parezcan hipercromaticos. Pueden encontrarse foliculos
mas grandes de lo normal, regulares o elongados, en diferentes partes del
nédulo, pero principalmente relacionados con la periferia. Los foliculos mas
grandes estan llenos de coloide, pero los microfoliculos estan exentos de ello, y
no tienen luz distinguible, conteniendo gotas aisladas de material mal tefido
rodeado de varias células epiteliales. A pesar de la rapidez de crecimiento
aparente del tumor, las figuras mitdticas son escasas. En este tipo de adenoma
es muy comun la vascularizacion abundante y la aparicion frecuente de septos

de estroma edematoso que subdividen los nddulos en varios l6bulos.

3.1.2. Adenoma papilar.

Los adenomas papilares son observados en ratas generalmente en
forma quistica y con frecuencia son algo parecidos a los tumores tiroideos
humanos, que han sido designados con el mismo término (Meissner y cols.,
1969). Tanto en la rata como en el hombre (Willis, 1964), la presencia de
estructuras papilares en tumores foliculares de tiroides puede ser considerada
como un rasgo altamente indicativo de malignidad (Lindsay, 1969). Muy

ocasionalmente, los tumores papilares en rata son encapsulados, con
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crecimiento expansivo, y no invaden los vasos sanguineos; considerandose
como adenomas benignos. La actividad mit6tica de células epiteliales en tales
raros adenomas papilares, es baja, o al menos, no mas alta que en adenomas
polimorfo-foliculares. Los ultimos, en efecto, muestran muchos rasgos en
comun con adenomas papilares, especialmente con esas variedades que estan
constituidas principalmente por foliculos pleomorficos. La inmensa mayoria de
los adenomas papilares de tiroides estan representados por nodulos con
estructura predominantemente quistica. Entre los quistes puede haber areas de
patrén folicular separadas de los quistes por septos de tejido conectivo. Estos
septos parten de la capsula que rodea a los nédulos. Generalmente, la variante
quistica de adenoma papilar se encuentra en ratas viejas que han sido

expuestas a influencias tumorogénicas por un periodo suficientemente largo.

Los quistes grandes pueden medir mas de 5 mm de didmetro y casi en
todas partes de su pared epitelial forman papilas. A veces, la intensa
proliferacion de elementos estromales y la fibrosis acompafiante cambia
significativamente la apariencia convencional de los elementos foliculares y
quisticos de los adenomas papilares. Las figuras mitéticas son raras en
adenomas papilares, sin embargo, la densidad celular es muy diferente en
varias partes del tumor. Algunas papilas estan recubiertas por un epitelio
simple de celularidad extremadamente abundante, mientras que otras estan

recubiertas por escasos elementos aplanados o elongados.

67



El centro de cada papila esta constituido por un tallo de tejido conectivo
vascularizado, el cual soporta el epitelio que crece proyectandose dentro de la

luz de un quiste o foliculo.

Si las papilas son numerosas, el interior del quiste asume una apariencia
plegada, mientras mas pequefio es el foliculo su forma se hace mas irregular y
estrellada. En casos de fibrosis o abundante proliferaciéon estromal, el tejido
conectivo de los tallos se hace delgado y corto, predominando en los quistes
contornos interiores dentados. Con frecuencia se puede observar la formacién
de numerosas papilas secundarias y foliculos que brotan del epitelio que cubre

el original crecimiento hacia fuera.

Esta ramificacion de las papilas primarias le da la caracteristica forma de
tejido epitelial ramificado y conectivo flotando separadamente en el coloide.
Este aspecto es observado claramente en secciones transversales de tales

quistes.

Los cuerpos de Psammoma, hallados por Follis (1965) en tiroides
hiperplasico de rata, y tipicamente presentes en tumores papilares malignos
humanos, no son comunes en adenomas papilares de tiroides de rata. Los
tumores con esta estructura son raramente observados en ratas expuestas a
radiaciones ionizantes (Lindsay, 1969) o en ratas tratadas con drogas
antitiroideas (Napalkov, 1971) y hoy dia se interpretan como tumores malignos
o al menos de comportamiento bioldgico incierto. Hay pocas dudas acerca de

la histogénesis de cualquiera de los tipos de adenomas papilar y folicular de
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rata mencionados. Sus principales componentes celulares se originan de
aguellas células epiteliales del epitelio tiroideo que limita los foliculos o forma

pequefios islotes interfoliculares en el parénquima glandular normal.

3.1.3. Adenoma sdélido.

Estos tumores benignos del tiroides de rata, algunos de los cuales
aparecen espontaneamente, no representan un grupo homogéneo. Pueden ser
subclasificados en dos categorias: adenomas soélidos simples y adenomas
sélidos de células claras. Para justificar el diagnéstico de adenoma sélido, el
tumor debe ser completamente encapsulado y no presentar signos de invasion
capsular o vascular en el examen cuidadoso. Es necesario mencionar, que en
tiroides de rata, pocos tumores sélidos presentan estos criterios. La inmensa
mayoria de ellos muestran un crecimiento invasivo. Asi, verdaderas neoplasias
sélidas benignas son mas raras en ratas que en humanos. Los tumores
designados aqui son adenomas solidos simples. No se producen
espontaneamente, sino en ratas tratadas durante un largo periodo de tiempo
con drogas antitiroideas. Adenomas con las mismas caracteristicas han sido

descritos en experimentos con dieta baja en yodo o radiaciones ionizantes.

El término adenoma sélido simple se usa para distinguir este tumor de
los adenomas soélidos de células claras, que son mas frecuentes, y a la vez
para subrayar su origen a partir de las células tiroideas, células epiteliales
tiroideas propias. Esta designacion parece preferible al término de adenoma

atipico, porgue la capacidad para crecer en forma de conglomerados sdlidos es
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una propiedad intrinseca y tipica del epitelio normal tiroideo. Sin embargo,
adenomas tiroideos atipicos en humanos, como los descritos por Meissner y
Warren (1969) muestran una muy estrecha relaciéon con los adenomas solidos

simples de tiroides de rata.

El mayor rasgo -caracteristico del adenoma soélido simple es la
proliferacion focal de células epiteliales formando foliculos absortivos solitarios.
El pleomorfismo celular puede ser predominante en muchos casos, pero
usualmente las células son mas o menos uniformes, alargadas, y con nucleo

oval o casi esférico.

La mayoria de los nucleos son algo mas grandes que los de las células
foliculares normales y su cromatina es finamente granular. El citoplasma es
detectable en zonas donde la densidad celular es alta, conteniendo granulos
redondos eosindfilos, en aquellas células que estan dispuestas en patrén
folicular. No son muy comunes las células bizarras o con forma alargada, y se
encuentran principalmente en areas de alta celularidad. Las figuras de mitosis
son raras, al igual que en todos los adenomas tiroideos de rata. El estroma es
generalmente escaso, sin embargo la vascularizacion puede ser

extremadamente abundante en tumores grandes de crecimiento expansivo.

Los adenomas solidos de células claras son también comparables en

humanos a los tumores tiroideos de rata. Su origen, como corresponde a una

neoplasia maligna, puede ser atribuido a transformacion tumoral de células
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claras normales o de células de Askanazy/Hurthle con similar morfologia, si

bien no representan una entidad distinta.

Una descripcién detallada del adenoma sélido de células claras ha sido
hecha por Axelrad y Leblond (1955) que denominan a esta neoplasia tipo
Gamma-1. Este tumor aparece espontdneamente en ratas; irradiadas, animales
viejos no tratados, animales sometidos a restriccibn de yodo, o bien a
bocidgenos, siendo su frecuencia de aparicion muy baja. Como en otros
adenomas, la presencia de una capsula que separe los tejidos tumorales del
parénquima tiroideo adyacente comprimido, es un criterio morfoldgico
obligatorio para considerar una proliferacion de este tipo celular como una
verdadera neoplasia de células claras. Se insiste que en descripciones

clasicas, esta célula clara sigue siendo folicular.

Los focos no encapsulados de células claras son mucho mas frecuente,
sin embargo, tales proliferaciones, o bien no muestran caracteristicas de
crecimiento neoplasico o son tumores malignos invasivos, independientemente
de su tamafo, que puede variar de pocas micras a varios milimetros. En esta
descripcion concreta, la interpretacion actual es que corresponden a focos de
hiperplasia o tumores malignos de células parafoliculares, que se producen

espontaneamente y que son equivalentes al carcinoma medular humano.

Los tumores sélidos de células claras bien encapsulados deben ser

también cuidadosamente examinados y descartar la existencia de invasion

vascular, y particularmente linfatica.
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Mientras que la infiltracion capsular es rara, el estudio de varias
secciones de un nédulo aparentemente benigno, a menudo hace posible
detectar penetracion de células tumorales dentro de las paredes de los vasos.
La capsula que rodea el adenoma sélido de células claras consisten en bandas
finas de fibras de reticulina y deriva de la membrana basal de los foliculos que
se han atrofiado dando lugar a compresién por crecimiento expansivo del
nodulo tumoral. La capsula es generalmente delgada, pero el tejido tiroideo
adyacente comprimido estd a menudo infiltrado por linfocitos y células
plasmaticas. Los adenomas sélidos de células claras presentan tincion palida,
con un tinte baséfilo tenue, y forma nddulos bien circunscritos facilmente
discernibles en contraste con un fondo de tejido tiroideo normal o bocio. Las
estructuras solitarias como foliculos llenos de material homogéneo palido
eosinofilo pueden ser escasas en cualquier parte del tumor. Tales estructuras
estan generalmente parcial o totalmente desprovistas de membrana basal y
sus células son morfolégicamente muy similares a aquellas células no
polarizadas grandes, palidas, del resto del nédulo, que las células del epitelio
folicular. El gran volumen de los adenomas consiste en células grandes ovales
o poligonales con distintos bordes. Nucleo grande palido, oval, a menudo
vacuolizado y contiene grandes grumos de cromatina dispersa de forma
esparcida o concentrada cerca de la membrana. Citoplasma basdfilo con
granulos finos distribuidos alrededor del nucleo o vacuolas transparentes
solitarias de varios tamafios. En comparacion con el adenoma sélido simple o
adenoma folicular, los tumores benignos de células claras estdn pobremente
vascularizados y tienen escaso estroma. Las figuras mitdticas son

extremadamente raras en los adenomas sélidos de células claras.
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3.1.4. Cistadenoma de células escamosas (epidermoid  e).

La dltima categoria de proliferaciones que son consideradas como
tumores benignos, a veces, en tiroides de rata, han sido designadas como
cistadenomas de células escamosas (epidermoide). De acuerdo con Van Dyke
(1944) los cistadenomas de células escamosas ocurren espontaneamente en
rata originados a partir del cuerpo ultimobranquial. La frecuencia de tales
quistes esta aumentada por una dieta deficiente en vitamina A en rata (Van
Dyke, 1955). La embriogénesis del cuerpo ultimobranquial, su incorporacion
dentro del tiroides de rata durante el desarrollo prenatal y su relacion con el
sistema de células C (célula parafolicular) se discute en conexién con la

organizacion estructural de la glandula normal.

De acuerdo con la literatura, en la embriogénesis del tiroides y cuerpo
ultimobranquial, no hay un terreno adecuado para observar la apariencia de
cualquier estructura epitelial estratificada en tiroides de rata como evidencia de

tumor de células escamosas tumorales metaplasicas.

Ademas la naturaleza neoplasica de los conglomerados de quistes de 2-
3 cavidades cerradas adyacentes entre si son a menudo vistas en porciones
centrales de los I6bulos tiroideos de rata. Estas estructuras nunca muestran
mucha evidencia de un crecimiento progresivo expansivo que podria resultar
en compresion del parénquima tiroideo adyacente y desarrollo de una cépsula.
El rango de crecimiento de tales quistes, ya sea en solitario 0 en

conglomerados es lento, y el tamafio de las cavidades incrementa con el
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acumulo de material laminado queratinizado y detritus en la luz. Asi, los quistes
epidermoides aparecidos en tiroides de rata se han clasificado seguramente de
cistadenoma, pero ello es erréneo, pues corresponden al desarrollo aberrante

del cuerpo ultimobranquial.

Finalmente, es preciso mencionar que los adenomas espontaneos de
tiroides de rata son generalmente tumores solitarios, mientras que las
neoplasias benignas inducidas surgen multicéntricamente y numerosos nodulos
entremezclados de diferentes patrones pueden ser observados ocupando

practicamente la totalidad de la glandula.

3.2. Tumores malignos.

Muchas de las caracteristicas de las neoplasias benignas descritas
anteriormente han sido observadas por varios investigadores en tumores
malignos de tiroides de rata. Los carcinomas de tiroides de rata son a menudo
bien diferenciados y relacionados con adenomas e incluso nédulos
hiperplasicos, cuyo diagnostico de malignidad esta basado en evidencia distinta
de crecimiento invasor y los hallazgos de metéastasis a distancia mas que su
apariencia histolégica. Por otro lado, incluso un tumor con una inusual
apariencia histolégica maligna no puede ser considerado canceroso a menos

gue haya metastasis o por lo menos signos de invasion local demostrados.
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3.2.1. Carcinoma folicular.

Como en el caso de tumores benignos, las neoplasias
predominantemente foliculares son las mas frecuentes entre las inducidas

mediante varias técnicas experimentales.

Los carcinomas polimorfo-foliculares son raros. Sus patrones
microscépicos son comparables a aquellos adenomas polimorfo-foliculares
descritos anteriormente. Carcinomas de este tipo son muy similares a aquellos
designados como adenocarcinomas alveolares o foliculares (UICC, 1969) o

como carcinomas foliculares (Meissner y cols., 1969) en patologia humana.

Los carcinomas polimorfo-foliculares  muestran  generalmente
pleomorfismo celular y estructural muy limitado y moderado o incluso bajo

indice mitético.

Las caracteristicas especiales que distinguen tipos analogos de tumores
benignos es su invasividad. En ratas estas caracteristicas pueden ser
reveladas so6lo microscépicamente, y la invasién celular tumoral de vasos
sanguineos o linfaticos es la prueba mas convincente de malignidad mas que el
crecimiento de células tumorales en el interior de la capsula de la glandula o

nédulo o dentro del tejido tiroideo adyacente.

En los cortes histoldgicos, la invasion en la zona periférica, resulta a

menudo dificil de interpretar y puede dar lugar a falsos positivos. Estos son
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mas comunes cuando el diagndéstico no se basa en la evidencia de invasién
linfatica o sanguinea. Incluso la invasiébn masiva y profunda de células
tumorales dentro de la capsula glandular en casos de carcinomas muy
malignos y muy metastizantes seguramente se acompafia de la competa
penetracion de la capsula y crecimiento del tumor hacia el interior de los tejidos

y 6rganos adyacentes.

Los ganglios linfaticos cervicales y los pulmonares son los lugares mas
comunes de metéstasis de carcinomas polimorfo-foliculares, al igual que ocurre

con otros tumores tiroideos malignos.

La estructura histologica de las metastasis se parece mucho al tumor
primario, y generalmente hablando, las metéstasis de carcinomas polimorfo-
foliculares tienen apariencia de ndodulos benignos de tejido tiroideo. Los
carcinomas polimorfo-folicures puros son tan infrecuentes como los adenomas
puros del mismo tipo y pueden observarse también patrones mezclados de otro
tipo tumoral. En algunos foliculos grandes el epitelio a menudo aparece
plegado y casi seudoestratificado. Variedades de carcinomas polimorfo-
foliculares atipicos o pobremente diferenciados son muy raras en ratas, y su
diagnéstico no presenta serias dificultades porque hay signos obvios de
malignidad histologica y la casi invariable presencia de metastasis pulmonares.
En muchos carcinomas polimorfo-foliculares se observan grupos o incluso
pequefios nodulos de células grandes con citoplasma abundante y nucleo
picnético hipercromatico. Algunas de estas células forman pseudofoliculos,

mientras que otras estan dispuestas anarquicamente. Es dificil decir como los
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cambios en estas células se corresponden a hallazgos similares en carcinomas
foliculares humanos o cual es la clase de cambios que hay en la conducta

tumoral que ellos reflejan.

Al igual que en los adenomas existe una variante de carcinoma
polimorfo-folicular que se caracteriza por la presencia de numerosos foliculos
dilatados, cavidades grandes, y quistes limitados por un epitelio plegado o
seudoestratificado. Muy a menudo las papilas crecen hacia el interior o incluso
hay proliferaciones soélidas de células epiteliales que se extienden desde la
pared de dichas cavidades dentro de la luz. Muchas cavidades, debido al
caracter plegado de la pared y la longitud de las ramas papilares asemejan
quistes multicavitarios. La variedad de carcinoma polimorfo-folicular descrita
anteriormente podria ser designada como cistadenoma, pero tal entidad tendria
l6gicamente que ser subdividida en diferentes tipos morfolégicos. Un pequefio
avance podria obtenerse en la practica, con esta subdivisién, porque no hay
una correlacién evidente entre la conducta tumoral, grado de formacién folicular
y acumulo de coloide en neoplasias polimorfo-foliculares de tiroides de rata con

crecimiento invasivo.

Una caracteristica del cistoadenoma es el crecimiento invasivo de
células tumorales dentro de la capsula del tumor y la invasion de los vasos
sanguineos atravesando su pared, de masas sélidas de proliferacién folicular
que se extiende dentro de la luz. Por ultimo podemos decir que existe un
“coloide” semejante al del tiroides normal, pero con propiedades tintoriales

diferentes. En la luz de las cavidades de un carcinoma polimorfo-folicular de
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tipo quistico, usualmente se pueden encontrar numerosas células tumorales
descamadas de origen epitelial, macrofagos y otros elementos de la sangre o
hemosiderina proveniente de hemorragias previas. Algunos tumores pueden
alcanzar proporciones gigantes, pero raramente metastatizan. Las metastasis
generalmente presentan caracteristicas de carcinomas polimorfo-foliculares y

hay un excesivo acimulo de material semejante al coloide en sus cavidades.

Como en el caso del adenoma folicular, puede mencionarse, mientras se
clasifigue como una entidad separada, una variedad de carcinoma folicular
referida como carcinoma microfolicular. Este tumor, que es relativamente
frecuente, esta compuesto principalmente por pequefos foliculos esféricos u
ovoides. Algunos de los foliculos son alargados debido a la compresién que

surge de la intensa proliferacion de células neoplésicas y conectivo tisular.

La marcada reaccion estromal que da lugar a la aparicion de grandes
areas de fibrosis en el centro del nédulo tumoral es el rasgo mas caracteristico
de los carcinomas microfoliculares en la rata. En algunos tumores, gran parte
del nédulo es sustituido por bandas densas de tejido conectivo hialinizado que
se extiende radialmente hacia la periferia del tumor. En el estroma hiperplasico
hay microfoliculos solitarios o cordones de células epiteliales con poca
actividad. A veces las células neoplasicas proliferan intensamente e invaden el
tejido tiroideo adyacente. Es una zona hipercromatica circulante compuesta de
pequefios foliculos, la que rodea al tejido conectivo denso, que da su

apariencia caracteristica al carcinoma microfolicular.
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Los carcinomas microfoliculares de rata muy raramente infiltran mas alla
de la capsula tiroidea e invade tejidos blandos de alrededor de la trdquea. Sin
embargo, la alta frecuencia de la invasion de vasos sanguineos es responsable
del frecuente desarrollo de metéstasis pulmonares con el mismo patron que la

lesion primaria.

3.2.2. Carcinoma papilar.

El carcinoma papilar es la segunda variedad de tumores malignos del
tiroides mas frecuente, después del carcinoma folicular. Las caracteristicas
microscoépicas de este tumor son también parecidas al adenoma papilar. Los
carcinomas papilares muy a menudo tienen una capsula perfectamente
completa, difusa o localmente invadida por células neoplasicas. El tumor se
disemina principalmente dentro de los I6bulos tiroideos por via linfatica, y estas
metéstasis intratiroideas crean la impresion de origen multifocal del crecimiento
tumoral. Los carcinomas papilares del tiroides de rata muy raramente difunden
a través de la capsula glandular e invade tejidos adyacentes y 6rganos. La
diseminacién linfatica da lugar a metastasis extratiroideas en la region cervical
y ganglios linfaticos mediastinicos. La invasion de vasos sanguineos es
infrecuente y las metastasis pulmonares del carcinoma papilar no son muy

comunes.

Las estructuras papilares son generalmente mas simples en este tumor

que en los adenomas del mismo tipo. El epitelio monoestratificado esta

dispuesto en cortos ejes fibrovasculares proyectandose dentro de la luz de
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foliculos bizarros polimérficos. No hay pleomorfismo celular, y las figuras
mitéticas son raras. Los cuerpos de Psammoma que son caracteristicos del
carcinoma papilar humano pueden ser hallados so6lo ocasionalmente. Es
importante mencionar también que el carcinoma papilar puro en ratas es
extremadamente raro. Una observacion muy importante es que el carcinoma
folicular del tiroides de rata presenta estructuras papilares pero estas no son
iguales a las del carcinoma humano. Ademas en los tumores de ratas estan
ausentes las caracteristicas citoldgicas del carcinoma papilar humano, las

cuales son definitorias.

Usualmente pueden verse multiples focos con patron sdlido, quistico o
alveolar en tales neoplasias, mientras que pueden observarse areas limitadas
de estructura papilar en carcinomas caracterizados por uno u otro patrén

histoldgico predominante.

3.2.3. Carcinoma sélido.

En contraste con los carcinomas foliculares, los carcinomas sélidos no

representan un grupo histolégicamente homogéneo; esto se refleja en su

morfologia y comportamiento bioldégico que permite subdividirlos en varias

entidades.

Los carcinomas sélidos de células pequefias aparecen generalmente

como nddulos con crecimiento invasor, compuesto de pequefias células unidas
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en paquetes con escaso citoplasma. El pleomorfismo celular se pone de

manifiesto principalmente en las diferentes formas y tamafios de los nucleos.

La actividad mitGtica de las células es moderada, las células crecen en
cordones, o sin disposicion especial, pero ocasionalmente forman estructuras
redondeadas e incluso formando foliculos normales. La invasion venosa y el
desarrollo de metastasis pulmonares son usuales en tumores de este tipo, y
muy a menudo el agrupamiento de células foliculares es mas prominente en

nédulos metastasicos que en la neoplasia primaria.

Parece ser que el carcinoma sélido de células pequefias se origina de la

transformacion maligna de las células epiteliales foliculares.

Los carcinomas solidos de células polimorfas son raros en ratas; en
varios cientos de tiroides de ratas afectados de crecimiento tumoral solo se han
detectado dos de tales carcinomas. En patologia humana existen varios
términos para designar este carcinoma de tiroides indiferenciado y altamente
maligno. De acuerdo con la prevalencia de ciertos tipos celulares, puede ser
referido como carcinoma de células gigantes, carcinoma de células fusiformes,
tumor de células polimorfas, carcinosarcoma, carcinoma anaplasico etc.
(Meissner y cols., 1969). De las ilustraciones en publicaciones de tumores
tiroideos experimentales, parece, ser que el término de carcinoma sélido de
células polimorfas es el mas apropiado para describir estos hallazgos

morfoldgicos en la rata.
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El tumor se compone de células grandes, irregulares, poliédricas,
redondas, ovales o alargadas con relacién nucleo citoplasma variable. Las
propiedades de tincion del citoplasma, su vacuolizacién y la presencia de
inclusiones son también variables. Pueden observarse numerosas figuras de

mitosis, la mayoria anormales.

Porciones del tumor que consisten principalmente en células alargadas
comprimidas, foliculos solitarios o estructuras irregulares pueden inducir a error
diagnostico por confundirse con un carcinosarcoma o sarcoma de células
alargadas. Sin embargo, no hay otra indicacién de que la neoplasia sea de
origen mesenquimal. Por el contrario, sus metastasis pulmonares pueden
indicar estructura de origen epitelial, y los focos de células claras dispuestas en
el nddulo primario son evidencia del caracter carcinomatoso del tumor. El
carcinoma sélido de células pleomorficas de rata es un tumor que crece
destruyendo, y al tiempo de morir el animal, ha reemplazado casi por completo

el tiroides. Invade tejidos blandos y traquea, y metastatiza el pulmon.

La presencia ocasional de estructuras semejantes a foliculos en este
carcinoma anaplasico sugiere que el tumor resulta de la transformacién
maligna de células del epitelio folicular. Esta clara la correspondencia entre

este tipo tumoral de la rata y el carcinoma indiferenciado o anaplasico humano.

Existe una clasificacion en base a la histogénesis y morfologia de estas

tumoraciones malignas tiroideas que ocurren espontaneamente en ratas siendo

designadas como neoplasias timo Gamma-2 (Axelrad y cols., 1955), carcinoma
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alveolar (Lindsay y cols., 1957), o carcinoma medular (Lindsay, 1968b vy
Lindsay, 1969). La ultima designacion fue sugerida por sus grandes analogias
entre este tumor de rata y su homélogo en humanos. Sin embargo, es dificil
decir si el carcinoma medular humano es realmente analogo a las variedades

mas frecuentes de tumores solidos de células claras que aparecen en ratas.

De acuerdo con la definicion de carcinoma medular humano, este es un
tumor de células que crecen en grupos sélidos rodeados de estroma denso. El
estroma contiene caracteristicas amiloide (Meissner y cols., 1969). El
carcinoma medular tiroideo con amiloide en el hombre, se caracteriza también
por tener una alta concentracién de calcitonina, lo cual sostiene la sugerencia

de que las células C (parafoliculares) originan este tumor (Williams, 1966).

Ciertos carcinomas de rata se caracterizan por el pronunciado desarrollo
del estroma hialinizado que contiene amiloide, el cual separa células de grupos
irregulares, cordones y conglomerados sélidos de células neoplasicas de

origen epitelial.

Asi, tales tumores se asemejan mucho a carcinomas medulares
humanos y han sido designados aqui como carcinomas sélidos con amiloidosis
estromal. Su similitud con carcinomas medulares y su origen a partir de las
células parafoliculares en rata ha sido apoyada por los hallazgos de
microscopia electronica (Boorman y cols., 1972). No obstante, los rasgos
morfolégicos generales de tales carcinomas soélidos con amiloidosis estromal

en ratas, no corresponden completamente al tipico patrén de carcinoma
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medular como se describe en humanos (Hazard, 1964). Los carcinomas solidos
con estroma poco desarrollado con los mas frecuentes en la rata, y no
muestran amiloidosis estromal. Estos tumores solo pueden considerarse
analogos a los carcinomas medulares humanos, cuando se demuestra
inmunoreaccion positiva para calcitonina o granulos secretores tipicos con

hematoxilina-eosina.

El tumor esta constituido por células poligonales o alargadas dispuestas
compactamente. El tamafio de las células varia mucho mas significativamente
que en adenomas de células claras, y pueden verse elementos celulares
estrellados y claros entremezclados con otros redondos basofilos y pequefios.
También es prominente el pleomorfismo nuclear, todas las variantes pueden
ser observadas, nucleos gigantes hipercroméaticos, bizarros, ovales vy
vesiculares, con cromatina tosca esparcida en grumos. Las figuras mitéticas, a
menudo anormales, carcinomatosas contienen finos granulos y a menudo esta
vacuolado. El crecimiento tumoral invade y destruye el tejido adyacente. Las
células neoplasicas infiltran entre los foliculos, y éstos aparecen atrapados por
el crecimiento tumoral, 0 mas a menudo destruye parte de la membrana basal

del foliculo, invadiendo la luz y multiplicAandose dentro de ella.

Como resultado del crecimiento infiltrante el epitelio normal de los
foliculos circundantes desaparece y el resto de la membrana basal envuelve
grupos de células neoplasicas poligonales o alargadas. Los contornos de estos
foliculos son reconocibles debido a este agrupamiento del nddulo tumoral.

Estos rasgos caracteristicos sirvieron a Lindsay y colaboradores (1957) para
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designar esta variedad de carcinoma sdélido tiroideo en ratas como carcinoma
alveolar. Cuando las células neoplasicas infiltran entre foliculos, se sitlan

paralelas formando bandas o haces entremezclados.

Como resultado del rapido crecimiento infiltrativo y destructivo de este
tumor con escaso desarrollo del estroma, el parénquima tiroideo puede estar
casi totalmente reemplazado por tejido tumoral soélido, sin embargo, la
extension del tumor dentro de estructuras adyacentes a la glandula no ha sido
observada. Por otro lado, es frecuente la produccion de metastasis via linfatica,
y el crecimiento secundario en el I6bulo contralateral, asi como las metéstasis

cervicales.

La clasificacion hecha aqui distingue carcinomas sélidos de células
claras de los carcinomas con amiloidosis estromal, distincion histolégica que
fue también propuesta con respecto a las neoplasias humanas
correspondientes (Smirnova, 1971). Asi, los carcinomas soélidos con grandes
células claras y sin amiloidosis son considerados como resultado de la
transformacion maligna y crecimiento de célula de Askanazy/Hurthle. Los
distintos tumores sélidos malignos originados de las células tiroideas y los
descritos anteriormente muestran incremento en la frecuencia en ratas
sometidas a drogas antitiroideas o dieta baja en yodo, comparada con otros
animales control. La frecuencia de estas neoplasias aparece segun la edad,

siendo extremadamente alta en ratas viejas de ciertas especies.
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3.2.4. Carcinoma escamoso (epidermoide).

El carcinoma escamoso de tiroides en ratas es tan raro como en el
hombre. El carcinoma escamoso primario constituye menos del 1% de los
tumores tiroideos malignos espontaneos o inducidos por diversos métodos. El
tumor tiene estructura tipica de carcinoma epidermoide, y este patrén

histoldgico es reproducido completamente en metastasis pulmonares.

Las metastasis pulmonares son relativamente frecuentes, y asi Napalkov
(1987) refiere que de 7 casos de carcinoma escamoso, 3 de ellos presentaban
metastasis pulmonares. La apariencia multiestratificada queratinizada en el

foco tumoral da caracter multicéntrico.

No se observa relacion anatémica entre estas estructuras del cuerpo
ultimobronquial que pudiera ser considerada como posible origen de carcinoma
epidermoide en tiroides de rata. En todos los casos referidos en la literatura, los
carcinomas epidermoides son bien diferenciados, con abundante

queratinizacion y formacién de perlas.

Finalmente, es conveniente mencionar, que la proliferacion escamosa
puede observarse en lesiones benignas de tiroides de rata. La participacion de
células de la ldmina precordal en la embriogénesis del tiroides facilmente
explica la aparicion de estructuras epiteliales estratificadas en esta glandula
bajo diferentes condiciones. Sin embargo, un carcinoma epidermoide de rata

debe ser considerado como tumor primario cuando no se encuentran
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neoplasias similares en otra parte del organismo pudiendo excluirse asi las

metastasis.

3.2.5. Tumores mixtos (carcinosarcoma).

Aunque posiblemente sea una teoria, la aparicion de tumores mixtos
tiroideos en rata, por ejemplo, carcinosarcoma, no ha sido todavia demostrada
convincentemente. Usualmente este diagnostico es errbneamente aplicado a
carcinomas solidos de células pequefias o polimorfas con areas de células
fusiformes que recuerdan al fibrosarcoma o formas bizarras atipicas que

recuerdan al rabdomiosarcoma.

3.2.6. Sarcoma.

Los sarcomas de tiroides en ratas son extremadamente raros. Todo lo
que ha sido dicho acerca de los sarcomas tiroideos humanos (Meissner y cols.,
1969) podria ser repetido aqui y aplicable a la rata. En la literatura s6lo aparece
recogido un caso de este tipo tumoral inducido por inyeccién de metilcolantreno

en la glandula (Esmarch, 1942).
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4. El cancery sus cambios.

El desarrollo tumoral en humanos es un proceso muy lento, que puede

durar varios de afios. Durante este tiempo es posible detectar la presencia de

zonas focales de proliferacién que dan lugar a lesiones benignas y en algunos

casos reversibles. Estos neoplasmas benignos tienden a evolucionar hacia la

malignidad. Estas observaciones clinicas se correlacionan perfectamente con

los datos obtenidos en sistemas animales de carcinogénesis experimental, en

los que se definieron las fases de iniciacién, promocion y progresion. La Figura

13 presenta un resumen de los diferentes estadios y los agentes participantes

en el desarrollo tumoral.

Célula normal

INICIACION
(Iniciadores)

A 4 PROMOCION
Célula normal »| Tumor benigno
=i d 9
T T T T T CONVERSION
(Promotores,
(Promotores) Iniciadores

ERRR

Otros agentes)

\ 4

(Iniciadores)

.| Carcinoma
g

PROGRESION

\ 4

Metastasis

Figura 13. Estadios y agentes que participan en el desarrollo tumoral.
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4.1. Iniciacion.

La exposicion de las células al agente carcinogénico iniciador no origina
la aparicion de células fenotipicamente neoplasicas, sino la adquisicién por
parte de ciertas células de la capacidad de ser estimuladas a proliferar en
presencia de estimulos apropiados. Las células iniciadas no se distinguen del
resto de la poblacion celular expuesta al carcindbgeno. Solamente su
reexposicion al mismo u otro carcinégeno, o a agentes no carcinogénicos
capaces de actuar como promotores tumorales permite su deteccion a
posteriori como foco de proliferacién en expansién. La iniciacién es un evento
irreversible que acontece como consecuencia de una Unica exposicidn a un
carcindgeno. Siguiendo a Farber y colaboradores (1980), la iniciacién podria
definirse como “una alteracion en el tejido u 6rgano diana provocada por la
exposicién a un carcinégeno que puede ser inducida a desarrollar focos de
proliferacion, uno y mas de los cuales pueden actuar como sitio de origen del
proceso maligno ulterior”. El proceso de iniciacion incluye dos escalones en si
mismo, (@) la induccion de una o mas alteraciones bioquimicas o genéticas v,

(b) una fase posterior de proliferacion celular.

La interaccion del carcinégeno con las células per se no es suficiente
para iniciar el proceso tumoral en ausencia de un ciclo de proliferacion celular.
Sin embargo, no estd establecido el mecanismo por el que la proliferacion
participa en la iniciacion tumoral. Datos obtenidos en el andlisis de modelos
animales de cancer de piel y de higado parecen indicar que la poblacion de

células iniciadas constituye una subpoblacion grande dentro del tejido diana, y
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gue suelen aparecer como focos con alta capacidad proliferativa dentro de un
compartimento del tejido en que, en ausencia del tratamiento carcinogénico,
abundarian células en proceso de diferenciacion terminal (Kawamura y cols.,

1985).

En otros sistemas el fenotipo de células iniciadas se caracteriza por una
mayor resistencia a agentes citotoxicos o una menor dependencia de factores
de crecimiento que las que presentan las células no iniciadas del mismo tejido.
El proceso de iniciacién, por tanto, implica la alteracién en el patron de
respuesta celular a estimulos de diferenciacion, a factores de crecimiento, o de
resistencia a agentes citotoxicos, proporcionando a la célula iniciada una
ventaja, en términos de proliferacion, con respecto a las células normales que
las rodean. Esta propiedad de las células iniciadas ha sido utilizada como base
experimental para sugerir que el desarrollo tumoral no es sino el resultado de
mecanismos celulares de adaptacion o proteccion frente a perturbaciones del
ambiente intra o extracelular (Farber y cols., 1991). Otra propiedad del estado
“iniciado” de las células es su persistencia o caracter irreversible. Por ejemplo,
en modelos de cancer de piel en ratones es posible aislar focos de células
iniciadas hasta diez semanas después del tratamiento iniciador (Kawamura y
cols., 1985). Se calcula que la frecuencia del evento iniciador en este sistema
es del orden de 10™ a 10°®, un rasgo compatible con un mecanismo mutacional
que afecte o bien a un locus grande o, mas probablemente, a multiples loci.
Aunque el analisis de otros sistemas experimentales, como la conversion
maligna de células mamarias de rata in vivo por radiacion, sugieren que en el

proceso de iniciacion tumoral, también pueden estar implicados mecanismos
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no mutagénicos, la elevada frecuencia de aparicion del fenotipo “iniciado”
parece ser mas consistente con la existencia de multiples dianas, “hot-spots”
gue acumulan mutaciones de manera preferente, o alteraciones genéticas a
nivel cromosémico (Boyd y cols., 1990). La naturaleza genética del proceso de
iniciacidbn se acepta de forma general por especialistas en el campo de

carcinogénesis experimental (Harris, 1991).

4.2. Promocion.

Mecanicamente hablando, promocién es la fase en que las células en las
qgue se indujo el fenotipo iniciado por el tratamiento carcinogénico original
expresan su potencial de proliferacion, estableciendo poblaciones celulares
masivas localizadas (nddulos, papilomas, pélipos, etc.) de caracter benigno. De
nuevo, utilizando la definicion de Farber y colaboradores (1982), “promocioén es
el proceso por el que en un tejido y 6rgano iniciado se desarrollan focos de
proliferacion, uno o mas de los cuales puede actuar como precursor de
escalones subsiguientes en el proceso carcinogénico”. Definido de esta manera
el proceso de promocién aparece como un fenédmeno bioldgico cuantificable
mediante el empleo de parametros como el numero, el tamafio y la velocidad
de aparicion de los focos de proliferacion celular. La presencia del agente
promotor proporciona un ambiente que favorece la supervivencia
(inmortalizacion) y/o la estimulacidén selectiva de la proliferacion de las células

iniciadas en el tejido y érgano dado, respecto a las células normales.
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El andlisis celular y molecular de varios sistemas experimentales
animales in vitro e in vivo ha indicado que, en general, los promotores
tumorales poseen frecuentemente actividad citostatica o citocida sobre las
células normales, mientras que las células iniciadas son resistentes a tales
efectos. En otros casos se ha observado que los promotores tumorales poseen
actividad mitogénica sobre las células del tejido u 6rgano diana, y que las
células iniciadas son mas sensibles a dicha accién que las células normales
dentro del mismo tejido. Estos datos estan de acuerdo con los tres mecanismos
propuestos para explicar el caracter selectivo del proceso de promocion
(Farber, 1982). La proliferacion de focos de células iniciadas puede ser debida
a que el promotor tumoral causa la inhibicion diferencial del crecimiento de las
células normales o la estimulacion diferencial de las células iniciadas. También
es posible que, aunque el efecto del promotor sobre células iniciadas y
normales sea el mismo, la proliferacion de las primeras resulte de un proceso
de recuperacion diferencial después del tratamiento en que las células iniciadas
no retornan al estadio de reposo, o lo hacen més lentamente que las normales.
De un modo u otro, la subpoblacion celular seleccionada por la accion del
promotor tumoral presenta una mayor probabilidad de convertirse al estado
maligno durante exposiciones posteriores al mismo u otros agentes

carcinogénicos.

Muchas de las propiedades del proceso de promocién se han
establecido mediante el estudio del mecanismo de accién de los ésteres de
forbol, y en particular del denominado éster de triforbol (TPA) (Blumberg, 1980,

Diamond y cols., 1980 y Slaga, 1983). En general, el proceso de promocion es
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reversible cuando las células se exponen al promotor tumoral una sola vez; y
se requieren varios tratamientos sucesivos para que el proceso de proliferacion
focal llegue a hacerse irreversible (Fig. 13, pag. 83). Es precisamente sobre la
base de estas caracteristicas por lo que se acepta, de forma general, que el
mecanismo de promocién tumoral es de tipo epigenético. La proteina quinasa
C ocupa un papel central en el proceso de promocion tumoral porque funciona
como un receptor no solo para los ésteres de forbol, sino también para otros
agentes de promocion que no pertenecen a dicha familia (Castagna y cols.,
1982 y Arcoleo y cols., 1985). El hecho de que la proteina quinasa C es un
conocido segundo mensajero que participa en el modo de acciéon de varias
hormonas, factores de crecimiento y otros estimulos externos que se
transmiten al interior celular a través de receptores de membrana, sugiere la
existencia de un mecanismo molecular comun para varias clases de
promotores tumorales. Aparentemente, los dos tipos de respuesta celular al
tratamiento con agentes promotores tumorales (modificacion de la
diferenciacion celular y estimulacion celular) podrian estar mediados por la
alteracion en la expresion de unas y otras de las diversas formas moleculares

de la proteina quinasa C presentes en las células diana.

Aunque es preponderante la evidencia a favor de un mecanismo
epigenético como responsable del proceso de promocion, es importante tener
en cuenta que los promotores tumorales también pueden provocar alteraciones
genéticas, a pesar de carecer de actividad mutagénica. Los ésteres de forbol
provocan roturas bicatenarias en el DNA, intercambios de material genético

entre cromatidas homdlogas, y otras aberraciones cromosOmicas. Estas
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alteraciones genéticas estdn mediadas aparentemente por la induccion de la
liberacion de radicales de oxigeno en las células diana (Cerutti, 1985). La
induccion de radicales de oxigeno por los ésteres de forbol podria ser
responsable de la produccién de alteraciones en expresion genética a nivel de
transcripcion. Ademas, la actividad citotoxica de los radicales de oxigeno
podria colaborar indirectamente en el proceso de promocion tumoral. Las
diferencias a nivel estructural o funcional en los genes susceptibles a la accién
de los promotores tumorales podrian justificar la diversidad de respuesta a
dichos agentes observable en distintos tipos celulares, y en especies
diferentes, en particular por lo que se refiere a la induccion del fenotipo

neoplasico (Colburn, 1987).

4.3. Progresion.

La tercera y ultima fase del desarrollo tumoral comienza cuando, una vez
establecido de forma irreversible el modelo focal de proliferacion celular tipico
durante en la fase de promocién, uno o mas de esos focos preneoplasicos
sufre alteraciones adicionales que resultan en la expresién del fenotipo
maligno. Las células malignas presentan una sucesién temporal de fenotipos
neoplasicos que aparecen paralelamente a la adquisicion secuencial de
propiedades mas agresivas. Las alteraciones de tipo genético son muy
importantes en esta fase. Las células presentan una inestabilidad gendmica
intrinseca que se manifiesta en alteraciones del numero y/o estructura de sus
cromosomas, amplificacion genética y cambios a nivel de expresion genética

(Harris, 1991; Nowell, 1976, 1986). Tipicamente, las células tumorales en la
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fase de progresion son aneuploides. La inestabilidad genética de las células
neoplasicas puede ser debida a las mutaciones adquiridas en las fases
anteriores (Poste y cols., 1981), a errores genéticos hereditarios (Yunis y cols.,
1984) o a factores extracelulares como la exposicibn a otros carcinégenos
quimicos, radiacion, factores de crecimiento, hormonas, etc. (Klein y cols.,
1985). Otros factores generales como la edad, sexo, habitos nutricionales y
estado general de la salud del paciente, e incluso la naturaleza del protocolo de
tratamiento del tumor, pueden afectar la aparicion de focos de proliferacion mas

malignos y el crecimiento tumoral (Poste y cols., 1981 y Nowell, 1986).

La adquisicion por las células neoplasicas de la capacidad de invadir el
resto del tejido diana e incluso metastatizarse a otros tejidos u érganos, es la
caracteristica del proceso de progresion tumoral con mayor impacto a nivel
clinico (Slaga, 1983). Por otra parte, durante la progresion tumoral hay un
incremento en la proporcion de células en el tumor incipiente que se divide
activamente, aungue mantiene los pardmetros tipicos de su ciclo celular,
tiempo de generacion, etc. En la mayoria de los casos el incremento
consecuente en la velocidad de crecimiento del tumor suele ir acompafado por
un proceso de desdiferenciacion celular, una reduccién de su capacidad
antigénica, la adquisicion de resistencia a agentes quimioterapéuticos, la
expresion de antigenos tumorales y de otras proteinas inadecuadas cualitativa
o temporalmente para el tipo celular o tejido en que se desarrolla el tumor

(Sager, 1985).
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Las células poseen una serie de mecanismos para garantizar, durante la
division celular, la fidelidad en la duplicacion de su DNA y su distribucién
equitativa entre las células hijas. Los pasos metabdlicos que participan en esos
mecanismos, junto a los que intervienen en el control de modificaciones
reguladoras del DNA, desempefian las “funciones de estabilidad gendmica”. Se
ha propuesto que el incremento en la inestabilidad gendémica que ocurre
durante la fase de progresion tumoral es causado por mutaciones en genes
implicados en dichas funciones, o por interferencias exteriores en su
funcionamiento normal (Cheng y cols., 1993). Cada mutacién en los genes con
funciones de estabilidad genética actuaria en cascada favoreciendo la
acumulacion de nuevas mutaciones y errores metabdlicos. Este concepto de
progresion tumoral como la acumulacién secuencial de mutaciones en los
genes de estabilidad gendmica es consistente con los datos epidemioldgicos y
moleculares sobre el desarrollo del cdncer en humanos. Por una parte, la
incidencia de tumores aumenta con la edad y es mayor en personas que sufren
sindromes caracterizados como de inestabilidad cromosémica, y por otra, se ha
demostrado que los tumores humanos contienen mudltiples alteraciones
genéticas (Fearon y cols., 1992). Considerando estos datos y teniendo en
cuenta la frecuencia de mutaciones espontaneas en células humanas
(alrededor de 1.5 X 10™*° mutaciones por par de bases del DNA, por divisién
celular), Loeb (1991) propuso la necesidad de un “fenotipo mutador” como un
requerimiento para el desarrollo multiescalonado de los tumores. De hecho, tal
hipotesis ha sido confirmada recientemente al describirse la existencia de
genes “mutadores” en tumores humanos (lonov y cols., 1993, Peltoméaki y cols.,

1993 y Thibodeau, 1993).
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Entre los procesos celulares implicados en funciones de mantenimiento
de la estabilidad genémica cuya alteracion puede favorecer el desarrollo
tumoral habria que incluir mecanismos que garantizan (a) el mantenimiento de
la secuencia del DNA durante su replicaciéon, reparacion y recombinacion, o el
control del ciclo celular, etc., (b) el mantenimiento de la dotacion cromosémica
normal y su apropiada segregacion en la division celular, y (c) la programacién
epigenética adecuada en lo referente a diferenciacion celular y a la respuesta a
cambios ambientales. La alteracion de la funcién de los genes implicados en
misiones de estabilidad gendmica puede ser causada y/o resultar en procesos
de (a) amplificacion genética, (b) insercion, delecion, sustitucion, inversion,
recombinacién y translocacién cromosémica, (c) pérdida o ganancia en el
namero de cromosomas, Yy (d) alteraciones epigenéticas en el nivel de la
expresion y/o la pérdida de funcién de determinados genes (Cheng y cols.,

1993).

La probabilidad y el impacto de las alteraciones genéticas que favorecen
la inestabilidad genémica pueden estar condicionados por diversos factores
intrinsecos de las células que constituyen el tumor en desarrollo. Entre estos
factores cabe considerar (a) el tamafno celular, (b) la frecuencia de muerte
celular, (c) la fase de desarrollo tumoral, (d) el estado mitético del tumor, y (e)

la naturaleza de la alteracion genémica misma.

En primer lugar, es obvio que, cuanto menor sea el tamafio de las

células de un tumor, mayor sera el nimero de células necesario para alcanzar

una determinada masa tumoral; en consecuencia, la probabilidad estadistica de
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aparicion de nuevos errores genéticos es siempre mayor en tumores de células
pequefias; de hecho, los tumores de células pequefias tales como los
carcinomas de células pequefas de pulmén suelen tener peor prondstico que
los que afectan a células de mayor tamafio. Del mismo modo, los tumores con
alta frecuencia de mutaciones letales o con vascularizacion limitada tardaran
mas tiempo en alcanzar una determinada masa tumoral, y al aumentar la
escala temporal de crecimiento tumoral aumenta también la probabilidad de
acumulacion de errores genéticos. Por otra parte, si las alteraciones en los
genes de estabilidad gendmica tienen lugar al principio del desarrollo tumoral,
cuando las células poseen su maxima capacidad proliferativa, parece obvio que
tengan mayor impacto que si ocurren en fases tardias del crecimiento
neoplasico, cuando el tumor ha alcanzado, o est4d proximo a alcanzar, su
tamanfo limite; este aspecto se corresponde perfectamente con la dependencia,
mencionada anteriormente, entre la frecuencia de alteraciones en genes de
estabilidad genomica y el estado mitético del tumor, es decir, la proporcion de
células tumorales que se encuentran en fase de division activa en el momento
qgue ocurren dichas alteraciones genéticas. Por ultimo, la influencia de la
naturaleza de la alteracion genética en si misma se explica en funcion de la
diferencia significativa que existe entre la frecuencia de mutaciones
espontaneas, considerada globalmente como resultado de diversos
mecanismos moleculares, es del orden de 10”7 por gen (Monnat, 1989 y Oller y
cols., 1989), mientras que la frecuencia de pérdida de informacion genética
(considerando la pérdida de los dos alelos del mismo gen) es varios érdenes de

magnitud superior (Hakoda y cols., 1990).
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En este sentido es importante considerar que la pérdida de un solo alelo
de los genes de mantenimiento de la estabilidad gendémica no tiene efectos
fenotipicos directos, ya que las células mantienen el funcionamiento normal del
otro alelo; sin embargo, cuando la pérdida de informacion genética es debida a
alteraciones estructurales a nivel cromosémico, pueden predisponer a la
pérdida del segundo alelo del gen afectado. Todos estos factores afectan la
induccidn de alteraciones en los genes de estabilidad gendmica en un contexto
celular, sub-tumoral y organismico que, dadas sus caracteristicas peculiares,
pueden participar en la modulacién del proceso de carcinogénesis; propiedades
relacionadas con la capacidad de producciéon de radicales de oxigeno,
susceptibilidad constitucional a mutdgenos ambientales, mecanismos
inflamatorios, etc., afectan el desarrollo tumoral. De hecho, se ha demostrado
que las condiciones microambientales (nutrientes, oxigeno, pH, etc.) son

distintas en regiones sub-tumorales diferentes (Sutherland, 1988).

La fase de progresién tumoral, en conjunto, aparece como un proceso
en el que tanto los factores intrinsecos de las células preneoplasicas como los
agentes extrinsecos derivados de los ambientes enddgeno y exdgeno del
individuo en que el tumor se desarrolla, contribuyen a la acumulacién
secuencial de alteraciones en los genes de mantenimiento de la estabilidad
gendmica. La aparicién del “fenotipo mutador” en las células, contribuye a
iniciar la cascada de alteraciones gendémicas que resulta en la expresion por
parte del tumor de propiedades progresivamente mas malignas. Es importante
resaltar que la existencia de genes “mutadores” y su contribucién a la alteracién

de mecanismos de control y mantenimiento de la fidelidad del ciclo celular ha
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sido claramente establecida en levaduras (Hartwell y cols., 1991). La
identificacion y el aislamiento de genes mutadores humanos, y su
caracterizacion estructural y funcional aparecen como una de las areas de
investigacibn que debe proporcionar en un futuro préximo abundante
informacion sobre los mecanismos de progresion tumoral y, tal vez, sobre las

alternativas moleculares para prevenir o detener el desarrollo carcinogénico.

4.4. Comportamiento del cancer de tiroides.

El adenoma folicular (FA) comienza como un tumor encapsulado con
evidencia de diferenciacion celular folicular, y es la neoplasia tiroidea mas
comun. Los tumores malignos pueden ser clasificados como bien
diferenciados, poco diferenciados o indiferenciados. El cancer de tiroides bien
diferenciado esta clasificado en dos tipos: carcinoma tiroideo papilar (PTC) y
carcinoma tiroideo folicular (FTC). EI PTC muestra evidencia de diferenciacion
celular folicular y se caracteriza por la formacién de papilas y un conjunto de
cambios nucleares distintivos. EI FTC ha sido definido como un tumor epitelial
maligno que muestra evidencia de diferenciacién celular folicular pero carentes
de rasgos de PTC y cuya identificacidon requiere invasion de la capsula, vasos
sanguineos o tiroides adyacente. El hecho es que ambos, PTC y FTC,
muestran diferenciacién celular folicular que es clinicamente muy relevante. Por
ello, el tratamiento del cancer de tiroides bien diferenciado (PTC y FTC) esta
basado en tiroidectomia total, dosis absolutas de radioiodida y tratamiento
supresivo con tiroxina para disminuir los niveles séricos de TSH. También

explica un seguimiento basado en las medidas séricas de Tg (tiroglobulina) y
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exploraciones con radioiodida y porqué esos tumores malignos tienen un
resultado muy bueno. Por el contrario, el carcinoma tiroideo anaplasico
indiferenciado (ATC) es una neoplasia altamente maligna, no encapsulada y sin
evidencia de diferenciacion celular folicular. Se compone por células atipicas
que exhiben numerosas mitosis y forman una variedad de modelos. ATC no
acumula yodo y no produce Tg. La presencia de focos de PTC y FTC sugiere
gue puede ser precursor de ATC. EI carcinoma poco diferenciado (PDC) ha
sido definido como un tumor de origen folicular con atributos morfologicos y
biolégicos entre bien diferenciado y ATC. Esta clasificacion, basada en
caracteristicas clinicopatoldgicas, desde hace mucho tiempo es la base para la
investigacién del cancer de tiroides, excepto para PDC y ATC, la mayor parte

de estos pacientes se curan de la enfermedad (Schlumberger y cols., 2003).

Sin embargo, aunque el cancer de tiroides tiene, en términos generales,
un buen resultado, hay todavia cuatro cambios criticos que los puntos de vista

clinicopatoldgicos clasicos no han podido resolver:

() 15-20% de las aspiraciones de aguja fina (FNA) son inconclusas o no se
puede discriminar entre adenoma folicular y carcinoma, por lo que el paciente

necesita sufrir una tiroidectomia parcial o total para un diagnostico.

(i) Se estima que sobre el 20% de los pacientes con carcinoma de tiroides bien
diferenciado desarrollaran una recurrencia local o distante y el 1% morird
(Fleming y cols., 2002). Identificandose a estos pacientes de alto riesgo durante

la diagnosis mediante factores prondsticos bien establecidos puede ayudar a
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acertar con el mas apropiado tratamiento para que mejoren los resultados en
éstos pacientes. Aunque hay varios sistemas de prondstico, como la
clasificacion de las metéstasis nodulares de tumor (TNM) (Schlumberger y
cols., 2003), desarrollados para el cancer de tiroides, lamentablemente hay
todavia un debate abierto sobre la definicién y desarrollo de pacientes de bajo
riesgo contra los de alto riesgo, y cada centro utiliza sus propios protocolos

(Fleming y cols., 2002).

(iii) Todavia no existe tratamiento para una de las situaciones mas intrigantes
con las que un endocrinélogo podria enfrentarse: pacientes con elevada Tg
sérica y medidas negativas para I**!. Esto llama la atencién en la direccién que
toma el cancer de tiroides, asi como la localizacién anatémica de reicidivas que

|131

no pueden ser evaluadas y el tratamiento con dosis absolutas de que no

son efectivas, prediciendo un mal prondstico.

(iv) El ATC, aunque raro, es extremadamente agresivo, acabando en muerte en
el 100% de los casos en unos pocos meses. Recientes avances en biologia
molecular del cancer de tiroides han mejorado tremendamente el entendimiento
de los mecanismos que son la base de la patogénesis del cancer de tiroides,

especialmente en el inicio tumoral.
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5. Biologia molecular del cancer de tiroides.

5.1 Oncogenes y transmision de la sefial por recepto res de tirosina

guinasa (RTK)

La respuesta de una célula a un determinado factor de requiere que la
célula posea receptores para ese factor (ligando). Los receptores funcionan
como una especie de antenas moleculares que reciben la sefial y la transmiten
al interior de la célula en forma de reacciones bioquimicas encadenadas que
constituyen la via de transmision de la sefal. Esta llega al ndcleo e induce la
expresion de genes especificos cuyos productos determinan la respuesta o
fenotipo celular. El tipo de respuesta dependera de la expresion de receptores
para otros factores, de la posible interaccion entre éstos, y entre los
componentes de las diferentes vias de transmision de la sefial presentes en la
célula, la etapa de desarrollo del organismo y la interaccion con otras células y

componentes de la matriz extracelular.

La transmisién de la sefial se inicia con la unién del ligando al receptor,
gue como consecuencia se autofosforila en tirosina y presenta sitios de unién
para sustratos especificos los cuales son activados por diversos mecanismos.
La activacion de los sustratos constituye el primer paso de la via de la
transmision de la sefial que debe llegar al ndcleo, donde se produce la

respuesta celular especifica de proliferacién, diferenciacion, etc.
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Existen evidencias bioquimicas y genéticas de que una gran variedad de
estimulos tanto mitogénicos como de diferenciacion, mediados por diferentes
ligandos, convergen en la proteina P21, Esta proteina une nucledtidos de
guanina y se comporta como un interruptor molecular que oscila entre un
estado inactivo, unida a GDP, y otro activo, unida a GTP. La transmisién de la
forma inactiva a la activa requiere el intercambio de GDP por GTP, proceso
catalizado por las proteinas intercambiadoras de nucle6tidos de guanina,
conocidas como factores de intercambio o factores de liberacion de nucleotidos
de guanina, GNRFs. La inactivacion del complejo P21™-GTP la lleva a cabo la
actividad intrinseca GTPasa de P21, que es estimulada por una proteina

activadora denominada RAS-GAP.

De acuerdo con esto, los factores intercambiadores son reguladores
positivos de RAS, mientras que GAP seria un regulador negativo. Existe, sin
embargo, una cierta controversia porgue en algunos casos parece que GAP, o
proteinas relacionadas como NF1, al estimular la transicion P21™-GPT a
P21"-GDP, a la vez que inactivan el complejo, podrian actuar como efectores
transmitiendo la sefial desde RAS activado a los eslabones siguientes de la
cadena de transmision de la sefial (Martin y cols., 1992, Duchesne y cols.,
1993; Rey y Hall, 1993 y Marshall, 1993). Se conocen, a nivel molecular, las
conexiones entre ciertos receptores tirosina quinasa y RAS, a través de la
molécula adaptadora GRB2/SEM5 y el intercambiador de nucleétidos SOS.
GRB2 es una molécula constituida por dos dominios SH2 y uno SH3, que fue
aislada de células de mamiferos por su capacidad de unirse a residuos de

fosfotirosina del extremo carboxi-terminal del receptor del EGF (Lowenstein y
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cols., 1992). SEM5 es una molécula homologa a GRB2, identificada en C.
elegans como producto de un gen que funciona en la ruta de sefalizacion de
un receptor tirosina quinasa, producto del gen let-23, entre éste y ras (Clark y

cols., 1992).

SOS fue identificado en Dosophila melanogaster como una proteina
componente de la via de sefializacién de un receptor tirosina quinasa implicado
en el desarrollo del fotorreceptor R7 del ojo de la mosca (Simon y cols., 1991).
Se han aislado homologos de SOS tanto humanos como de ratdn, que poseen
actividad intercambiadora GDP/GTP de H-ras (Bowtell y cols., 1992 y Chardin y

cols., 1993).

GRB2 y SOS se asocian entre si por interaccion directa del dominio SH3
y GRB2 con una region rica en residuos de prolina del extremo carboxilo de
SOS. La combinacién de estudios genéticos en Drosophila y C. elegans con
estudios bioquimicos utilizando los homologos de mamiferos han permitido

elaborar el siguiente modelo de conexion entre los RTK y RAS.

En ausencia de estimulo extracelular el receptor esta desfosforilado y
RAS se encuentra unido a GDP, inactivo. En estas condiciones, la molécula
adaptadora GRB2 se encuentra en el citoplasma unida a SOS. La activacion
del receptor de EGF conduce a la fosforilacion del residuo Y1068 del receptor,
al cual se une el complejo GRB2-SOS, a través del dominio SH2 del adaptador.
Como consecuencia, el complejo se transloca a la membrana induciendo el

intercambio del GDP unido a RAS por GTP, debido a la actividad
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intercambiadora que posee SOS, dando lugar a la formacion del complejo
P21"-GPT, activado (Egan y cols., 1993; Rozakis-Adcock y cols., 1993; Li y

cols., 1993; Gale y cols., 1993 y Buday y cols., 1993). (Fig. 14, pag. 101).

Aparentemente, la actividad intrinseca de SOS no cambia por la
estimulacién del receptor del EGF, de forma que la activacion de RAS se
deberia Unicamente a la translocacién de SOS a la membrana, aumentando su
concentracion cerca de P21, No obstante, SOS es fosforilado en serina y
treonina como resultado de la estimulacién de las células por EGF, PDGF, FGF

e insulina. El significado funcional de esta fosforilacién es desconocido.

Ademas de este modelo descrito en fibroblastos, existen otras vias de
activacion de RAS que utilizan otras moléculas adaptadoras como SHC, y otros
intercambiadores de nucledtidos como VAV o P140™-GNRF. Aungue las
proteinas RAS son ubicuas, su estimulacién puede ser modulada de forma
especifica por reguladores especificos de tejido. Asi, por ejemplo, el producto
del protooncogen vav, expresado exclusivamente en células hematopoyéticas
(Katzav y cols., 1989) esté implicado en la activacion de RAS mediada por el
receptor de las células T, aparentemente debido a wuna actividad
intercambiadora de nucledtidos intrinseca de VAV, que, a diferencia del caso
de SOS, es activada por fosforilacion en tirosina (Gulbins y cols., 1993). Otro
factor intercambiador especifico de tejido se ha clonado a partir de cerebro
humano por su semejanza estructural y funcional con el gen cdc25 de S.

cerevisiae (Shou y cols., 1992 y Martegani y cols., 1992).
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Esta molécula no tiene dominio rico en residuos de prolina, por lo que su
conexion con los receptores debe utilizar mecanismos diferentes a los descritos

para SOS.

Por otra parte, la conexion entre el receptor de insulina y RAS hace por
medio de una molécula de anclaje, IRS-1, que se fosforila en multiples residuos
de tirosina por el receptor de insulina estimulado (Sun y cols., 1991 y Skolnik y
cols., 1993). Estas fosfotirosinas en IRS-1 sirven de sitio de unién a multiples
proteinas con dominios SH, como los complejos GRB2-SOS, P85-PI3K, SHC o

SYP.

Por ultimo, la molécula adaptadora SHC parece también implicada en la
regulacion de RAS en varios sistemas, como es el caso, de la diferenciacion de
células PC-12 inducida por NGF o por sobrexpresion de la misma SHC; en la
transformacién de células por v-src; y en células estimuladas por insulina, FGF

y otros factores (Pawson y cols., 1993).

Uno de los primeros blancos descritos de los receptores tirosina quinasa
es el producto del protooncogen c-raf, una serinal/treonina quinasa que se
asocia al receptor del PDGF estimulado por su ligando. A diferencia de otros
sustratos de RTKs, RAF no posee dominios SHy, por lo cual se supone que su
asociacion al receptor requiere una proteina adaptadora desconocida. La unién
de RAF al receptor de PDGF estimula la fosforilacion de RAF en residuos de
serina, y quizas algo en tirosina. La forma hiperfosforilada de RAF posee una

actividad serina/treonina quinasa aumentada (Morrison y cols., 1989). Por otra
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parte, existen multiples evidencias bioguimicas y genéticas segun las cuales
RAF es el eslabdn siguiente a RAS en la cadena de transmision de sefiales en

una gran variedad de sistemas biologicos (Vojtek y cols., 1993).

Se ha demostrado que RAS activado interacciona con RAF. Esta
asociacion requiere que RAS esté unido a GTP y que el dominio efector de
RAS esté intacto (Zhang y cols., 1988, Vojtek y cols., 1993 y Moodie y cols.,
1993), lo cual parece indicar que RAF es un efector de RAS. RAF es capaz de
asociarse con RAS y fosforilar a una enzima denominada MAP quinasa
guinasa, MAPKK o MEK, situada al principio de la cascada de quinasas
responsable de que la sefial llegue al nucleo (Pelech y cols., 1992). Es posible,
aunque no se ha probado, que la uniébn de RAS a RAF estimule la actividad
quinasa de esta Ultima, iniciando la cascada, de forma que RAF estableceria
una conexion directa entre los acontecimientos en la membrana, activacion de
tirosina quinasa y de RAS, y que la serie de fosforilaciones que ocurren en el
citoplasma y que culminan con la fosforilacién de proteinas nucleares. Otra
alternativa es que la union de RAS y RAF sirva para translocar esta quinasa a
la membrana plasmatica, donde puede ejercer diversas funciones, como
modular la actividad GTPasa de RAS o la estimulacion de ésta por GAP (Zhang
y cols., 1993). Por otra parte RAF puede fosforilar sustratos localizados en la
membrana, o ser fosforilada por otras quinasas alli localizadas. Esta
fosforilacidon de RAF podria ser necesaria para estimular su actividad (Crews y
cols., 1993). RAS y RAF se ha encontrado asociados en un complejo de mas
de 250 kDa. en fibroblastos transformados por ras y tras activacion del receptor

de células T.
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Se ha postulado que RAF y MAPKKK (MEKK) ocupan una posicién
equivalente al inicio de la cascada de quinasas, donde ambas pueden fosforilar
y activar a la MAPKK. En RAF y MEKK convergen dos tipos de sefales
diferentes; las iniciadas por los RTKs serian mediadas por Raf, mientras que la
sefalizacion de receptores acoplados a proteinas G, o via PKC, serian

mediadas por MEKK (Lange-Carter y cols., 1993) (Fig. 14, pag. 102).

El dltimo componente de la via, MAPK, se transloca al nucleo como
consecuencia de su fosforilacion en respuesta a la activacion de los receptores,
y alli fosforila factores de transcripcion y otras proteinas nucleares que son los
responsables ultimos de la respuesta celular (Hunter y Karin, 1992). La
activacion de la MAPK es un punto de convergencia de muchas vias de
sefalizacion tanto mitogénicas como de diferenciacion, de forma que una
activacion constitutiva de esta quinasa (rolled) activa vias de sefalizacion tan
diversas como las iniciadas por los receptores Sev, Torso o el receptor del EGF

en Drosophila (Brunner y cols., 1994).

La Figura 15 (pag. 107) muestra un esquema simplificado de las vias
que participan en la transmision de la sefial por receptores tirosinna quinasa,
en la cual no se han representado las mdultiples interconexiones entre las
diferentes rutas, ni muchas de las moléculas implicadas en la regulacion
negativa de las mismas, que proporcionan un alto grado de regulacion para que

la respuesta celular esté controlada.
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Cada una de las proteinas sefializadoras tiene una estructura modular
mas o menos compleja que puede incluir un dominio catalitico con actividad
enzimética; dominios implicados en la interaccion con componentes anteriores
y posteriores de la via, incluyendo los sustratos; y dominios importantes para la
regulacion positiva y negativa, ejercida por otras proteinas. Esta estructura
permite que las moléculas de la via puedan recibir y emitir informacién en
conexién con otras muchas proteinas, comportandose como nodos de una red

0 quizas de forma analoga a los “chips” de los circuitos electrénicos.

Por otra parte, la estructura modular permite que alteraciones en
diferentes dominios puedan anular alguna funcion importante de la proteina sin
afectar a otras, dando lugar, por ejemplo, a proteinas con actividad enzimética
constitutiva que no puede ser regulada porque se haya alterado el dominio

responsable de la interaccion con reguladores negativos.

En general, cualquier mutacion que suponga una ganancia de funcién de
las moléculas encargadas de la sefalizacion mitogénica puede conducir a un
crecimiento celular incontrolado. Por otra parte la interferencia con las rutas
gue conducen a la diferenciacion celular puede desencadenar el proceso

opuesto, proliferativo.

La mayor parte de los oncogenes dominantes conocidos corresponden a
formas alteradas de moléculas que juegan un papel importante en los procesos
de transmisién de sefales de proliferacion y diferenciacién. De forma que el

esquema gue representa a las oncoproteinas segun su localizacién en la célula
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es practicamente idéntico al esquema de las vias de transmision de la sefial

(Fig.15, pag. 108).

Hay oncogenes cuyos productos son factores de crecimiento como sis,
hst, int-1, int-2, fgf-5, etc. Otros codifican receptores tirosina quinasa alterados
de tal forma que estan constitutivamente activados, en ausencia de ligando.
Existen oncogenes que codifican tirosina quinasas no receptores, como los de

la familia SRC.

Dado el papel central que juega la proteina RAS en cuya activacion
convergen multitud de sefales proliferativas y de diferenciacion, la activaciéon
constitutiva de P21"° la convierten en un oncogén muy frecuente en tumores

humanos de muy diversos origenes (Bos, 1989).

Otra proteina integradora es la serina/treonina RAF que recibe sefales
de RAS y de otros efectores como PKC vy las transmite hacia la cascada de las
MAP quinasas. Mutaciones que suponen una ganancia de funcion de RAF,
incluyendo deleciones de su dominio N-terminal, implicado entre otras cosas en
la interaccion con RAS, le convierten en un potente oncogén (Heidecker y cols.,
1990 y Vojtek y cols., 1993). Otros oncogenes que codifican serina/treonina

quinasas son mos, pim, cot, etc.

Como cabria de esperar, los factores intercambiadores de nucleétidos

de guanina que catalizan la activacion de ras, pueden ser oncogénicos si se

activan constitutivamente.
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Figura 15. Localizacion subcelular de las proteinas oncogénicas. Los productos de los
oncogenes dominantes son componentes alterados de las vias de transmision de la sefial.
Obsérvese el paralelismo entre ésta figura y la Figura 14 (pag. 101) (Fundacién Cientifica

AECC, 1994).
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De este tipo son los productos de los oncogenes vav y dbl. Ademas, sos
puede inducir transformacion si es sobrexpresado en fibroblastos (Egan y cols.,

1993).

Hay oncogenes que codifican formas mutadas de adaptadores/sustratos
de tirosina quinasas, con dominios SH, y SH3, como crk, shc, nck, etc. Algunas
de estas proteinas, como CRK, deben la capacidad transformante a su
interaccidén con residuos de fosfotirosina implicados en la regulacién negativa
de tirosina quinasas como SRC (Cantley y cols., 1991). Por el contrario, la
sobrexpresion de moléculas adaptadoras como sbc, nck y grb2 induce la
emisidon constitutiva de sefiales estimuladoras a las etapas siguientes de la via
de sefializacion iniciada en tirosina quinasas tanto tipo SRC como tipo receptor.
Dado el papel central de las MAP quinasas como integradoras de multiples
sefales, y como responsables de su transmisién directa al ndcleo, resulta
sorprendente que no se haya encontrado ninguna MAP quinasa activada
oncogénicamente. El hecho de que la activacion de las MAP quinasas requiera
su fosforilacion en mudltiples sitios, mecanismo probablemente disefiado para
evitar su activacion accidental, podria explicar que no sea facil que se activen
como oncogenes. Por ultimo, las proteinas nucleares, blanco final de la via de
sefalizacion, como factores de transcripcion, (ets, rel, ski, evi-1, etc.,) y los
productos de genes de induccion temprana por factores de crecimiento, (fos,
jun, myc, etc.,,) pueden activarse oncogenicamente por alteraciones
estructurales que estimulen constitutivamente su capacidad de regular la
transcripcion génica, o por sobrexpresién. Recientemente, se ha implicado

incluso una ciclina de G1, la ciclina D1, en carcinogénesis humana como el
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oncogén pradl, el cual se ha encontrado reordenado en adenomas
paratiroideos. Como consecuencia del reordenamiento el promotor de la
hormona paratiroidea se sitta en la region 5 de pradl causando la
sobrexpresiéon de su producto, la ciclina D1. La acumulacion de las ciclinas de
G1 es probablemente el factor limitante para que las células pasen el punto de
restricciéon (R) y se “comprometan” a la entrada en fase S y en mitosis. La
ciclina D1 es inducida por CSF-1 y tal vez por otros factores de crecimiento al
final de la fase G1, por lo que conceptualmente su capacidad de inducir
transformaciéon no es diferente de la de otros genes de induccién temprana no
inmediata, como myc. Puesto que los adenomas paratiroideos son benignos,
parece que la sobrexpresion de la ciclina D1 solo confiere una ventaja
proliferativa, sin llegar a causar tumores invasivos. Todas las evidencias
indican que el gen pradl es el oncogén bcl-1, frecuentemente implicado en
linfomas/leucemias de células B. Ademas, pradl/bcl 1, int-2 y hst se
encuentran en el mismo amplicén, en el cromosoma 11913, que se encuentra
frecuentemente amplificado en tumores de mama y de células escamosas, de
forma que la ciclina D1 podria ser responsable principal del fenotipo tumoral en

estos casos (Motokura y Arnold, 1993).

La via de sefalizacién descrita esta sometida a un control negativo
ejercido a todos los niveles desde el exterior de la célula hasta el nucleo. Son
componentes de esa via negativa, los inhibidores del crecimiento, las proteina
fosfatasas, los reguladores negativos de RAS, los inhibidores endégenos de
quinasa y fosfatasas, y las proteinas nucleares reguladoras del ciclo celular,

como pRb; o aquellas encargadas de retrasar la replicacion del DNA dafiado
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hasta que esté reparado, 0 en su caso de inducir la muerte celular programada

0 apoptosis, como p53.

La pérdida de funcién de estas proteinas reguladoras negativas de la
proliferacion, al eliminar un freno de ésta, puede conducir al crecimiento

incontrolado y a la transformacién maligna.

Los genes que codifican estas proteinas se denominan oncogenes
recesivos y hoy se sabe que la carcinogénesis es un proceso multietapa que
requiere la cooperacién de los dos tipos de oncogenes descritos, dominantes y

recesivos (Vogelstein y Kinzler, 1993).

5.2. Oncogenes derivados de receptores tirosina qui  nasa.

Los receptores de los factores de crecimiento ocupan una posicion clave
en la via de transmision de las sefiales mitogénicas y de diferenciacion. Estos
receptores tienen una estructura modular, la mas compleja entre los
componentes de la via, con un dominio catalitico con actividad tirosina quinasa,
en cuya regulacion positiva y negativa estan implicados todos los demas

dominios de la molécula.

Desde el descubrimiento de que el oncogén viral v-erbB codificaba una

forma alterada del receptor del EGF, se han descrito al menos 13 oncogenes

cuyos productos derivan de receptores tirosina quinasa. Las alteraciones
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estructurales de estos oncogenes, aunque diferentes en los detalles, tienen

varios aspectos comunes:

1. La alteracion da lugar a un receptor aberrante con actividad
tirosina quinasa constitutiva, debido a la eliminacion o mutacion de dominios
implicados en la regulacion negativa, como el dominio extracelular que ejerce
un control negativo sobre la actividad del receptor que es liberado,
fisiol6gicamente por la union del ligando, y en la oncogénesis por mutacion. La
mayor parte de las oncoproteinas derivadas de los RTKs carecen de dominio
extracelular, por lo que no pueden unir ni responder al ligando. Otras
mutaciones, asi como las fusiones con otras proteinas, parecen inducir la
dimerizacion del ligando con la consiguiente estimulacion de la actividad

quinasa del receptor.

2. En muchos casos los oncogenes RTK se expresan en tipos
celulares diferentes de aquellos en los que se expresa el gen normal. Esto,
unido a la activacion constitutiva de la quinasa, puede dar lugar a la
fosforilacién no fisiolégica de sustratos y a la transformaciéon de estos tipos

celulares.

3. La proteina oncogénica tiene a veces una localizacion
subcelular anormal de forma que puede interaccionar con y fosforilar sustratos
inadecuados, o a los sustratos normales en el compartimento celular

inadecuado.
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4. Otro mecanismo de activacién oncogénica de los RTKs es
la sobrexpresion de receptores estructuralmente normales en células que
expresan también el ligando o son estimuladas por éste. La sobrexpresion de
un receptor podria favorecer la formacion de complejos activos ligando-receptor
a bajas concentraciones de ligando, como las que se dan normalmente en el
organismo, que conferirian a la célula con mayor nimero de receptores una

ventaja proliferativa.

Muchos de los eventos genéticos en el inicio tumoral han sido
identificados y bien definidos en el cancer tiroideo. Durante las dos pasadas
décadas, los genes activadores de cancer mediante la ruta MAP quinasa,
(MAPK)-principalmente, la mutacion V600E del BRAF, reordenaciones
RET/PTC y mutaciones en RAS- han estado claramente implicadas en la
patogénesis de PTC (Xing, 2005). Posteriormente fue descrito que tres de ellos
eran mutuamente exclusivos y se cree que son los causantes en la patogénesis
de una proporcién significativa de PTC. Igualmente, existe una evidencia
interesante que sugiere que los genes activadores del cAncer mediante la ruta
del fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K)-PI3KCA y PTEN- estan implicados en la
patogénesis de FTC (Xing, 2005). Dos clases de evidencias demuestran que
los acontecimientos genéticos anteriormente descritos probablemente son
acontecimientos de inicio tumoral. Uno de ellos es la presencia de mutaciones
en microcarcinomas. El otro surge de estudios con ratones transgénicos, donde
la activacion especifica de esos oncogenes en el tiroides provoca un fenotipo

tumoral muy similar al observado en humanos. Finalmente, los mecanismos de
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desregulacion de p53 parecen ser un segundo paso importante, permitiendo la

formacién de PDC/ATC (Fig. 16) (Riesco-Eizaguirre, 2007).
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Figura 16. La célula tiroidea necesita, para su proliferacién y crecimiento, la activacion
combinada de las rutas cAMP/PKA, MAPK y PI3K, mediada por la TSH y otros factores de
crecimiento. El fenotipo tumoral puede diferir en parte de acuerdo con la preexistencia de una
ruta aberrantemente activada y la temprana o tardia progresion tumoral. Esto ha conducido al
desarrollo de nuevas terapias que bloquean estas rutas (Riesco-Eizaguirre, 2006).

5.3. El oncogén ret

El gen ret fue aislado como un gen transformante en experimentos de
transfeccion de DNA de un linfoma de células T, en fibroblastos NIH3T3. El
analisis del DNA del oncogén mostrO que se habia originado por un
reordenamiento ocurrido durante la transfeccion, que fusiond secuencias de
una tirosina quinasa con parte de un gen que codifica una proteina con “dedos

de zinc”, denominado rfp.
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El oncogén ret codifica una proteina de fusidn constituida por 315
aminoacidos del extremo amino de RFP, seguidos por un dominio

transmembranal y uno tirosina quinasa de RET (Takahashi y Cooper, 1987).

La clonacion del cDNA del oncogén ret demostré que éste codifica un
receptor TK que tiene la particularidad de poseer dos dominios
transmembranales, como ROS y SEVENLESS. El receptor RET es el prototipo
de una familia caracterizada por poseer dominios tipo cadherina en el dominio
extracelular, lo cual, unido a una semejanza con SEVENLESS, sugiere que

RET podria participar en interacciones célula- célula.

El procesamiento alternativo del mRNA de ret da lugar a dos tipos de
extremo amino, con y sin péptido sefial, y a dos tipos de extremo carboxilo
diferentes, codificados por exones alternativos, uno de 51 aminoécidos que

incluyen dos residuos de tirosina, y el otro de 9 que no incluye tirosinas.

El gen ret codifica mRNAs de 3,5; 4,5; 6 y 7 Kb detectados en varias
lineas celulares humanos como THP-1 (leucemia monocitica), HL-60 (leucemia
promielocitica) y SK-N-SH (neuroblastoma). En tejidos de raton adulto se han
detectado dos mRNAs de 4,5y 6 Kb, exclusivamente en médula espinal, y mas
recientemente a muy bajos niveles en tiroides normal y a altos niveles en
carcinomas medulares de tiroides, feocromocitomas y neuroblastomas (Santoro

y cols., 1990, Nagao y cols., 1990).
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En el reordenamiento responsable de la primera activacién descrita de
ret, la mayor parte del dominio extracelular del receptor fue sustituida por
secuencias del gen rfp, aunque se mantenia el segundo dominio
transmembranal. En otros reordenamientos descritos posteriormente este
dominio también resulta eliminado, mientras que el dominio TK se mantiene

intacto en todos los casos (Fig. 17).

En los ultimos afios se ha demostrado que un oncogén activado en

aproximadamente el 30% de tumores papilares de tiroides humanos,

denominado PTC, es una forma activada del gen ret.

Figura 17. Esquema representativo de las rutas activadas por el oncogén ret/PTC.
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En todos estos casos la activacion es consecuencia de reordenamientos
somaticos, detectados en los tumores pero no en tejido normal de los
pacientes. En 9 de los 14 casos descritos, ret estaba fusionado con secuencias
del locus D10S170, originalmente denominado H4, localizado, al igual que ret,

en el brazo largo del cromosoma 10 humano (Grieco y cols., 1990).

En el caso mejor caracterizado, se vio que el reordenamiento consistio
en una inversion paracéntrica del brazo largo del cromosoma 10, inv (10)
(g11.2921). El oncogén resultante codificaba una proteina hibrida cuyo extremo
amino procedia del gen H4, y seguido inmediatamente por el dominio TK de
ret. En los 9 casos, el segundo dominio transmembranal fue eliminado, y el
reordenamiento ocurrié en el intrén situado entre los exones que codifican los

dominios TM y TK de Ret.

En los otros 5 casos, el locus H4 no estaba implicado. En al menos uno
de ellos, ret se fusiond con el gen que codifica la subunidad reguladora a de la
proteina quinasa A, Rla, que esta localizado en el cromosoma 17. El

reordenamiento ocurrié en el mismo intron que en el caso de la fusién con H4.

La proteina hibrida resultante tiene un extremo amino formado por 236
aminoacidos procedentes de Rla, seguidos por el dominio TK de ret. Esta
proteina existe en dos formas de 76 y 81 kDa., que difieren en su extremo
carboxilo debido al procesamiento alternativo del extremo 3’ del gen ret, que

hemos mencionado antes.
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En experimentos de inmunoprecipitacion y Western, en condiciones no
reductoras, se ha podido demostrar que las proteinas hibridas forman homo y
heterodimeros, probablemente debido a la presencia de las secuencias de Rla
responsables de que esta proteina, en su configuracion normal, forme dimeros
estabilizados por puentes disulfuro. La dimerizacion es probablemente
responsable de la actividad tirosina quinasa constitutiva exhibida por la proteina

oncogénica (Bongarzone y cols., 1993).

En resumen, la actividad transformante de las oncoproteinas RET puede
deberse a la combinacion de una serie de -caracteristicas genéticas y
bioguimicas conferidas por la fusién de H4 o a Rlq, entre las que cabe citar: a)
la expresion de la quinasa RET en tipos celulares donde normalmente no se
expresa, debido a que los genes H4 y Rla proporcionan secuencias promotoras
al gen hibrido; b) la localizacién subcelular inadecuada de la proteina hibrida,
probablemente citopldsmica; c) la dimerizacion espontdnea, en ausencia de
ligando, mediada por las secuencias de H4 y Rla, que conduce a la actividad
quinasa constitutiva; y d) probablemente la eliminacién del dominio extracelular,
gue suele ejercer un control negativo sobre la actividad quinasa del receptor,

contribuye a la activacion constitutiva de éste.

En otros estudios se ha observado un menor porcentaje (11%) de
tumores papilares de tiroides con el gen ret reordenado, aunque se ha
observado que un gran porcentaje de ellos (50%), presentaba metastasis a

distancia (Jhiang y cols., 1992).
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Los andlisis genéticos de PTC realizados a nifios expuestos a radiacion
durante el accidente nuclear de Chernobyl implicaban al oncogén ret en la
patogénesis de los tumores que presentaban (Klugbaues y cols., 1995;
Fugazzola y cols., 1995 y Nikiforov y cols., 1997). El oncogén ret es un receptor
tirosina quinasa que se expresa principalmente en células derivadas de la
cresta neural, normalmente no se expresa o0 esta presente en muy bajos
niveles en células foliculares tiroideas. La activacion de ret en PTC ocurre a
través de la recombinacion cromosomica, originando una expresion ilegitima de
la fusion proteica que consiste en un dominio intracelular de la tirosina quinasa
de RET acoplado al fragmento N-terminal de un gen heterélogo, dando un
aumento de oncoproteinas ret/PTC (Santoro y cols., 1992). Se han identificado
varias formas, las cuales difieren en el extremo 5 involucrado en el

reordenamiento, las dos mas comunes son RET/PTC1y RET/PTC3.

Las mutaciones ret estan presentes en PTC esporadicos. Después de la
exposicion de los nifios a la radiacion, surgieron muchos casos de PTC
(Santoro y cols., 1992; Ito y cols., 1994; Fugazzola y cols., 1995; Bongarzone y
cols., 1996 y Bounacer y cols., 1997;). Sin embargo, las mutaciones ret no
estan restringidas al fenotipo maligno, también se han encontrado en el
comienzo de los nédulos tiroideos (Bounacer y cols., 1997 y Elisei y cols.,
2001) incluyendo FAs (Ishizaka y cols., 1991) vy tiroiditis de Hashimoto
(Nikiforov 2002). Estas mutaciones son muy abundantes en microcarcinomas y
no se han descrito en PDC o ATC. ElI RET/PTC 1 tiende a ser mas comun en
tumores con crecimiento papilar tipico, ademas RET/PTC3 esta también

presente en la variante sélida de PTC, que tiende a tener un comportamiento
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tumoral mas agresivo (Nikiforov, 2002). Las frecuencias de reordenamientos
ret/PTC en PTC esporadicos varian extensamente entre paises diferentes; se
han descrito limites bajos como el 2.5% en Arabia Saudita y altos, como el 59%
en el Reino Unido (Nikiforov, 2002). Se han evocado varias razones para esta
amplia variedad de frecuencias, como son: el origen étnico o genético en la
ocurrencia de las reordenaciones ret, el uso de diferentes métodos deteccion,
la heterogeneidad genética de los tumores y, finalmente, no se puede descartar
el desconocimiento de la exposicion ambiental a radiaciones ionizantes o a
otros factores mutagénicos (Zhu y cols., 2006). La sobrexpresion especifica de
RET/PTC1 en tiroides (Jhiang y cols., 1996 y Santoro y cols., 1996) o
RET/PTC3 en ratones transgénicos, permite el desarrollo de tumores con
caracteristicas histologicas similares a los PTC. Los ratones transgénicos
RET/PTC1 desarrollan tumores tiroideos con manifestaciones de hiperplasia
tiroidea, la principal caracteristica histologica de los PTC. Estos tumores son
lentamente progresivos y no causan metastasis (Santoro y cols., 1996). Los
ratones transgénicos que expresan RET/PTC3 humano, desarrollan hiperplasia
tiroidea y variantes tumorales sélidas del PTC que metastatizan en los nédulos
linfaticos regionales (Powell y cols., 1998).

Existe una gran evidencia de que la radiacion ionizante puede inducir
directamente eventos recombinatorios de ret (Ito y cols., 1993 y Ito y cols.,
1994), siendo el factor de mayor riesgo de desarrollo de PTC. Parece existir
una relacion entre los eventos ambientales y el inicio tumoral en el cancer de
tiroides. Finalmente, puede considerarse a ret como diana para la inhibicion
selectiva en los PTC. En varios estudios preclinicos publicados por diferentes

grupos se ha mostrado los efectos inhibidores, en bajas concentraciones
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(nanomolares), de la actividad RET quinasa y el deterioro del crecimiento
celular in vitro y en ratones con tumores humanos implantados (Carlomagno y

cols., 2002, 2003; Lanzi y cols., 2003 y Strock y cols., 2003).

5.4. El papel intrinseco del oncogén ras en PTCy FTC.

Las frecuencias de las mutaciones ras en neoplasias tiroideas varia
considerablemente a lo largo de diferentes series (Tabla 3, pag. 122). Las
mutaciones ras no estan restringidas a un tipo de tumor tiroideo especifico, sino
qgue estan presentes en FA, FTC, variante folicular de PTC y, en alta
frecuencia, en PDC y ATC (Lemoine y cols., 1988; Wright y cols., 1989; Suarez
y cols., 1990; Namba y cols., 1990; Challeton y cols., 1995 y Garcia-Rostan y
cols., 2003;). Interesantemente, los ratones transgénicos expresan mutaciones
N-ras en células foliculares tiroideas desarrolladas en el 11% de los FAs y
aproximadamente en el 40% de las desarrolladas en carcinomas foliculares
invasivos, en algunos casos con morfologia papilar/folicular. Sobre el 25% de
los carcinomas N-ras exhibieron grandes areas pobremente diferenciadas con
invasion vascular y metastasis distales en pulmén, hueso o higado (Vitagliano y

cols., 2006).

Esta oncoproteina esta presente en PTC y FTC y se ha demostrado que
RAS activa la ruta MAPK y PI3K/AKT en células epiteliales. Asi, se podria
especular que, dependiendo de la preexistencia de la activacion de la ruta por
RAS y/o el contexto celular, la célula desarrollarda PTC o FTC, aunque los

mecanismos subyacentes de los distintos destinos no estan claros todavia.
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B-RAF | RET/PTC | RAS | PI3KCA* | PTEN | PAX8/PPART
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
PTC 29-83 2,5-59* - - - -
PTCfV - - 5-15 15 2 37,5
FTC - - 7-62 8-42 6-7 36-45
FA - 14 9-11 8-23 - 4-33
ATC/PDC 10-35 - 50-55 54 16 -
EXTENSION Sl NO - - - -
EXTRATIROIDEA
INCREMENTO DEL S NO - - - -
RIESGO DE
RECURRENCIA
POCA ? NO Sl - - -
SUPERVIVENCIA

* Ganancia de copias 0 mutaciones del gen PI3KCa
** Preferentemente en pacientes con PTC después de la exposicion a radiacion y en nifios.

Tabla 3. Principales eventos génicos presentes en el cancer de tiroides (Riesco-Eizaguirre y
cols., 2007).

Fernandez-Santos y cols. (2004) en un estudio sobre la prevalencia de
mutaciones K-ras en tumores tiroideos de ratas Wistar inducidos mediante
yodo radiactivo y perclorato potasico, sugirieron que las mutaciones en el gen
K-ras no estan involucradas en la carcinogénesis experimental tiroidea ya que
no encontraron estas mutaciones en los 72 carcinomas tiroideos
experimentales que analizaron y aunque estos datos coinciden con los trabajos
publicados por otros autores, también existen publicaciones que los
contradicen, tanto en investigaciones experimentales como en carcinomas

tiroideos humanos. Por lo tanto, afiaden que las mutaciones del gen K-ras no
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son un evento frecuente ni temprano en la carcinogénesis tiroidea

experimental. .

5.5. El oncogén BRAF como el evento genético mas co  mun y especifico

en PTC esporadico.

La mutacion V600E del gen B-raf, presente en 29-83% de losPTC
esporadico, ha llegado a ser el cambio genético mas comun en esta patologia
(Xing 2005). A diferencia de RAS o las reordenaciones RET/PTC, las
mutaciones de BRAF son Unicas en PTC, y no se encuentran en ninguna otra
forma de neoplasia folicular bien diferenciada surgida del mismo tipo celular.
Las mutaciones del BRAF pueden ocurrir en fases tempranas del desarrollo de
PTC, basadas en la evidencia de que estan presentes en PTC microscoépicas
(Nikiforova y cols., 2003). La variante de PTC de célula alta, extensamente
conocida como la mas agresiva, tiene en particular un alto predominio de
mutaciones en BRAF (Nikiforova y cols., 2003). El ATC y el PDC surgen de un
PTC preexistente que también ha tenido una prevalencia significativa de
mutaciones en BRAF, a diferencia de los que surgen de los FTC preexistentes
(Nikiforova y cols., 2003; Namba y cols., 2003; Begum y cols., 2004; Soares y
cols., 2004; Xing y cols., 2004 y Quiros y cols., 2005;). La sobrexpresion
especifica en tiroides de mutaciones BRAF en ratones transgénicos permite
desarrollar tumores con caracteristicas histolégicas consistentes en un PTC
invasivo, que exhibe caracteristicas focales clasicas, caracteristicas focales de

células altas y PDCs focales. Estos ratones tuvieron un 30% menos de
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supervivencia a los 5 meses (Knauf y cols., 2005). Esto explica el fenotipo

BRAF positivo en PTCs humanos (Fig. 18, pag. 125).

Aprovechando la presencia Unica de mutaciones del gen B-raf en PTC,
se ha estudiado su valor pronéstico. La FNA es una técnica usada
rutinariamente en los diagnosticos preoperatorios de nddulos tiroideos, pero el
15-20% de las FNA son indeterminadas. Un prondstico fiable podria ser la
deteccion de una mutacion del gen B-raf en células aspiradas por FNA de un
nddulo tiroideo y se ha mostrado el establecimiento de diagnosis de PTC en el
16% de los carcinomas sin grupos indeterminados (Cohen y cols., 2004 y Xing

y cols., 2004).

Se ha observado una asociacion entre B-raf y caracteristicas
clinicopatologicas agresivas tales como un estado clinico avanzado y la
extension extratiroidal (Nikiforova y cols., 2003; Namba y cols., 2003; Xing y
cols., 2005 y Riesco- Eizaguirre y cols., 2006) y, mas importante, una alta tasa
de recurrencia durante la fase temprana de los pacientes. Ademas, Riesco-
Eizaguirre y col. (2006), junto con Xing y col. (2005), argumentan que la
mayoria de las recurrencias BRAF-positivas no tiene ninguna avidez por la
radioiodida (D**') y no responden al tratamiento con yodo y que los tumores
BRAF-positivos tienen un bajo nivel significativo de expresion del simporte
sodio/yodo (NIS). Esto apunta a que estos eventos genéticos pueden ser un
nuevo marcador bioldgico para predecir el pobre prondstico y la resistencia al

tratamiento de pacientes con bajo y alto riesgo.
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Figura 18. Esquema de la ruta ras/B-raff MEK/ERK en la célula tiroidea.

Sin embargo, existe controversia a este respecto, o que sugiere la
necesidad de estudios aleatorios retrospectivos con una serie grande de
pacientes. La observacion de tumores BRAF-positivos con bajos niveles de
expresion de NIS, asociados con las recurrencias comentadas anteriormente,
junto con el hecho de que pierda la capacidad de concentrar radioiodida,

puede ayudar a aclarar los mecanismos basicos del proceso de diferenciaciéon
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que afecta a algunas metéastasis del cancer de tiroides. Ademas, proveen de
nuevas estrategias para tratar la todavia no resuelta situacion de elevada
tiroglobulina y exploraciones negativas de radioiodida en pacientes con cancer

de tiroides.

5.6. El papel emergente de la ruta fosfatidilinosit ol 3 quinasa (PI3K)/Akt en

FTC.

La activacién de PI3K puede producirse mediante dos mecanismos.
Primero, por una fosforilacién del residuo tirosina (Y) en el receptor que actia
como un lugar de anclaje para el p85 que es la subunidad reguladora de PI3K
(Blalock y cols., 1999). Esta subunidad recluta a la subunidad catalitica de
PI3K, pll1l0, de este complejo. Alternativamente, una sobreactivacion del
receptor por la citoquina afin hace que SHC se una al receptor para permitir a
GRB-2 y SOS formar un complejo que activa a RAS (Rodriguez-Viciana y cols.,
1996; Vanhaesebroeck y cols., 1997; Duronio y cols., 1998 y Scheid y cols.,
2001). Entonces, RAS puede inducir la localizacion y activacion de la
subunidad p110 de PI3K (Pacold y cols., 2000). Esta interaccion especifica
ocurre entre dos regiones de RAS, conocidas como switch | (residuos 33-41) y
switch Il (residuos 63, 64 y 73), las cuales se unen a una secuencia en PI3K.,,
llamada dominio de union a RAS (RBD) (Djordjevic y Driscoll, 2002). La
subunidad reguladora de PI3K, p85, contiene dos dominios reguladores
adicionales: un dominio sensible a GPTasa (GRD) que puede mediar la
activacion de PI3K a través de la union de una pequefia GTPasa (Ras, Rac-1),

y un dominio inhibidor que puede bloquear esas uniones. La union de PI3K
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puede ser anulada cuando ciertas tirosinas quinasas como SRC, LCK y ABL
fosforilan al residuo S668 contenido dentro del dominio inhibitorio (Chan y cols.,
2002). Existen diferentes isoformas de RAS que activan a PI3K. Aunque
normalmente las moléculas de RAS activan cada una de las cascadas PI3K/Akt
y BRAF/MEK/ERK, Ha-Ras activa preferentemente a PI3K y Ki-RAS a BRAF

(Yany cols., 1998).

PI3K activado convierte al fosfatidilinositol (4,5)-fosfato [Pl (4,5) P2] en
fosfatidilinositol (3, 4,5)-fosfato [PI (3, 4,5) P3], que se une en la membrana al
fosfatidilinositol dependiente de kinasa-1 (PDK1) mediante su homologia con el
dominio pleckstrina (PH). AKT se recluta también a la membrana por su
dominio PH y es fosforilado en los residuos T308 y S473 por PDK1 y una

kinasa no identificada respectivamente (Fig. 19, pag. 128).

Akt es el principal mediador de PI3K que inicia la sefializacion y tiene un
namero de sustratos aguas abajo que puede contribuir a transformaciones
malignas. Algunos de estos sustratos son Bad, procaspasa 9, L-kB kinasa
(IKK), CREB, la familia de factores de transcripcion FKHR/AFX/FOX, glicbgeno
sintasa kinasa 3 (GSK-3), p21°"! y Raf (Nicholson y Anderson, 2002). IKK y
CREB son activados por la fosforilacion de Akt, mientras que Raf, Bad,

procaspasa 9, FKHR y GSK-3 son inactivadas.
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Figura 19. Activacién de la ruta PI3K/Akt. Se representan los dos mecanismos por los que la
activacion del receptor de citoquina puede resultar en la activacion de la ruta PI3K/Akt. Nétese
gue la activacion de esta ruta ocurre en las proximidades de la membrana celular. SH2:
dominio Src homologo2; PH: dominio de homologia pleckstrin.

La actividad de la ruta PI3K/Akt es regulada negativamente mediante la
accion de fosfatasas. La fosfatasa y tensina homdloga delecionada en el
cromosoma 10 (PTEN), que también puede mutar en mdultiples canceres
avanzados-1 (MMAC1), asi como Src homologo 2 (SH2), contienen fosfatasas
1y 2 (SHIP-1y SHIP-2) que quitan fosfatos a PI (3, 4,5) P3 (Wu y cols., 1998;
Sakai y cols., 1998; Muraille y cols., 1999; Vazquez y cols., 2000 y Taylor y
cols., 2000). Las mutaciones de estas fosfatasas que eliminan su actividad
pueden permitir la progresion tumoral. Consecuentemente, los genes que
codifican esas fosfatasas son denominados antioncogenes 0 genes supresores
de tumores. La visién general de la ruta PI3K/Akt se representa en la Figura 20

(pag. 130).
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La primera evidencia de la implicacion de este mecanismo en los
tumores tiroideos se encontrd en un sindrome llamado enfermedad de Cowden.
Las mutaciones germinales del gen PTEN confieren predisposicion para la
enfermedad Cowden, una condicién caracteristica para el desarrollo de dafios
en multiples érganos, empezando por desérdenes tiroideos tales como bocio
multinodular y adenoma, y un incremento del riesgo de cancer de tiroides
(principalmente de tipo folicular), mama y otros (Eng, 1998). La pérdida de
heterocigosis (LOH) se encontrd en el 27% de los carcinomas foliculares y 7%
de FAs, uno de los cuales fue una pequefia delecibn homocigotica (Halachmi y
cols., 1998), y pérdida o reduccién de la expresion de PTEN, asi como una
inapropiada compartimentacion subcelular en tumores tiroideos (Bruni y cols.,
2000; Gimm y cols., 2000 y Vasko y cols., 2004). La potencial relevancia de
estos mecanismos apoya la idea del incremento en la expresion y activacion de
Akt en canceres tiroideos, particularmente en FTC (Vasko y cols., 2004 y

Ringel y cols., 2001).

Ademaés, la pérdida de PTEN en ratones transgénicos y la consiguiente
activacion del mecanismo PI3K/Akt causa bocio y FA, pero no es suficiente
para la transformacion maligna de células tiroideas (Yeager y cols.,
2007).Todos estos datos han apoyado la idea de buscar otros genes
involucrados en la ruta PI3K/Akt que puedan estar involucrados. Existen varios
grupos que han descrito mutaciones somaticas dentro de la subunidad
catalitica de PI3K (PI3KCA) y/o amplificacion del gen PI3BKCA en FA, FTC, PTC
y ATC asi como en varias lineas de tumores tiroideos (Garcia-Rostan y cols.,

2005; Wu y cols., 2005 y Wang y cols., 2007).
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Figura 20. Vision de la ruta PI3K/Akt. La ruta PI3K/Akt es activada por p85, subunidad
reguladora de PI3K unida a un residuo de tirosina activado en el receptor IL-3 activado o
mediante la subunidad p110 de PI3K unida a Ras activado. Cada uno resulta en la localizacion
de PI3K en la membrana. Se muestran algunos de los efectos de la activacion de la ruta PI3K
aguas abajo. Pl (4,5) P, es fosforilado por PI3K a PI (3, 4,5) Ps, el cual promueve la localizacién
en la membrana de PDK1 a través de su dominio PH. PDK1 fosforila y activa a Akt. Nétese que,
dependiendo del residuo fosforilado, las proteinas pueden ser activadas o inactivadas por
fosforilacion. Proteinas activadas mediante la fosforilacion de Ser/Thr oTir se indican con una P
negra en un circulo blanco. Las proteinas inactivadas mediante la fosforilacion de Ser/Thr o Tir
se indican con una P blanca en un circulo negro. Los factores de transcripcién estan indicados
con rombos, las fosfatasas por rectangulos y las fosfatasas que inhiben actividad, como PTEN y
SHIP representadas con rectangulos negros. La PP2A fosfatasa, que activa a Raf, indicada en
rectangulo blanco. Las flechas abiertas indican grupos fosfatos hidrolizados por fosfatasas.
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Los autores no mencionan si estas mutaciones de PI3KCA estan
presentes en variantes foliculares de PTC (PTCfv), un subtipo comin de PTC
consistente en un cambio nuclear distintivo de PTC pero sin la formacion de
papilas. Por lo tanto, parece probable que PI3BKCA sea un nuevo oncogén
involucrado el desarrollo de los carcinomas tiroideos bien diferenciados
(particularmente FTC) y ATC. En un intento de investigar el conjunto global de
las alteraciones genéticas en el mecanismo PI3BKCA/Akt en céncer tiroideo
esporadico, Hou y colaboradores (2007) vieron la presencia de copias de
PISKCA y mutaciones en RAS y en PTEN frecuentes en una larga serie de
tumores tiroideos. Estos autores no encontraron ninguna de estas alteraciones
genéticas en el 31% de FA, en 55% de FTC, en 24% de PTC y en 58% de
ATC. El aumento de copias obtenidas en PISBKCA estaban asociadas con un
incremento de la expresion de la subunidad catalitica PI3K. No obstante, Hou y
cols., (2007) describieron esta exclusividad mutua de estas alteraciones en
carcinomas bien diferenciados y en adenomas, pero no en ATC, discutiendo
asi su papel en la progresion de FTC a ATC por acumulacion de estas
alteraciones genéticas en la ruta.

Muchos estudios in vitro e in vivo son necesarios para elucidar el papel
qgue juega esta activacion aberrante del mecanismo PI2KCA/Ark en la
tumorogénesis del tiroides, particularmente en FTC y ATC. Se han desarrollado
varias moléculas pequefias disefiadas especificamente como diana para
PISKCA-Akt, induciendo el secuestro del ciclo celular o apoptosis en células
cancerigenas humanas, tanto in vitro como in vivo (Osaki M y cols., 2004).

Ademas, la inhibicion especifica de la activacion de Akt podria ser una
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aproximacion valida para tratar malignidades tiroideas, particularmente FTC y

ATC.

5.7. Los reordenamientos PAX8/PPAR .

La translocacion PAX8/PPARYy produce la fusion del gen del factor de
transcripcion especifico de tiroides, PAX8, con el gen PPARy, un factor de
transcripcion ubicuo con un importante papel en la regulacibn de genes
involucrados en la diferenciacion de los adipocitos y el metabolismo lipidico. La
translocacion del cromosoma 3p25 y 2913, crea una fusion génica que abarca
al promotor y al codon 50 proximal de la secuencia del gen del factor de
transcripcion especifico de tiroides, PAX8, y la mayor parte de la secuencia del
gen PPARYy. Los reordenamientos PAX8/PPARy se han identificado en una
porcion significativa de FTC (36-45%), FA (4-33%), la variante folicular de PTC
(37.5%) o el carcinoma de células Hurthle (Kroll y cols., 2000; Marques y cols.,
2002; Nikiforova y cols., 2002; French y cols., 2003; Nikiforova y cols., 2003 y

Castro y cols., 2006).

El mecanismo de transformacion inducido por PAX8/PPARy no esta
todavia claro. A pesar de que estos eventos genéticos estan claramente
asociados con FTC y FA, no existe una relacion con los mecanismos de
PI3K/Akt, aunque se ha demostrado que tiene un efecto negativo dominante en
la trans-activacion de PPARYy inducida por tiazolidinediona (Kroll y cols., 2000)
y la sobrexpresion del tipo salvaje de PPARYy en lineas celulares cancerigenas

de tiroides, inhibiendo el crecimiento celular, que aumenta fuertemente por el
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agonista PPAP (Martelli y cols., 2002). Sin embargo, Au y colaboradores (2006)
no encontraron este efecto negativo dominante en las células tiroideas de rata
FRTL5 ni en las células tiroideas humanas inmortalizadas, quedando sin
aclarar la incognita de si las propiedades transformantes de PAX8/PPARy

pueden ser atribuidas solo a la funcion inhibitoria de PPARYy.

5.8. El mecanismo p53 en la progresion del cancer.

Las mutaciones puntuales inactivadoras del gen supresor tumoral p53
son muy frecuentes en ATC y PDC, pero no en los carcinomas papilares bien
diferenciados o foliculares (Ito y cols., 1992 y Fagin y cols., 1993). Estos datos
implican la inactivacién de p53 como un importante paso en la progresion del
estadio tardio del cancer. Las células tiroideas que llevan una mutacion del gen
p53 no forman colonias en agar o tumores en ratones atimicos, sugiriendo que
una mutacion en el gen p53 no es suficiente para la induccion del fenotipo
maligno, y probablemente la cooperaciébn con otros oncogenes es necesaria
para lograr una malignidad completa. Sin embargo, un gen mutado p53 causa
una pérdida marcada del fenotipo diferenciado en la linea celular de tiroides de
rata PCC13, incluyendo la inhibicién de la expresion del factor de transcripcion
especifico de tiroides PAX8 (Battista S y cols., 1995). Inversamente, la re-
expresion de la actividad wt-p53 (silvestre) en lineas celulares cancerigenas
indiferenciadas de tiroides inhiben la proliferaciébn celular y restauran la

diferenciacion (Fagin y cols., 1996 y Moretti y cols., 1997).
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5.9. Una perspectiva integrada de la patogénesis de | cancer de tiroides:

hacia una clasificacién molecular.

El crecimiento celular tiroideo requiere la combinacion de efectos de
TSH, mediante la via cCAMP, ademas de la sefializacion de los factores de
crecimiento (por ejemplo IGF-I), principalmente a través de la ruta MAPK y
PI3K (Medina y cols., 2000 y Kimura y cols., 2001). Por lo tanto, seria légico
pensar que las mutaciones de los efectores a lo largo de estos mecanismos de
sefalizacion jueguen un papel principal en la patogénesis de la neoplasia
tiroidea. Por ejemplo, adenomas tiroideos funcionalmente autonomos estan
asociados con las mutaciones activadoras del receptor de TSH (Parma vy cols.,
1993; Porcellini y cols., 1994 y Parma y cols., 1995) o Gsa, permitiendo una
activacion constitutiva de la adenilciclasa (Lyons y cols., 1990 y O’ Sullivan vy
cols., 1991) (Fig.18 pag. 125). Estos comienzos tumorales raramente
progresan a malignidad. Por el contrario, existe una convincente evidencia que
indica que PTC, la forma mas prevalente del cancer de tiroides, requiere la
activacion constitutiva de la ruta MAPK para la iniciacion tumoral. Del mismo
modo, existe una clara evidencia de que la ruta PISK/AKT parece jugar un
importante papel en la iniciacién tumoral de FTC. Finalmente, la desregulaciéon
del mecanismo p53 se observa constantemente en ATC y tiene un papel mas
importante en la progresion tumoral (Fig. 18, pag. 125). Ademas, parece tener
una fuerte relacién entre el fenotipo histolégico de la neoplasia tiroidea y la ruta
predominantemente activada, es decir, hay tres caminos para que las células
tiroideas puedan proliferar inapropiadamente mediante estas tres rutas. Se

podria especular que el fenotipo tumoral podria diferir, en parte, de acuerdo a
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la preferencia de la ruta activada y su ocurrencia temprana o tardia en la
progresion tumoral. Este punto de vista es probablemente simplista pero es un
buen punto de comienzo que pueda conducir, por ejemplo, al desarrollo de

nuevas terapias diana destinadas al bloqueo de estas rutas.

Esta idea es compatible con lo observado en las células de tiroides
diferenciadas de rata PCC13 cuando hay una activacion de la ruta MAPK por
cualquiera de las tres oncoproteinas descritas hasta ahora en PTC. La
activacion del eje RET/PTC-RAS-BRAF induce proliferacion celular e invasion
de las células foliculares tiroideas, y la expresion del perfil génico revela que los
tres oncogenes activados en un programa transcripcional comun en las células
tiroideas incluye la regulacion al alza de las citoquinas (Melillo RM vy cols.,
2005). La expresion de perfiles de genes tumorales mediante microarrays de
cDNA ha demostrado que PTC se caracteriza por un modelo de expresion
global y especifica. De hecho, se han propuesto varios marcadores para
discriminar el PTC de otros tumores (Huang Y y cols., 2001; Wasenius VM y

cols., 2003; Finley DJ y cols., 2004 y Jarzab B y cols., 2005).

Sin embargo, mientras la ruta predominantemente activada determine el
fenotipo histoldgico principal del cancer de tiroides, la naturaleza de los eventos
genéticos determinard el comportamiento biolégico del tumor y se podria
predecir su prondstico. Hay una gran evidencia que indica que las mutaciones
ret/PTC, ras y B-raf ejercen sus implicaciones oncogénicas, exhibiendo
distintas caracteristicas patoldgicas, perfiles gendmicos, cambios epigenéticos

y comportamientos biolégicos.
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Figura 21. Esquema que representa los principales eventos genéticos asociados a los dos
principales tipos de cancer tiroideo bien diferenciados (PTC y FTC) y ATC. Notar que los
eventos genéticos presentes en la variante folicular de PTC (PTCfv) parecen indicar que esos
tumores estan mas relacionados a FTC que a PTC.

Por ejemplo, mientras ret y B-raf activen la misma ruta y estén
claramente involucrados en la patogénesis de PTC, el comportamiento
bioldgico y prondstico sera diferente (Tabla 3, pag. 122). B-raf predice un
menor estado de diferenciacion y una alta tasa de recurrencia, mientras que
ret/PTC no, incluso el tipo de reordenamientos dentro de ret /PTC determina su
pronéstico. RET/PTC 3 esta presente en la variante sélida de PTC, que es mas
agresiva, mientras que RET/PTC 1 esta presente en la forma clasica de PTC y
no esta asociada con un peor pronostico. Esto significa que pequefos cambios
en las condiciones finales (activaciones de diferentes mutaciones de la misma
oncoproteina y/o diferente contexto celular) pueden tener un gran impacto en el
resultado final (malignidad que conduce a metastasis y muerte). Este concepto
se apoya por el hecho de que, aunque PTC esté caracterizado por un modelo

global de expresiéon génica constante y especifico, se ha demostrado la
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activacion de un uUnico modelo de expresion génica empleado por las tres
principales oncoproteinas, BRAF, RET/PTC y RAS, (Giordano y cols., 2005 y
Mesa y cols., 2006). Por ejemplo, Mesa y colaboradores (2006) encontraron en
células epiteliales tiroideas normales de rata una regulacion al alza de las
metaloproteinasas inducidas so6lo por BRAF, pero no por RET/PTC. Esas
metaloproteinasas fueron esenciales para una menor invasion inducida por
BRAF. También, se ha hecho una consideracién especial en relaciéon a la
variante folicular de PTC (PTCfv). De algin modo sorprende que, mientras
desde un punto de vista clinicopatoldgico el PTCfv esté clasificado como PTC,
desde un punto de vista molecular, los principales eventos genéticos presentes
en PTCfv parecen decirnos que esos tumores estdn mas estrechamente

relacionados a FTC (Fig.21, pag. 136).

Si la naturaleza de estos eventos genéticos determina el
comportamiento biologico y la evolucion del paciente, entonces las terapias
deberian enfocarse mas bien a los genes implicados en estos eventos que en
las rutas que los dirigen. Esto podria tener implicaciones clinicas: seleccion de
pacientes para nuevas terapias con inhibidores especificos de quinasas,
basados principalmente en el estado mutacional del paciente y no solo en la
ruta predominantemente activada, el fenotipo histoldgico o las caracteristicas
clinicopatologicas. Se deberian dirigir los esfuerzos en conocer otras rutas de
sefalizacion y dianas moleculares (por ejemplo, genes involucrados en la
angiogénesis), que aunque no estuviesen activados directamente por
mutaciones genéticas, podrian ser cruciales para la progresiéon del cancer de

tiroides y encontrar asi dianas inhibidoras apropiadas.
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6. Animales de experimentacion en patologia tiroide  a.

El desarrollo de modelos experimentales de carcinogénesis hace posible
el analisis de la naturaleza y cronologia de los cambios moleculares que
acompafan a la expresion progresiva de los fenotipos tumorales. En particular,
se puede estudiar el papel de genes especificos, como los oncogenes y los
genes supresores de tumores, en las diferentes fases del desarrollo tumoral. El
uso de cepas puras de animales de laboratorio proporciona un fondo genético
homogéneo, haciendo el sistema altamente reproducible. Puesto que muchos
de estos modelos reproducen con bastante fidelidad la patogenia de las
neoplasias humanas homodlogas, un mejor conocimiento de sus mecanismos
moleculares subyacentes es probable que tenga relevancia para el cancer

humano (Fundacion Cientifica de AECC, 1994).

Los métodos para inducir tumores de tiroides en la rata pueden ser
divididos en dos grupos segun el mecanismo de accién. El primer grupo
comprende meétodos basados en el uso de sustancias con un efecto
oncogénico directo sobre células tiroideas, por ejemplo, agentes cancerigenos
apropiados. Los métodos del segundo grupo apuntan principalmente al
establecimiento de un desequilibrio hormonal que, como consecuencia,
conducira al desarrollo de tumor. Esta clasificacion, sin embargo, es bastante
artificial, ya que algunos agentes cancerigenos conocidos, con un mecanismo
de accién directo, también pueden producir perturbaciones hormonales

profundas e irreversibles que conducen a la carcinogénesis de tiroides. Y

143



viceversa, muchos de los agentes que solian provocar el desequilibro hormonal

pueden ejercer un efecto cancerigeno directo.

Esmarch (1942) fue, probablemente, el primero en inducir tumores de
tiroides en ratas por la inyeccion de metilcolantreno en la glandula. Mas tarde,
se estudi6 el uso directo de otros cancerigenos como los hidrocarburos
policiclicos (Gnatyshak, 1957) que causaban una alta frecuencia de carcinomas
de células escamosas y mal diferenciacién tumoral, pero los adenocarcinomas
eran solo ocasionales (Napalkov, 1958). Se describieron adenomas solitarios y
un adenocarcinoma en ratas alimentadas con 2-acetilaminofluoreno o tratados
con dicloro-benceno (Cox y cols., 1947; Pliss, 1959). Los métodos que implican
la administracién local o aplicacién sistémica de sustancias cancerigenas

nunca han sido usados para la induccién de tumor de tiroides en ratas.

El descubrimiento del efecto tirostatico de unas sustancias naturales y el
desarrollo subsecuente de numerosos preparativos sintéticos con la misma
accion, proporciond una técnica mucho mas conveniente para la produccién
experimental de neoplasias de tiroides. Esta estrategia desarrollada en los
experimentos de Griesbach y cols., (1945), consistia en alimentar ratas Wistar
con una dieta que contenia semillas de Brassica, obteniéndose a los dieciocho
meses adenomas de tiroides. Bielschowsky (1945) describié tumores de
tiroides benignos en ratas tratadas con aliltiourea; Purves y Griesbach (1947)
demostraron el desarrollo del crecimiento maligno en glandulas tiroideas de

ratas expuestas a tiourea durante casi dos afnos.
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Durante la década siguiente, este método de induccién de tumor de
tiroides en ratas fue desarrollado en numerosos experimentos con diferentes
sustancias antitiroideas (tirostaticos, goitrogénicos), la mayor parte de ellos
derivados de tiourea o tiouracil (Morris, 1955a-b; Bielschowsky, 1955 y
Napalkov, 1958). Desde entonces, el Unico avance ha sido la introduccién de 3-
amino-l, 2,4 triazol. Esta droga antitiroidea tan poderosa, tiene una estructura
guimica diferente a la de las tioamidas o tiocarbomidas y es un inductor muy
eficaz de tumores de tiroides en ratas (Jukes y Shaffer, 1960; Napalkov, 1962;

Tsuda, 1983).

Se puede decir que numerosos experimentos han confirmado la
capacidad de drogas antitiroideas para conducir al desarrollo tumoral en ratas
tratadas durante periodos suficientemente largos (al menos varios meses). La
frecuencia y el aspecto de tumor varian considerablemente, en la rata, con la

estructura quimica y la dosificacion de la droga.

Por lo general, la intensidad de la tumorigénesis es directamente
proporcional a la dosificacién diaria de la droga, pero sélo hasta un cierto nivel.
Los niveles de dosis mas eficaces para la induccién de tumor de tiroides en la
rata son aquellos que no previenen la restauracion del estado eutiroideo
después de un cierto periodo de administracién continua de la droga. En tales
condiciones, surgen neoplasias de tiroides verdaderas, mas o menos, en
ligeramente mas del 50 % de las ratas que sobreviven a partir de uno a dos
afos después del comienzo de tratamiento. Aproximadamente la mitad de los

tumores de tiroides desarrollados hacia el final del segundo afio posee los
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rasgos caracteristicos de crecimiento maligno. Los datos sobre la frecuencia
comparativa de tumores malignos y benignos inducidos por drogas antitiroideas
en ratas masculinas y femeninas son muy contradictorios, y no permiten dibujar

ninguna conclusion definida.

Hay tres clases principales de agentes farmacoldgicos utilizados en la
clinica para el tratamiento del hipertiroidismo: a) Las tioamidas (p.e.:
metiltiouracilo, propiltiouracilo, tiocarbamida e imidazol), que generalmente
actuan inhibiendo la formacién de yodo activo a la subsecuente iodacién de
residuos tirosilo (Forrest, 1975). b) Los ioduros, que tienen un efecto de
inhibicion transitoria de la sintesis hormonal y que raramente son utilizados de
forma aislada en pacientes hipertiroideos. Sin embargo, cuando se suministran
junto a una droga tionamidica, constituyen una buena pauta de tratamiento
(Kasai y cols., 1976). c) Los aniones monovalentes, entre los que se encuentra
el perclorato, que inhiben el transporte de yodo al tiroides impidiendo
consecuentemente la sintesis hormonal por deplecién de los ioduros tiroideos
(Stewart y cols., 1966). Al existir déficit en sangre de hormonas tiroideas se
induce un aumento de la TSH por retroalimentacion negativa y, por tanto, las
modificaciones que sufre el tiroides ante cualquier mecanismo estimulador
guardan relacion directa y dependen, fundamentalmente, de la TSH secretada

por la adenohipdfisis (Fig. 22, pag. 142).
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Figura 22. Mecanismo de accion de las drogas que disminuyen la sintesis de hormonas
tiroideas (perclorato potasico y las tiureas) y la liberacién de las mismas (ioduros y derivados)
(www.slideshare.net/tomiadriano/teorico-de-hormonas-tiroideas).

La carcinogénesis en animales tratados con tioureas pasa por tres
estadios morfologicos (Seifter y cols., 1949; Bielschowsky, 1955; Napalkov,

1958; Wollman, 1961 y Christov, 1968a):

1. Hiperplasia difusa de epitelio tiroideo. Este estadio normalmente

continta hasta casi el 6° y 8° mes tras el inicio del experimento.

2. Proliferacion nodular de células foliculares con formacion de tumores
benignos. Este estadio se inicia desde el 8° mes y contindia hasta el 16°
0 18°, mes aproximadamente.

3. Crecimiento tumoral maligno después de 18 meses del inicio del

experimento.
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Como resultado a numerosas investigaciones, se formulé un concepto
consistente en la patogénesis de tumores tiroideos experimentales para
explicar el efecto tumorogénico de drogas antitiroideas (Bielschowsky, 1955;
Furth, 1959). Segun este concepto, el primer estado de desarrollo de tumores
tiroideos es la inhibicidn de la produccién de hormona por el tejido tiroideo bajo
la influencia de goitrdgenos. El segundo estadio es la intensificacion sustancial
de la sintesis y liberacion de TSH por parte de la hipdfisis. La secrecién
excesiva continua de esto ultimo es asumido como un factor patogénico basico,
responsable del desarrollo tumoral en el tiroides. Asi, el efecto de drogas
antitiroideas en la tumorogénesis en el tiroides podria estar limitado por la
estimulacién indirecta de la actividad hormonal de la hipdfisis anterior. Sin
embargo, algunas sustancias antitiroideas por si solas no son responsables de
un cambio en el balance hormonal, pero también puede ejercer un efecto

carcinogénico directo (Napalkov, 1965 y 1967).

Las primeras observaciones del desarrollo de tumores tiroideos en ratas
mantenidas como tales pueden remontarse a Bircher (1910 y 1911). Los
tumores tiroideos de ratas se sometieron a una induccion prolongada de
sobrestimulacion de la glandula con s6lo TSH enddégena. Este método implica
el mantenimiento de los animales en un estado de deficiencia de yodo crénica.
Desde entonces el método ha sido investigado completamente por
Bielschowsky (1953), Axelrad y Leblond (1955), Leblond et al (1957) e Isler et
al (1958). Los adenomas tiroideos y los tumores solidos podrian ser inducidos
en todos los animales experimentales manteniéndolos durante dos afios con

una dieta restringida de yodo (toma diaria de 0.7 pg). Sin embargo, la
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malignidad de las neoplasias foliculares que ocurren en el tiroides de rata como
resultado de una deficiencia cronica de yodo es cuestionable. En todos los
casos descritos hasta ahora, la frecuencia de tumores malignos originados
desde el epitelio folicular son claramente mas bajos en ratas mantenidas con
una dieta pobre en yodo que en animales tratados con goitrdgenos. En ratas, la
deficiencia de yodo es mucho mas efectiva como promotor tumoral que como
carcinogénico, sugiriendo la existencia de una relacion similar en las

poblaciones humanas (Ward & Ohshima, 1986).

Por otro lado, la aplicacion de varios tipos de radiacion ionizante ha
demostrado también ser un método efectivo de induccién de tumores tiroideos
en ratas (Russfield, 1967). Asi, Lindsay y colaboradores (1957) observaron una
alta frecuencia de adenomas tiroideos, carcinomas foliculares y papilares (1:5)
en ratas Long-Evans, tres afios después de una sola inyeccion de 0.37, 0.9 o
3.7 MBg/ml. Los tumores solidos inducidos por yodo radiactivo difirieron muy
significativamente de los ocurridos naturalmente. Los tumores tiroideos soélidos
pueden también ser inducidos por radiacion externa de la rata con pequefas
dosis relativas de rayos X que no producen deficiencias tiroideas (Lindsay y
cols., 1961). En ratas Wistar, la radiacion con rayos X (con 11 Gy) tuvieron el
mismo efecto tumorigénico en el tiroides que una inyeccién simple de 1.1 MBq
de 1! (Doniach, 1970), y no habia diferencias significativas en respuesta al
efecto carcinogénico de radiacion observado entre los recién nacidos y los
adultos (Doniach, 1969). Lindsay (1969), habiendo revisado los datos
publicados en radiacién ionizante y neoplasias tiroideas experimentales, llegé a

la conclusién de que la radiacion perjudica a la glandula y establece un
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potencial maligno en las células tiroideas. La radiacion que perjudica en el
parénquima tiroideo puede permitir también la deficiencia en las hormonas
tiroideas como resulta en una secrecién prolongada y excesiva de TSH. Asi, el
incremento de la salida de TSH puede jugar un importante papel en la
tumorigénesis por radiacién, al menos en lo que concierne a los tumores
originados en el epitelio folicular. Bajas dosis de radiacion, sin embargo,
pueden incrementar la frecuencia de tumores malignos derivados de cada una

de las células foliculares sin un incremento nocivo en la salida de TSH.

Los métodos de induccion —a saber, tratamiento con sustancias
antitiroideas, restriccién del consumo de yodo y radiacion- son incluso usados
en combinaciones varias. Por ejemplo, la pre-radiacion del tiroides incrementa
significativamente el desarrollo de tumores foliculares en ratas mantenidas con
una dieta baja en yodo (Nadler y cols., 1969). Similares efectos han sido
observados en experimentos con la aplicacibn combinada de radiacion y
drogas antitiroideas o ciertos carcindgenos quimicos (Lindsay, 1969). La
combinacion de drogas antitiroideas o una dieta baja en yodo y carcinégenos
guimicos (2-acetilaminofluoreno, normalmente) usado también resulté en un
desarrollo tumoral acelerado (Bierlschowsky, 1944 y 1945; Paschkis, y cols.,
1948; Hall & Bielschowsky, 1949; Axelrad & Leblend, 1955), pero la produccién
de neoplasias demostré ser mas alta que en otros estudios, sobre todo en las
etapas tempranas de los experimentos. Los datos sobre el mecanismo gradual
de induccioén de tumor de tiroides experimental fueron repasados por Turusov &

Kobliakov (1986), y los autores llegando a la conclusion de que la TSH actud
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como un ultimo agente promotor en todos los experimentos con sustancias

goitrogénicas.
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[I. PLANTEAMIENTO DEL TEMA

En carcinomas humanos, especialmente en adenocarcinomas, es
frecuente encontrar activaciones andmalas de la ruta MAPK. La ruta MAPK es
la siguiente: RET/PTC - RAS - BRAF - MEK - ERK - MAPK. Las sefales
de activacién llegan al nucleo de forma constitutiva y provocan una proliferaciéon
incontrolada de las células (Mercer and Pritchard, 2003). En el gen de B-raf, se
ha descrito una mutacién en el exén 15 del gen (T1799A, antes descrita como
T1796A) que origina la sustitucion de la valina 600 por acido glutamico (V600E,
antes V599E) que conduce a una activacion constitutiva de la quinasa (Davies
y cols., 2002). En los carcinomas tiroideos, esta mutacion aparece casi
exclusivamente en la variante papilar (PTC) con patron arquitectural papilar o
mixto papilar-folicular, asi como en las variantes de células altas de Warthin-

like (Xing y cols., 2005; Ciampi and Nikiforov 2005 y 2007).

A diferencia del carcinoma folicular (FTC), casi todos los carcinomas
papilares son diploides o casi diploides, y no tienen inestabilidad de
microsatélites. Hay mutaciones activadoras de ras (N-ras, H-ras y K-ras) tanto
en adenomas como en carcinomas foliculares que podrian ser responsables de
la aneuploidia. Los datos més caracteristicos de los carcinomas foliculares son
la aneuploidia y la elevada incidencia de mutaciones ras. En los PTC hay
menor frecuencia de mutaciones activadoras de ras que en los FTC. La

variante folicular del PTC comparte alteraciones moleculares del PTC clasico y
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del FTC: suele mostrar la mutacion del B-raf caracteristica (K601E) y tienen
una incidencia de mutaciones de ras mas proximas al FTC que al carcinoma

papilar clasico.

La activacién de PI3K (phosphoinositide 3 kinase) puede producirse
mediante dos mecanismos (Blalock y cols., 1999): por una fosforilacion del
residuo tirosina (Tir) en el receptor que actia como un lugar de anclaje para el
p85 (subunidad reguladora de PI3K) y por la sobreactivacion del receptor, bajo
efecto de la citoquina Shc que se une al receptor para permitir a GRB-2 y SOS
formar un complejo que activa a RAS (Rodriguez-Viciana y cols., 1996;
Vanhaesebroeck y cols., 1997; Duronio y cols., 1998 y Scheid y cols., 2001,).
RAS induce la localizacion y activacion de PI3K (Pacold y cols., 2000). PI3K
activado inicia una cascada de fosforilaciones que termina con la fosforilacién
de Akt. A su vez, Akt es el principal mediador de PI3K e inicia la sefalizacién

(Nicholson y Anderson, 2002).

Existen varios grupos que han descrito mutaciones somaticas dentro de
la subunidad catalitica de PI3K (PI3BKCA) y/o amplificacién del gen PI3BKCA en
FA, FTC, PTC y ATC asi como en varias lineas de tumores tiroideos. Por lo
tanto, parece probable que PISKCA sea un nuevo oncogén involucrado en el
desarrollo de los carcinomas tiroideos bien diferenciados (particularmente FTC)

y ATC (Garcia-Rostan y cols., 2005; Wu y cols., 2005 y Wang y cols., 2007).

Los andlisis genéticos realizados a nifios expuestos a radiacion durante

el accidente nuclear de Chernobyl implicaban al oncogén ret en la patogénesis
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de los PTC que presentaban (Klugbaues y cols., 1995; Fugazzola y cols., 1995
y Nikiforov y cols., 1997). El oncogén ret es un receptor tirosina quinasa que se
expresa principalmente en células derivadas de la cresta neural, y normalmente
no se expresa o esta presente en muy bajos niveles en células foliculares
tiroideas. La activacion de ret en PTC ocurre a través de la recombinacion
cromosdmica, originando una expresion ilegitima de la fusidn proteica que
consiste en un dominio intracelular de la tirosina quinasa de ret acoplado al
fragmento N-terminal de un gen heterélogo, dando lugar a la oncoproteina
ret/PTC (Santoro y cols.,, 1992). Se han identificado varias formas de
reordenamiento ret/PTC las cuales difieren en el extremo 5’ involucrado en el

reordenamiento, las dos mas comunes son RET/PTC1 y RET/PTC3.

Por otra parte, los tumores tiroideos de ratas tratadas con perclorato
potasico y/o sometidos a otros métodos carcinogénicos, presentan tumores con
un patron histolégico folicular y seudopapilas incluido en un tejido tiroideo
hiperplasico. Es frecuente encontrar ambas arquitecturas dentro del mismo
I6bulo tiroideo, si bien no es habitual la presencia de cambios nucleares propios
del PTC humano. Ademas, la invasion vascular y capsular es comun en estos
canceres, encontrandose en algunos de estos tumores metéstasis en pulmén
(como ocurre en los carcinomas foliculares humanos, distintos de los papilares
donde las metéstasis suelen ser en ganglios linfaticos). Parece, por tanto, dificil
clasificar estos tumores en base a parametros histolégicos, con la idea de
obtener un modelo experimental de cancer de tiroides homdlogo a algun tipo
concreto de patologia tiroidea en humanos. Quizas un conocimiento de las

alteraciones moleculares descritas anteriormente pueda ayudar a resolver el
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diagnostico en los tumores tiroideos inducidos en ratas tratadas con

bocidgenos.

Por tanto en este trabajo se pretende caracterizar molecularmente los
tumores tiroideos que se desarrollan en ratas tratadas con perclorato potasico y
determinar si este tratamiento aporta tumores aptos como modelo experimental
de alguna variedad de cancer tiroideo. Para la caracterizacion molecular se
estudiaran varios genes involucrados en la ruta MAPK, concretamente,

ret/PTC, N-ras, B-raf y PI3K.
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lIl. MATERIAL Y METODOS

Se analizaron 20 tiroides de ratas Wistar incluidos en parafina, tratadas
durante 18 meses con perclorato potasico al 1% por via oral “ad libitum” de
forma continua y 10 tiroides controles sin tratar, incluidos en parafina. Para el

estudio de reordenamiento ret/PTC se utiliz6 tejido fresco.

1. Carcinogénesis experimental (Método del perclora  to potésico).

Para la preparacion de 5 litros de perclorato potasico al 1% se necesitd
disolver en aproximadamente 2,5 litros de agua sin destilar, 32,3 ml. de acido
perclérico al 20% y 23,84 gr. de hidroxido potasico (KOH), se agita
suavemente hasta que queda totalmente disuelto y se aflade agua sin destilar
hasta completal el volumen final de 5 litros. Esta disolucion se llevd a una
garrafa de 20 litros (enjuagando bien el matraz y la probeta que utilizamos),
repitiendo todo el proceso hasta completar los 20 litros. La garrafa disponia de
un grifo dosificador para llevar la solucion a los bebederos de las jaulas donde

se encontraban las ratas.
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A todas las ratas, excepto a las del grupo control, se les administré la
solucion de perclorato potasico al 1% via oral “ad libitum”, de forma continua
durante 18 meses.

Todos los animales fueron pesados antes del sacrificio, se realizd
mediante puncion intracardiaca bajo anestesia con Ketamine/xylazine (100/10
mg/Kg) y se les realizé una autopsia minuciosa. Los tiroides fueron extraidos
con posterioridad al sacrificio, tras una incision media cervical junto con los
ganglios linfaticos cervicales laterales y demas tejidos adyacentes a la glandula

tiroidea.

2. Estudio histoldgico.

Una vez extraidos los tiroides, éstos fueron pesados y fijjados en
formaldehido al 4% durante 12 horas y procesados mediante la técnica habitual

de inclusion en parafina.

Para el estudio microscépico del tejido se realizan cortes de los bloques
de espesor variable de 4 a 5 micras utilizando el microtomo Angla scientific
(Casa Alvarez). Una vez obtenidos los cortes se procede a la tincion con la
técnica de Hematoxilina-Eosina.

Se sumergen en xilol 1 durante 10 min. para desparafinar el tejido.

- Se vuelven a sumergir en xilol 2 durante 10 min.
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- Se rehidrata el tejido pasandolo por una bateria de etanol de
gradacion decreciente:
* Etanol 100°realizando de 25 a 35 pases rapidos .
* Etanol 100°realizando de 25 a 35 pases rapidos .
* Etanol 90°realizando de 25 a 35 pases rapidos.
* Etanol 80°realizando de 25 a 35 pases rapidos.
* Etanol 70°realizando de 25 a 35 pases rapidos.
- Se sumerge el tejido durante 5 min. en agua destilada.
- Precedemos a la tincion con hematoxilina durante 2 min.
- Enjuagar y escurrir con agua corriente.
- Tincion con eosina realizando de 2 a 3 pases.
- Enjuagar con agua destilada y escurrir bien. Este paso se realiza dos
veces.
- Deshidratacién del tejido haciéndolo pasar por una bateria de etanol de
gradacion creciente:
* Etanol 70°realizando de 25 a 35 pases rapidos.
* Etanol 80°realizando de 25 a 35 pases rapidos.
* Etanol 90°realizando de 25 a 35 pases rapidos.
* Etanol 100°realizando de 25 a 35 pases rapidos .
* Etanol 100°realizando de 25 a 35 pases rapidos .
- Se sumerge el tejido durante 10 min. en xilol 2.

- Se sumerge el tejido durante 10 min. en xilol 1.

Se procede al montaje de la preparaciéon histolégica, se pone una gota

de resina para pegar el cubre, se deja secar y se observa al microscopio Optico.
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Para la identificaciébn inmunohistoquimica de los endotelios vasculares y
de la produccién de tiroglobulina (TG) se utilizaron los anticuerpos CD34 y TG
respectivamente, en dilucciones 1:1 (Immunotech, Westbrook ME).

- Preparacion de la muestra:

* Realizar cortes de 3 pm en portaobjetos xilanizados.

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

- Pretratamiento
* Desparafinar e hidratar con gradiente decreciente de etanol.
* Agua oxigenada al 2% en metanol para eliminar peroxidasa endégena
* Alcohol 96%
* Agua destilada
*PBS
* Desenmascarar antigenos mediante digestion enzimatica en tripsina
colocando los cristales en la placa caliente unos 20-30 minutos.
* Lavar con PBS

- Técnica:
*PBS
* Anticuerpo primario, 30 min.
* Lavado en PBS
* Anticuerpo biotinado
* Lavado en PBS
* Estreptavidina
* Lavado en PBS
* Cromodgeno, 10 min.
* Lavado en PBS y luego en agua destilada
* Hematoxilina acuosa, 3 min.

* Pasar por agua caliente y montar en medio acuoso.
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3. Métodos de valoracion.

Se procede a la observacion de las muestras con un microscopio 6ptico
convencional (Olympus BX41) y se hacen fotos con una camara de Olympus
SC30 y el procesador de andlisis de imagen fue CellA (Olympus Espafia
S.A.U), las fotos se hacian sobre los casos mas representativos de cada grupo
y a tres aumentos (4X, 20X y 40X). Para la valoracion del tiroides se tiene en
cuenta la existencia o no tanto de cambios difusos como focales. En el caso de
la existencia de cambios focales se valoran éstos dependiendo de que
constituyan un verdadero nédulo o por el contrario se trate de un area formada
por un grupo pequefio de 2 a 3 foliculos en los que la celularidad tenga
caracteristicas diferentes del resto del parénquima adyacente, en cuyo caso

nosotros las hemos denominado como “zonas de transformacion pretumoral”.

Para considerar estas areas como verdaderos tumores exigimos como
requisito las siguientes caracteristicas:
-Focalidad
-Signos de crecimiento progresivo
-Diferencias citolégicas y/o arquitecturales con el resto de la
glandula.
Para encuadrar estos tumores como adenoma exigimos ademas:
-La presencia de capsula
-Ausencia de signos de invasion

-Signos de compresioén y de atrofia del parénquima adyacente.
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Por dltimo recogemos como carcinomas aquellos tumores en los que
puede observarse infiltracidn del parénquima adyacente, invasién capsular,
invasion vascular, etc. La invasion vascular es mucho mas valorable como
signo de malignidad que la invasion capsular. El vaso debe estar localizado
dentro de los limites de la capsula o inmediatemente fuera y debe ser de gran
calibre (capilares venosos) con una capa de revestimiento endotelial. Las
células intravasculares deben tener un corte limpio con una apariencia epitelial,
aunque pueden simular a veces acumulos de células endoteliales en areas de
organizacién trombadtica. Deben proyectarse dentro de la luz del vaso en forma
de trombo. Un grupo de células foliculares puede estar flotando dentro de la luz
vascular como resultado de la pérdida de su adherencia a consecuencia de la

manipulacion quirdrgica y no debe ser considerado como invasion vascular.

4. Biologia Molecular.

4.1. Extraccion de ADN en material parafinado.

Se realizaron 4-5 cortes de 10 ym de grosor de cada bloque con el tejido
incluido en parafina con el microtomo, y se introducen en un eppendorf de 2 ml.
Se desparafinaron y se procediéo a la extraccion de ADN con el siguiente
protocolo:

-Desparafinar los cortes de 10 uym de grosor con 1,2 ml de xilol,

centrifugar 10.000 rpm 5 min.
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-Retirar xilol y lavar dos veces con etanol (EtOH) al 100% centrifugando
cada vez a 10.000 rpm durante 5 minutos.

-Retirar el EtOH y afiadir 1 ml de tamp6n de lisis de leucocitos (BLL) que
contiene; 500 pupl de Tris 1M, 200 ul EDTA (acido
etilendiaminotetraacético) 0,5M, 4 ml de CINa 5M, 45,30 ml de agua
ultrapura, ajustar el pH a 8,2 y guardar a 4.

-Afadir 50 pl de SDS (dodecilsulfato sédico) al 10% (conservado a
temperatura ambiente.

-Anadir 5 pl de Proteinasa K (20 mg/ml) e incubar durante 1 hora a 50C,
en agitacion en un horno de hibridacion.

-Afnadir 2 pl de Proteinasa K e incubar a 37 toda la noche. (Para los
casos que necesiten mas digestion se puede afadir 3 yl mas de
Proteinasa Ky se deja incubar otro dia mas en las mismas
condiciones).

-Fenolizar con un volumen de Fenol/Cloroformo (pH 8,0), agitar
vigorosamente, dejar reposar hasta que se formen dos fases, centrifugar
15 minutos a 10.000 rpm y recuperar la fase acuosa.

-Precipitar afiadiendo 1/10 volimenes de acetato sédico 3 My pH 5,2y
1 volumen de isopropanol a -20C. Incubar a -20C durante toda la
noche.

-Centrifugar a 10.000 rpm durante 15 minutos, eliminar el sobrenadante,
dejar secary resuspender en 20 pl de agua ultrapura.

-Conservar a -20<C.
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4.2. Extraccion de ADN en material fresco (NBT).

-Cortar 25 mg de tejido en pequefias piezas y afiadir 180 ul de tampdén
T1y 25 ul de proteinasa K. Vortear vigorosamente durante 10-20 seg.
-Incubar a 56 °C con agitacion esporadica hasta que se aprecie lisis
completa (1-3 horas).

-Vortear la muestra, afiadir 200 ul de tamp6n B3, vortear
vigorosamente para mezclar e incubar a 70°C durante 10 min.

-Afadir 210 ul de etanol absoluto (96-100%) y vortear inmediatamente.
-Aplicar a una columna de purificacion y centrifugar durante 1 min a
8000 g (10.000 rpm). Si fa filtracién no es completa, mezclar y repetir
nuevamene la centrifugacion.

-Afadir 500 ul de tampdn de lavado (BW) y centrifugar a 8000g durante
1 min.

-Afadir 600 ul de tampdn B5 a la columna y centrifugar a 800 g durante
1 min

-Centrifugar la columna a maxima velocidad durante 3 min

-Pasar la columna a un tubo de 1.5 ml y eluir el ADN afadiendo 200 ul
de tampdn de elucién (BE) precalentado a 70°C y centrifugando a

maxima velocidad durante 1 min
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4.3. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

Se buscaron posibles mutaciones amplificando y secuenciando el exén 1
del gene N-ras, analizando los codones 12 y 13 de dicho gen, el exén 15 del

BRAF y los exones 9y 20 del PIK3CA (Tabla 4, pag. 168).

El protocolo de PCR utilizado fue el siguiente:

- Se utilizé la Taq Polimerasa de Bioline. La mezcla de reaccion para 20
gl fue: 2 yl de Master Mix 10X [600 mM (NH4).SO,4, 100 mM KCI, 20 mM
MgSO,, pH 8,3], 0,8 ul dNTPs 10mM (solucién equimolar de dATP, dCTP,
dGTP y dTTP ultrapuros), 0,4 pl de MgCl, 25mM, 0,2 ul rN-RAS forwad 10 mM,
0,2 ul rN-RAS reverse 10 mM, 16,2 pl agua ultrapura y 0,2 ul DNA polimerasa.
A 18 ul de mezcla de reaccion se le afiaden 2 ul de ADN.
-Se les da un pulso en la centrifuga a todos los tubos de PCR.
-Se ponen en el termociclador (MJ Mini, BIO-RAD) con el siguiente
programa de PCR:
* 5 minutos a 94<C para la desnaturalizacion.
*40 ciclos de 94C durante 1 minuto, T2 de annealing especifica
de cada pareja de cebador, durante 1 minuto

*5 minutos a 72 para la elongacion final.

Los productos de PCR fueron visualizados mediante electroforesis en un

gel de agarosa ML-SIEVE (CONDA) al 2% y utilizando dos marcadores de

cuantificacion comerciales de 100pb y el n° VIII (Bioneer). El protocolo de
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electroforesis fue de 85 voltios durante 45 minutos y la visualizacion con luz
ultravioleta se hizo en un transiluminador. Se realizaron fotos de todos los

casos que seran expuestas en los resultados.

Para la purificacién de los productos de PCR se utilizaron las columnas
comerciales —PCR purification kit (Quiagen)- con el siguiente protocolo:

-Afadir a cada 100yl de producto de PCR, 500ul de Binding Buffer.

Mezclar bien y aplicar toda la mezcla al filtro de la columna.

-Centrifugar 13.000 rpm durante 1 minuto.

-Tirar sobrenadante y afiadir a la columna 500ul de Wash Buffer.

-Centrifugar 13.000 rpm durante 1 minuto.

-Tirar sobrenadante y afiadir 200ul de Wash Buffer.

-Centrifugar 13.000 rpm durante 1 minuto.

-Tirar sobrenadante y la columna, se pone una nueva y se afiade 100yl

de Elution Buffer.

-Centrifugar 13.000 rpm durante 1 minuto.

-Recoger sobrenadante con los productos de PCR purificados.

Estos productos de PCR son rotoevaporados para liofilizarlos en la
rotoevaporadora DNA Plus (HETO). Se envian a secuenciar a Sistemas
Gendmicos S.L (Valencia) donde se sometieron a secuenciacion diagnostica

directa.

El analisis de los resultados se realizé6 mediante el programa informatico

Chromas (version 1.42).
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4 4. Estudio de reordenamientos ret/PTC.

Para realizar el estudio de los posibles reordenamientos ret/PTC, se
enviaron los ADNs de las muestras previamente extraidos y purificados por los
métodos antes descritos, a la empresa Newbiotechnic, S.A (NBT, Sevilla). El
estudio lo realizaron siguiendo dos aproximaciones distintas que permiten
detectar distintos niveles de reorganizaciéon. Por un lado se realizé analisis tipo
Southern Blot (Southern, 1975) que permite detectar niveles de reorganizacion
medios y altos. En segundo lugar, se realizé y analizé una genoteca parcial a
partir de amplificaciones con un solo primer de secuencias flanqueantes
(Hermann y cols., 2000) al dominio tirosin quinasa del gen RET. Esta segunda
metodologia permite detectar reorganizaciones con mayor sensibilidad que el

Southern.

Los protocolos que siguieron para la realizacién de los dos analisis se

describen a continuacion.

4.4.1. Southern blot.

Digestion de ADN gendmico y electroforesis: Se digirieron alicuotas de 5-10 ng

de ADN con EcoRI en dos fases de 3 h, cada una con una carga de 2 ul de
enzima. Los fragmentos originados se separaron por electroforesis en gel de
agarosa al 0.8% con bromuro de etidio, a bajo voltaje (1 V/cm), durante 18-24
h. una vez cargadas las muestras, se aplico una corriente de 100 V durante los

5 primeros minutos para asegurar la entrada de todos los fragmentos de ADN
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en el gel. Una vez finalizada la electroforesis el ADN del gel se visualizé con luz
UV y se marcé la posicion de los pocillos y marcadores de peso molecular
pinchando el gel con una aguja impregnada en tinta china. La eficacia de la
digestiébn se corresponde con la aparicion de bandas que corresponden a
secuencias repetitivas de ADN. A continuacion, se trato el gel sucesivamente
con:

-HCL 25 mM (hidroliza fragmentos de alto peso molecular)

-Southern | (0.5 M NaOH, 1.5 M NacCl) (solucién desnaturalizante)

-Southern 1l (1 M Tris-HCI pH 7.5, 1.5 M NacCl) (solucién neutralizante)

-SSC 20X (3 M NacCl, 0.3 M citrato trisédico, el pH se ajusta a 7 con HCI

1 M) (tampdn de transferencia)

Cada tratamiento se lleva a cabo a temperatura ambiente durante 15 minutos.

Transferencia a membrana: Tras los tratamientos anteriores, el ADN se

transfirié a un filtro de Yulon (Hybond-N, Amersham, UK) por capilaridad. Para
ello, el gel se colocé sobre un puente de papel de filtro Whatman 3 MM, cuyos
extremos se sumergieron en tampon de transferencia, SSC20X. Sobre el gel se
colocaron sucesivamente una membrana de nylos del tamafo del gel, tres
papeles Whatman 3 MM, y una pila de papel absorbente. Sobre el conjunto, se
colocd un peso de unos 500 g y se mantuvo durante un periodo minimo de t
horas. Una vez realizada la transferencia, el filtro se sec6 a temperatura
ambiente, y el ADN se fij6 covalentemente al filtro por iluminacion con luz UV
en un “cross.linker” (Cl 100/UVP, San Gabriel, USA) segun las indicaciones del

fabricante.
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Marcaje: La sonda se prepar6é con 50-100 ng de ADN, siguiendo el método de
cebadores al azar descrito por Feinberg y Volgestien (1983). Se usaron los kits
comerciales de Amersham Pharmacia, siguiendo las instrucciones del
fabricante. La polimerasa Klenow utiliza los cebadores aleatorios como inicio de
la sintesis de la cadena complementaria en presencia de dATP, dTTP, dGTP y

dCTP.

Hibridacién y lavados: Los filtros se colocaron en el horno de hibridacion

(HybaidTU micro-4), con 15 ml de solucion de hibridacién, y se incubaron
durante al menos 1 h a 65T para bloquear los sitios de unién inespecifica
presentes en las membranas. Posteriormente, el fragmento de ADN marcado y
desnaturalizado se afadio a la solucion de hibridaciéon (SSPE 5X, 0.2% ficoll
400, 0.2% polivinilpittolidona, 0.1% SDS, 0.2% BSA) donde se siguieron
incubando los filtros durante 12-18 horas a 65<C. T ras la hibridacién, se retir6 la
sonda y se lavaron varias veces las membranas con las soluciones de lavado |
(2X SSPE, 1% SDS) y con la solucion de lavado Il (0.2% SSPE, 0.1% SDS) a

65T durante un periodo minimo de 20 minutos cada u no.

4.4.2. Construccién y analisis de genotecas parciales de regiones flanqueantes

del dominio TK.

Amplificaciones con un solo primer de secuencias flangueantes al dominio TK:

Para ello se realiza una nested-PCR con dos primer del dominio TK (primers A

y B) y con un tercer primer (primer C) que contiene una region degenerada de
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10 nucleétidos y una cola de secuencia Unica, siguiendo el esquema descrito

en la Figura 23.

=onda
| RET (TK) |Secuencia desconocidal
"
Primer A | Primer C

Pritner B _
Pr1;’ner D

Figura 23. Esquema general de la construccion de la genoteca parcial de regiones
flanqueantes al dominio TK para el estudio del reordenamiento ret/PTC.

-En primer lugar, se realiza una PCR lineal con el primer A (5'-
TGGGAATTTCCTCGGAAGAA-3), y 50 ng de ADN gendémico empleando las
siguientes condiciones: 94C, 2 min; 92<C, 30 seqg., 55T, 30 seg., 72, 5 min.
(35 ciclos); 72, 10 min. Para ello se emplea un t ermociclador GeneAmp 9700
PCR Systems (Applied Biosystems).

-El producto de al amplificacion anterior se purifica y se emplea como
sustrato para una segunda amplificacion con los primers A 'y D (5-
AATTAACCCTCACTAAAGGGNNNNNNNNNNNN-3’). Las condiciones de
amplificacion son las siguientes: 94C, 2 min; 92C , 30 seg.. 52C, 30
seg.,72%C, 5 min. (35 ciclos); 72T, 10 min.

-El producto de la amplificacion anterior se purifica y se emplea como
sustrato para una nueva PCR con los primers B y C (5-

AATTAACCCTCACTAAAGGG-3).

Construccién de una genoteca parcial en pGEM-T: El producto de la dltima

amplificacion del apartado anterior se purifica empleando columnas de GFX
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(Amersham Pharmacia), siguiendo las instrucciones del fabricante y los
insertos se introducen en el vector comercial pGEM-T (Promega) siguiendo las

instrucciones del fabricante.

Aislamiento de clones y construccidon de macroarrays:

-En primer lugar se transforma E.coli con la genoteca y se siembra en
placas de LB con ampicilina y X-gal mas IPTG para realizar seleccién por color.
Las colonias blancas (portadoras de insertos) se picaron con palillos de dientes
redondos y estériles, y se transfirieron a placas de 96 pocillos con 100 pl de LB
+ antibiético. Se dejaron crecer toda la noche a 37C en una estufa, sin
agitacion. Al dia siguiente aparecieron turbias.

-Se agreg6 igual volumen de glicerol estéril (glicerol comercial al 99%
aprox.) a cada uno de los pocillos con una pipeta multicanal, y se mezcl6 bien
mediante varios “pipeteos” arriba y abajo, con lo que quedaron listas para ser
transferidas a los filtros.

-La transferencia se llevé a cabo en el robot BIOMEK 2000 (Beckman)
mediante un programa modificado que permitié ordenar 4 placas por duplicado
(768 clones) sobre un filtro de area 11.5 x 7.5 cm, segun la configuraciéon
mostrada en la Figura 24 (pag. 166). Esta configuracion permitié localizar

positivos (dobles) de forma inequivoca.
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Figura 24. Esquema de la configuracion del filtro para el aislamiento de clones y construccion
de macroarrays.

Como filtros se emplearon piezas de Hybond N (Amersham) recortadas
para ajustarse a la superficie interna de uno de los contenedores de lavado de
las puntas metélicas (11.5 x 7.5 cm). Una vez efectuada la transferencia, el
filtro se dispuso sobre una placa de agar LB (la cara en contacto con las puntas
hacia arriba) con el antibiotico correspondiente, y se dejaron crecer en una
estufa a 37C hasta que se considerd0 adecuado (colonias suficientemente
grandes, homogéneas y no confluentes).

-El tratamiento de los filtros para producir la lisis de las bacterias, y la
adhesion del DNA al filtro se realiza siguiendo protocolos estandar (Sambrook y

cols., 1989).

Seleccién de clones: Los arrays construidos en el punto anterior se hibridan

con la sonda del dominio TK para seleccionar los clones positivos. La sonda se
obtiene mediante PCR empleando los primers A y E (5-
TGCAAGCCCCGTACAACTTG-3’). Los protocolos de marcaje e hibridacion

son los mismos que los descritos en el punto B.
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Extraccion de ADN y Secuenciacion: Los clones seleccionados tras el proceso

de hibridacién se extrajeron y secuenciaron mediante métodos automatizados.
Para ello, en primer lugar, los clones seleccionados se cultivan en placas de 96
pocillos con 1.5 ml de LB mas ampicilina y tras una noche de cultivo a 37<C con
agitacion se procedio a la extraccion de ADN empleando la estacion de trabajo
Biomek 2000 (Beckman-coulter). Finalmente, la secuenciacion de ADN se
realizd con el kit de marcaje BigDyev2 y un analizador de ADN de 16 capilares

(modelo ABI Prism 3100, Applied Biosystem).
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GEN FORWARD REVERSE EXON MUTACION CEBADOR T2 ANNEALING TAMANO
BANDA
INRAS 5TCGTAATTGCTGCTTTCC-3 5TGGATGAATATGATCCCACC-3’ 1 Esperada Kobayashi y cols., 58C 150 pb
(2002)
rBRAF 5'ATATATTTCTTCATGAAGACC-3’ 5’ATCCAGACAACTGTTCAAAC-3' 15 V600E Disefio propio a 55C 110pb
partir de la
secuencia del
GeneBank
XM_001070228
rPIK3CA 5TGACAAGGAACAGCTCCGAGCAC -3' | 5'TCTGCCTTGAGAGCCTCACTCCC -3’ 9 G1633A Disefio propio a 61T 107pb
A1634G partir de la
C1636A secuencia del
GeneBank
XM_574916
rPIK3CA 5TGATGCTTGGCTCCGGAAT-3’ 5'GTGCGTCATTCATTTGCTTTGTG-3’ 20 A3073G Disefio propio a 61C 107pb
A3140G partir de la

secuencia del
GeneBank

XM_574916

Tabla 4. Caracteristicas de los cebadores y de los productos de PCR utilizados en el estudio
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IV. RESULTADOS

1. Carcinogénesis experimental

Al analizar el modelo de carcinogénesis experimental en ratas Wistar
con el método del perclorato potasico mediante la observacion histologica y
siguiendo los criterios de valoracion explicados en el apartado de Materiales y

Métodos, se establecieron tres grupos bien definidos (Tabla 5, pag. 180).

El primer grupo lo comprendian diez Ratas Wistar no tratadas
(controles), donde la glandula tiroidea presentaba una histologia normal y no se
observaron evidencias de invasion capsular y/o vascular. Los Organos
adyacentes (ganglios) o incluso los mas lejanos (pulmén) a estas glandulas
tiroideas, no presentaban signos de metastasis (Fig. 25 y Fig. 26, pags. 171y

172).

Las veinte ratas Wistar restantes que fueron tratadas con perclorato
potasico al 1%, se dividieron en dos grupos. El criterio de seleccién de estas 20
ratas, entre un conjunto mayor, fue el de presentar un tiroides de aspecto
tumoral con signos claramente invasivos (Fig. 27 pag. 172). Uno estaba
formado por diez ratas que presentaron tumores tiroideos en los que se

descarta una simple hiperplasia puesto que se demuestra la invasion capsular
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y/o vascular, sin que existiesen metastasis cervicales o pulmonares. En cuatro
de estos tumores se advirtio invasion capsular y no vascular (Fig. 28 pag. 172)
mientras los seis restantes presentaron ambos tipos de invasion (Fig. 29 pég.
173). El otro grupo, de otras diez ratas mostré tumores tiroideos invasivos pero

adiccionalmente presentaron metéstasis pulmonares (Fig. 35 pag. 179).

Figura 25. Macro de dos glandulas tiroideas de rata. La imagen de la izquierda corresponde a
una glandula tiroidea de una rata no tratada (control) y la imagen de la derecha a una glandula
tiroidea de una rata tratada con perclorato potasico durante 18 meses (1X).

Segun los resultados anteriormente expresados los tumores tiroideos
obtenidos en ambos grupos de ratas, con y sin metastasis, histolégicamente
correspondian a un cuadro ciertamente tumoral que rebasaba los limites de la
hiperplasia pretumoral. En uno se demostrd la existencia de la invasion local
(capsular y/o vascular) y en otros la evidencia de proliferacion tumoral maligna

fue irrefutable mediante la demostracion de metastasis pulmonares.
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Figura 26. A Panoramica de la glandula tiroidea de una rata no tratada con perclorato potasico
(control). Se pueden observar los dos I6bulos a ambos lados de la trdquea. En cada Iébulo se
diferencian las agrupaciones de foliculos tiroideos bien organizados separados por tabiques de
colageno H-E (1X). B Mayor aumento de la imagen anterior en la se observa el epitelio folicular
que rodea el coloide de tiroglobulina formando el foliculo tiroideo. En los tabiques de colageno
que separan las agrupaciones foliculares se puede observar vasos sanguineos, linfaticos y
nervios H-E (20X). C Expresion de tiroglobulina evaluada mediante analisis
inmunohistoquimico. Se observa inmunotincion positiva para el coloide de tiroglobulina rodeado
por el epitelio folicular (40X).

Una vez valorados los datos de la histologia convencional para
establecer la naturaleza tumoral maligna de las lesiones, se trata de
correlacionar el cuadro histolégico presentado con el comportamiento biol6gico,

mas o menos predecible, por la experiencia que aporta la patologia humana.
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Figura 27. Panoramica de una glandula tiroidea de una rata tratada con perclorato potasico
durante 18 meses H-E (1X). Obsérvese en el lado izquierdo un gran nédulo pretumoral que
ocupa todo el I6bulo y en el que se pueden distinguir grandes vasos dilatados y aumento de la
basofilia nuclear.

Figura 28. Imagenes de la invasion capsular del tejido tumoral. La fina capsula es atravesada
por el tejido tumoral H-E (10X).

En este sentido la glandula tiroides presenta en todos los animales que
han sido tratados con el agente bocidbgeno un cuadro de hiperplasia difusa
benigna, sobre el que asienta una hiperplasia nodular en principio
potencialmente maligna (atipia arquitectural o hipercromasia nuclear/nucleos

vesiculosos) (Fig. 30 pag. 174).
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Figura 29. A Invasion vascular del tejido periglandular de una rata tratada con el bocidgeno.
Pueden observarse foliculos tiroideos con coloide dentro de la masa tumoral. H-E (10X). B
Masa tumoral en un vaso sanguineo localizado en la periferia de la glandula y rodeado de
tejido conectivo. Las células de la masa tumoral son hipercromaticas. H-E (10X). C Invasion
vascular de tejido tumoral con foliculos tiroideos de células hipercromaticas y con escaso o
nulo coloide. H-E (20X). D Detalle de una masa tumoral dentro de un vaso sanguineo rodeado
de hiperplasia simple difusa. H-E (40X).

Pero todos los tumores tiroideos que conformaron el segundo vy tercer
grupo del experimento se acompafaron de estigmas de suficente calado para

ser catalogados como tumores malignos (invasion y/o metastasis).

Otro aspecto distinto es la equivalencia con los cuadros histolégicos de
los tumores tiroideos humanos. Estos tumores obtenidos en los tiroides de rata
suponen una transicion del cuadro histolégico de una hiperplasia abigarrada y
atipica a un tumor maligno e invasivo. Es preciso tener en cuenta que la

glandula tiroidea de todos estos animales presenta hiperplasia nodular atipica.
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Figura 30. A Glandula tiroidea de rata tratada con bocidégeno donde se puede observar a la
izquierda una hiperplasia simple difusa y a la izquierda una proliferacion tumoral. H-E (20X).
B A mayor aumento la hiperplasia difusa benigna con células de mayor tamafio y foliculos
pequefios junto a una trama vascular abundante. H-E (40X). C A mayor aumento la
proliferacion tumoral. H-E (40X).

La hiperplasia simple difusa consiste en un aumento de células
foliculares y de foliculos pequefios, junto con una trama vascular muy
abundante y de aspecto congestivo (Fig. 30 B). Las células foliculares no son
atipicas, contienen nucleos redondeados y citoplasmas eosindfilos, mientras
los pequefios foliculos tampoco muestran grandes variaciones de forma y

tamafo pero no contienen coloide o bien es muy escaso.

La hiperplasia nodular atipica corresponde a un cuadro histolégico mas

abigarrado, en el que el patrén nodular es relevante (Fig. 30 C y Fig. 31 pag.

175). La atipia arquitectural es muy marcada, en parte por la propia
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conformaciéon de los foliculos y en parte porque el aumento de la
vascularizacion se traduce en grandes lagos sanguineos tapizados por
endotelio (Fig. 32 pag. 176). La proliferaciéon folicular protuye en el interior de
los espacios sanguineos tomando el aspecto de proyecciones papilares
intravasculares. Se confirma que tales espacios corresponden a vasos
sanguineos dilatados mediante la inmunorreaccén positiva para CD 34. Los
foliculos continuan siendo pequefios y el material coloide intrafolicular, cuando
estd presente es muy escaso. La presencia de coloide en el interior de las
luces foliculares, asi como la produccion de TG por parte de las células
foliculares se demuestra de forma méas objetiva mediante la inmunorreaccion

positiva para TG.

Figura 31. Proliferaciéon tumoral con marcada atipia arquitectural H-E. (40X).
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Figura 32. A Expresion de CD 34 evaluada mediante andlisis inmunohistoquimico. Se observa
inmunotincién positiva para las células endoteliales que tapizan los vasos sanguineos.
Obsérvese el aumento de vascularizacion formando grandes lagos sanguineos donde protuyen
la proliferacién celular (40X). B Proyecciones seudopapilares intravasculares que hacen
prominencia en la luz de los vasos sanguineos H-E (10X). C Seudopapilas intravasculares
donde pueden verse foliculos pequefios con poco o nulo coloide y células foliculares con
nacleos hipercromicos H-E (20X). D Detalle de una seudopapila intravascular tapizada por
células endoteliales H-E (40X).

La atipia citologica es mas discreta; consiste en nucleos dismorficos e
hipercromicos, ademéas de presencia de ocasionales mitosis anormales.
Algunos nucleos, mas o menos agrupados, muestran aspecto vesiculoso, sin
estar apilados ni presentar hendiduras o seudoinclusiones citoplasmicas (Fig.
34 pag.178). Cuando este cuadro histologico aparece sin otros signos
morfoldégicos de malignidad el diagnostico no puede sobrepasar el de
hiperplasia nodular atipica. No obstante cuando se advierte la presencia de
invasion vascular y/o capsular el diagndstico es de carcinoma folicular

minimamente invasivo con comportamiento biologico incierto. En caso de
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presencia de metéstasis se confirma el diagnéstico de céancer folicular

metastasico.

Figura 33. Expresion de tiroglobulina evaluada mediante andlisis inmunohistoquimico. Se
observa inmunotincion positiva en el citoplasma de células foliculares que forman foliculos
tiroideos en los que el coloide es escaso o nulo, aunque en algunos foliculos que contienen
coloide la positividad es marcada (40X).

La histologia de las metastasis pulmonares tiene una particularidad y es
gue la produccién de coloide es la que cabe esperar en una proliferacion
folicular tumoral humana, bien diferenciada; los foliculos son redondos en su
mayoria, tapizados por células cubicas y con moderada cantidad de material
proteinaceo eosinofilo en su interior. Estos ndédulos metastasicos a veces son
confluyentes y forman una gran masa que ocupa parte de un lobulo, pero la
mayoria son pequefios nodulos, a menudo microscopicos, en situacion

intermedia, situados en la proximidad de bronquiolos. Otra diferencia
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importante, entre la metastasis pulmonar y el tumor primitivo es que los vasos

son abundantes en la primera pero no alcanza la riqueza de los segundos ni se

forman lagos sanguineos por dilatacién de luces (Fig. 35).

Figura 34. Ndcleos atipicos, unos hipercrémicos y otros vesiculosos; éstos Ultimos sin
pseudoinclusiones citoplasmaticas pero con escotaduras incipientes H-E (100X).

Segun los resultados histolégicos obtenidos, los dos grupos de ratas
Wistar tratados con perclorato potasico manifestaban una glandula tiroidea con
patron arquitectural folicular que no reproduce exactamente el patron de los
tumores humanos de este tipo pero con caracteristicas citoldgicas que son
aceptables en esta interpretacion diagnéstica. Las metastasis pulmonares del
tercer grupo muestran patrén folicular arquitectural y un habito citolégico
también folicular que se aproxima solo en algunos aspectos a la variante

folicular del carcinoma papilar humano.
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Figura 35. A Metéastasis pulmonares H-E (40X). B Gran masa tumoral invadiendo el tejido
pulmonar. Se puede distinguir los foliculos tiroideos tapizados por células cubicas, con
moderado contenido coloideo y abundante irrigaciéon sanguinea H-E (20X). C A menor aumento
varias metéstasis de distintos tamafios invadiendo el pulmén H-E (10X). D Detalle de una
lesion metastasica cercana a un bronquiolo pulmonar H-E (40X).
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GRUPO

IDENTIFICACION

INVASION

VASCULAR

INVASION

CAPSULAR

METASTASIS

PULMON

C-1

C-2

C-4

C-5

C-7

C-8

C-9

C-10

TI-1

TI-2

TI-3

TI-4

TI-5

TI-6

TI-7

TI-8

TI-9

TI-10

T™M-1

T™M-2

T™M-3

T™-4

TM-5

TM-6

T™-7

T™M-8

T™M-9

TM-10

Tabla 5. Clasificacién segun valoracion histopatolégica. (C: Controles, Tl: tratadas + invasién y
TM: tratadas + metastasis)
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2. PCR vy Secuenciaciones de los genes estudiados.

A) B-raf

En todos los casos se observo la expresion del gen BRAF mostrando una

banda de 110pb en el gel de agarosa al 2% (Fig. 36).

ESCALERA C5 c2 T4 TI8 ™ 1 ™7 AGUA
100PB

200 pb

100 pb

Figura 36. Gel de agarosa al 2% para el gen de BRAF. (C: control, TI: tumores con invasion
vascular y/o capsular pero sin metastasis y TM: tumores con metastasis).

Ninguno de los 20 tumores tiroideos (grupo Il y 1) mostraron la mutacion
puntual esperada en BRAF (exdn 15), siendo la secuencia del gen en los
tumores tiroideos del grupo Il y Il exactamente igual que en los tiroides
controles en cuanto a ésta mutacion puntual (Cuadro 1, cromatogramas 1,

paginas 182 y 183, respectivamente).

No obstante se observan 4 mutaciones puntuales en todos los tumores
tiroideos tanto los del grupo Il como los del grupo Ill (Tabla 6, pag. 182). Tres
de estas mutaciones puntuales se dan en el Ultimo nucle6tido de cada codén
(G1767A, C1794T y C1806T) vy, por lo tanto, no se traducen en cambios de
aminoacidos en la proteina B-raf (Cuadro 1, cromatogramas 2 y 3, paginas 182,

183 y 184 respectivamente). Sin embargo, aparece una cuarta mutacion
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puntual en el primer nucledtido del codén (T1789C), traduciéndose en un

cambio de aminoacido, asparragina por acido glutamico (Asn->Asp), en la

proteina resultante.

ADN ARN AMINOACIDO
TTA > CTA AAU > GAU Asn > Asp
GCC > GCT CGG > CGA Arg > Arg
TCC > TCT AGG > AGA Arg > Arg
ACG > ACA UGU > UGU Cys = Cys

Tabla 6. Mutaciones puntuales encontradas en el gen de B-raf. Se muestra en color rojo el
nucledtido que muta, timina por citosina, que ocupan el primer lugar del codén y que se traduce
en un cambio de asparragina por acido aspartico en la secuencia aminoacidica de la proteina

(TTA>CTA = Asn>Asp).

C 5 (Control)
TATTTCTTCA
TGGTITAGCEC
CAGTTTGAAC
Tl 4 (Grupo 1)
TATTTCTTCA
TGGTCTAGCC
TM 7 (Grupo 1l1)
TATTTCTTCA

TGGTCTAGCEC

TGAAGACCTC
ACAGHGAAGT

AGTTGTCTG

TGAAGACCTC

TACAGHGAAT

TGAAGACCTC

TACAGHGAAT

ACGGTAAAAA

CCCGATGGAG

ACAGTAAAAA

CCTCGA

ACAGTAAAAA

CETCGA

TAGGTGACTT

TGGGTCCCAT

TAGGTGACTT

TAGGTGACTT

Cuadro 1. Secuencia parcial de B-raf del ADN de C 5 (control), Tl 4 (grupo 1) y TM 7 (grupo 1l1)
de tiroides de rata. Rojo, punto caliente (hotspot); verde, mutaciones puntuales que no se
traducen en cambio de aminoacido en la proteina; amarillo, mutacion puntual que se traduce en
un cambio de aminoéacido en la proteina.
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CONTROL (C 5)
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GRUPO Il (Tl 4)

GRUPO Il (TM 7)

Cromatograma 1. Figura superior:  En el rectangulo gris se muestra el codén dénde se ubica
el punto caliente (hotspot) esperado en el gen B-raf. Figura inferior izquierda: secuencia del
gen B-raf de un ADN control (C 5). Figura inferior derecha: secuencia del gen B-raf de un

ADN tumor tiroideo del grupo Il (Tl 4). En ninguno de los casos de los grupos Il y Ill se observé
mutacion en este codon.

v o4
10 20 1 30 40 = 0
ATALTTCTTCATCAAGACCT CACGCGGOGTAAAAATAGGTGACTTTGGHLTAGLC CACAGH G sag] e | G

i .‘ll |.-: I:'i ir. \ . AR f n I
Rioc ] AL L J R AR AR

10 20 30 40 50 &0 70
AaTATATTTCTTC ATGAAGACCT JAC AGTA A AAATAGGTG 2N TTTGGT| CTayg CTRA C A|lgtg 4G ot

| =G A

Cromatograma 2. En la figura superior se muestra la secuencia parcial de B-raf de ADN del
control (C 5), en la figura inferior se muestra la secuencia parcial de B-raf de ADN de tiroides
con invasion capsular o vascular después del tratamiento (Tl 4). Los ndmeros indican las 4
mutaciones puntuales halladas (1: ACG - ACA, 2: TTA > CTA, 3: GCC > GCT y 4: TCC >
TCT, flecha roja: coddn donde se encuentra el punto caliente esperado del gen B-raf).
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10 20 30 40 50 60
ATAMTTCTTCATGAAGACCT CACGLTAAAAATAGGTCACTTTGGRTAGC CRA CAGLG saagT cc cGA
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Cromatograma 3. En la figura superior se muestra la secuencia parcial de B-raf de ADN del
control (T 5), en la figura inferior se muestra la secuencia parcial de B-raf de ADN de tiroides
con metéstasis pulmon después del tratamiento (TM 7). Los numeros indican las 4 mutaciones
puntuales halladas (1: ACG > ACA, 2: TTA > CTA, 3: GCC > GCT y 4: TCC > TCT, flecha
roja: codén donde se encuentra el punto caliente esperado del gen B-raf ).

B) N-ras

En todos los casos se observé amplificacion del gen ras mostrando una

banda de 150 pb en el gel de agarosa al 2% (Fig. 37).

MARCADOR
Ne VIl Cc2 C5 T4 TI8 TM1 TM7 AGUA

250pb
150pb

Figura 37. Gel de agarosa al 2% para el gen de N-ras (C: control, Tl: tumores con invasion
capsular y/o vascular, TM: tumores con metastasis).

Ninguno de los 20 tumores tiroideos (grupo Il y Ill) mostraron mutaciones

en el gen N-ras (codones 12 y 13), mostrandose la secuencia de los tumores
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tiroideos del grupo Il y 11l exactamente igual que los tiroides controles (Cuadro 2

y cromatograma 4).

C 5(control)
TGAGTACAA
AAAAGTGCTT
TGGATGAATA
TI 4 (grupo II)
TGAGTACAA
AAAAGTGCTT
TGGATGAATA
TM (grupo III)
TGAGTACAA
AAAAGTGCTT

TGGATGAATA

CTGGTGGTGG

TGACAATCCA

TGATCCCACC

CTGGTGGTGG

TGACCATCCA

TGATCCCACC

CTGGTGGTGG

TGACCATCCA

TGATCCCACC

TTGGAGCABE

GCTAATCCAG

TTGGAGCAEE

GCTAATCCAG

TTGGAGCAEE

GCTAATCCAG

BGGCGTTGGG

AACCACTTTG

BGGCGTTGGG

AACCACTTTG

BGGCGTTGGG

AACCACTTTG

Cuadro 2. Secuencia parcial del gen N-ras del ADN de C 5 (control), Tl 4 (grupo Il) y TM 7
(grupo IlI) de tiroides de rata. (En rojo se indica el codén 12 y en amarillo el codén 13).

12 13

12 13

GGAGCHAGGTGGOGTTG G GAdLAc

i
11
]n‘\ld] y [ﬂ [J y{

j
A

] 40

GGAGCAGR GT

G GC

: “ Hf}("

1] £ 40

Ed

&0

GTTGGGAALY GGAGCAGGETEGOGTTG G GAALL

C 5 (CONTROL)

Tl 4 (GRUPO )

TM 7 (GRUPO IlI)

Cromatograma 4. Secuencia parcial del gen N-ras del ADN de C 5 (control), Tl 4 (grupo Il) y
TM 7 (grupo lll) de tiroides de rata (se indican los exones 12 y 13 en cada secuencia).
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C) PI3KCa.

Tanto en los ADN controles, asi como en los ADN de tumores tiroideos
del grupo Il y lll, se observaron las bandas de amplificacion de la expresion
del gen PIK3CA, mostrando una banda de 107 pb en el gel de agarosa al

2% (Fig.38).

MARCADOR
100pb c2 C5 T4 TI8 ™1

200 pb

100 pb

MARCADOR
100 pb Cc2 C5 T4 TI8 ™1 ™7 AGUA

200 pb

100 pb

Figura 37. Imagen superior: gel de agarosa al 2% para el exén 9 del gen de PI3KCa (C2yC 3
son controles; Tl 4 y Tl 8 son tumores tiroideos del grupo II; TM 1y TM 7 son tumores tiroideos
del grupo IIl). Imagen inferior: gel de agarosa al 2% para el exén 20 del gen de PI3KCa (C 2y
C 3 son controles; Tl 4 y Tl 8 son tumores tiroideos del grupo Il; TM 1y TM 7 son tumores
tiroideos del grupo 1l1).

Ninguno de los 20 tumores tiroideos (grupo Il y Ill) mostraron las
mutaciones puntuales esperadas en los exones 9 y 20 del gen de PIK3Ca,
mostrandose la secuencia de los tumores tiroideos del grupo 1l y Il
exactamente igual que los tiroides controles (Cuadro 3 y 4. Cromatogramas 5 y

6, pags. 187 y 188 respectivamente).
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C 5 (Control)

TGACAAGGAA  CAGCTCCGAG CACTTTGTAC CCGGGACCCA
CTGTCTGAAA TCACTGAACA AGAGAAAGAC TTCCTATGGA
GCCACAGGCA AGTGTGGGGA GTGAGGCTCT CAAGGCAGA
T1 4 (Grupo 1)

TGACAAGGAA  CAGCTCCGAG CACTTTGTAC CCGGGACCCA
CTGTCTGAAA TCACTGAACA AGAGAAAGAC TTCCTATGGA
GCCACAGGCA AGTGTGGGGA GTGAGGCTCT CAAGGCAGA
TM 7 (Grupo llI)

TGACAAGGAA  CAGCTCCGAG CACTTTGTAC CCGGGACCCA
CTGTCTGAAA TCACTGAACA AGAGAAAGAC TTCCTATGGA
GCCACAGGCA AGTGTGGGGA GTGAGGCTCT CAAGGCAGA

Cuadro 3. Secuencia parcial del exén 9 del gen de PIK3Ca del ADN de T 5 (control), Tl 4
(grupo 1) y TM 7 (grupo lll) de tiroides de rata. (En amarillo se indican las tres mutaciones
puntuales esperadas: G1633A, A1634G y C1636A).

|

|
al

|
N
|
E

CACTGARCIAAGAG CACTIGA MC|AAGAG

0

AAGAG

e
bz

TCAC TG

| | |
it {w | T

| ||
L XL %Ifﬁ i QL_L&

C 5 (Control) T1 4 (Grupo I1) TM 7 (Grupo IlI)

Cromatograma 5. Secuencia parcial del exén 9 del gen de PIK3CA ADN de C 5 (control), Tl 4
(grupo 1) y TM 7 (grupo lll) de tiroides de rata (se indican las mutaciones puntuales esperadas
en cada secuencia).
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] 30
Ghzd GACT CTAGCC

20 20
Ghah GACTCTA GCC G Aab G Al

e 30
TCTAGCC

C 5 (Control) TI 4 (Grupo 1) TM 7 (Grupo 111)

Cromatograma 6. Secuencia parcial del exén 20 del gen de PIK3CA ADN de
C 5 (control), TI 4 (grupo II) y TM 7 (grupo 1l1) de tiroides de rata (se indica la mutacién puntual
esperada en cada secuencia).

C 5 (Control)

TGATGCTTGG  CTCCGGAATG CCAGAACTGC  AGTCTTTCGA
TGATATTGCA TATATTCGAA AGACTCTAGC CTTAGACAAA
ACTGAGCAAG AGGCTCTGGA GTATTTCACA AAGCAAATGA
ATGACGCAC

T1 4 (Grupo 1)

TGATGCTTGG  CTCCGGAATG CCAGAACTGC  AGTCTTTCGA
TGATATTGCA TATATTCGAA AGACTCTAGC CTTAGACAAA
ACTGAGCAAG AGGCTCTGGA GTATTTCACA AAGCAAATGA
ATGACGCAC

TM 7 (Grupo llI)

TGATGCTTGG  CTCCGGAATG CCAGAACTGC  AGTCTTTCGA
TGATATTGCA TATATTCGAA AGACTCTAGC CTTAGACAAA
ACTGAGCAAG AGGCTCTGGA GTATTTCACA AAGCAAATGA
ATGACGCAC

Cuadro 4. Secuencia parcial del exdén 20 del gen de PIK3Ca del ADN de C 5 (control), Tl 4
(grupo II) y TM 7 (grupo lll) de tiroides de rata. (En amarillo se indica la mutacién puntual
esperada A3073G).
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D) Reordenamientos RET/PTC.

D1. Andlisis mediante Southern. En la Figura 39 se presenta el

resultado de la hibridacion de una muestra control (C 5), de una muestra con
invasion vascular y/o capsular (grupo Il) y de una muestra con metastasis
(grupo I11). Como se puede apreciar, en los tres casos se aprecia el mismo
patron, lo que descarta la presencia de reorganizaciones cromosémicas que

afecten a la zona analizada.

C5 T4 ™7

Figura 39. Pelicula de revelado del Southern blot que muestra el mismo patron de bandas
tanto para la muestra control como para las muestras del grupo Il y IIl.

D2. Construccion de macroarray y seleccidon de clones: Siguiendo los

protocolos descritos en el apartado de Materiales y Método se aislaron 396
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clones y se fijaron en membranas de nylon. Tras hibridar con la sonda
correspondiente, se seleccionaron 17 clones que fueron secuenciados

posteriormente.

Los resultados de la secuenciacion mostraron que todos los clones

analizados resultaron silvestres, no encontrdndose indicio de reorganizacion

alguna.
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V. DISCUSION

El genotipo de los canceres determina su comportamiento bioldgico y en
algunos casos sus respuestas a terapias especificas. Esto se ha comprobado
también en los cénceres tiroideos, donde se han hallado muchos defectos
oncogeénicos significativos en los distintos tipos de tumores tiroideos que
dibujan la evidencia clinica para explicar su comportamiento en la patogénesis

de dicha enfermedad (Sobrinho-Simoes y cols., 2008).

Los carcinomas papilares de tiroides (PTC) representan
aproximadamente el 80% de los tumores tiroideos humanos. La incidencia total
de esta forma particular de cancer tiroideo es creciente, por motivos que ain no
se conocen (Davies y Welch, 2006). Por lo general, estos tumores tienen un
crecimiento lento que permite que la progresion de la enfermedad sea
relativamente infrecuente. El diagnéstico histopatologico de PTC se centra
principalmente en la morfologia nuclear de las células tiroideas. Se han descrito
diferentes variantes de PTC en humanos dependiendo del tipo de crecimiento,
tipo celular y relaciones con el medio que rodea a la célula tiroidea (DelLellis y
cols., 2004). Sin embargo esta prevalencia que esta clara en el cancer de
tiroides humano no se reproduce en el cancer experimental de tiroides en las
ratas, ya que presentan un patrén arquitectural de carcinoma folicular, y en
patrén citolégico con neto predominio del tipo folicular y s6lo algunos grupos

celulares muestran algunas caracteristicas que permiten la aproximacion al
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diagnéstico de variante folicular del carcinoma papilar humano. Ademas por
otro lado, se producen metastasis pulmonares. Si se tienen en cuenta que en
los humanos las metastasis ganglionares son peculiares en el carcinoma
papilar y las pulmonares lo son en el folicular, los tiroides experimentales que
aqui tratamos deben ser considerados como carcinomas foliculares y a lo sumo
plantear la discusion diagnostica con la variante folicular del carcinoma papilar.
Esta particularidad en tipos histoldégicos habituales entre tumores humanos
espontaneos y tumores experimentales de ratas nos hace pensar que deben

existir diferencias en cuanto a los eventos génicos.

A pesar de que se ha orientado la discusién hacia una conclusién
diagnostica, por histologia convencional, que acepta criterios suficientes para
decidir que se esta produciendo tumores experimentales en las ratas de tipo
folicular con metastasis pulmonares (via sanguinea), se advierte la necesidad
de interpretar dos fendmenos timorogénicos. Uno de ellos, simplemente
morfoldgico, se refiere a la rica vascularizacién de los tumores obtenidos. Los
vasos estan dilatados, son muy abundantes desfigura el cuadro histoldgico
habitual de los tumores foliculares, forman lagos sanguinos y las estructuras
foliculares protuyen, con aspecto seudopapilar, en el interior de las luces
vasculares. Es posible que este hecho suponga una mayor liberacion de
factores angiogénicos, lo cual seria objeto de estudio biomolecular que escapa
a los objetivos del presente trabajo. No obstante, con una interpretacion mas
simplista, habria que tener presente que en estudios experimentales previos,
con la misma pauta de tratamiento, nuestro grupo ha podido demostrar que la

interrupcion del experimento a los seis meses de su inicio, conduce a un
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cuadro histolégico de hieperplasia simple difusa también con gran
vascularizacion pero sin dilataciéon de los espacios vasculares y formaciéon de
lagos sanguineos. Es previsible que el incremento del riego del tejido glandular
se produzca simplemente a expensas de una mayor demanda de la funcidon
tiroidea eficaz (bloqueada por el perclorato potasico) a expensas de la
hiperproduccibn de TSH y sin que ello se pueda relacionar con
neoangiogénesis tumoral. No obstante, la diferencia en vasuclarizacién entre el
tumor primitivo y la metastasis es dificil de explicar. Asimismo la diferencia
entre ambas lesiones también se refleja en la produccion de coloide. Es
previsible que todo ello se deba a factores condicionantes, propios del terreno o
lugar de asiento metastasico, que podrian interaccionar con el tejido extrafio,

modificando su estado y mecanismo productivo.

El otro funcionamiento timorogénico a considerar es el que se refiere a la

interpretaccion biomolecular del proceso.

Se conocen muchos eventos genéticos de iniciacién tumoral asociados a
PTC humanos. Un evento importante son los oncogenes ret/PTC que juegan
un papel causativo en la patogénesis en un porcentaje significativo de PTC
(Santoro y cols., 2002). El gen ret codifica para una subunidad de sefializacion
de receptores para los ligandos de la familia del factor glial derivado neutrofico
(GFL) (Treanor y cols., 1996). El gen ret se expresa en niveles muy bajos en
las células foliculares tiroideas. En células tiroideas humanas, los
reordenamientos cromosomicos entre los dominios del promotor y N-terminal

de genes no relacionados con el dominio quinasa C-terminal del gen ret, dan
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como resultado la produccién de formas quiméricas aberrantes del receptor

(RET/PTC) que son constitutivamente activas (Nikiforov, 2008).

Los reordenamientos ret/PTC son particularmente comunes en PTCs de
individuos expuestos a radiacidn ionizante y en canceres pediatricos (Nikiforov
y cols., 1997). En PTCs esporadicos de pacientes adultos, la frecuencia de
reordenamientos ret es baja (~20%) y varia segun la region geogréfica. Las
oncoproteinas RET/PTC1 y RET/PTC3 son las mas comunes y estan formadas
por la fusiébn del gen ret con los genes h4 (di0Os170) y ncoa4 (elei),
respectivamente. Existen muchos estudios de investigacion que evidencian que
los reordenamientos ret/PTC pueden ser un evento muy temprano en el
desarrollo del cancer tiroideo. De esta forma, existe una alta prevalencia de
expresion RET/PTC en microPTC (Viglietto y cols., 1995 y Sugg y cols., 1998).
Ademas, Jhiang y cols., (1996), Santoro y cols., (1996) y Powell y cols., (1998)
desarrollaron un raton transgénico para PTC donde comprobaron que existia

una sobrexpresion RET/PTC1y RET/PTC3 en las células tiroideas.

Junto a estos estudios, al exponer a radiacion ionizante lineas celulares
(Ito y cols., 1993) vy tiroides fetales (Mizuno y cols., 1997) dan como resultado
la expresion de ret /PTC a las pocas horas de la exposicion, apoyando la idea
del papel directo que tiene la radiacion ionizante sobre la recombinacién
ilegitima de ret. Se podria deducir que las oncoproteinas RET son las
responsables de la iniciacion tumoral en estos canceres tiroideos. Sin embargo,
si las oncoproteinas RET/PTC son las responsables de la iniciacion tumoral en

éstos canceres, se podria pensar que todas las células tumorales deberian
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tener la nueva combinacion. No obstante, estudios recientes indican que al
menos algunos canceres de tiroides son oligoclonales para ret/PTC (Unger y
cols., 2006 y Zhu y cols., 2006), sugiriendo que el reordenamiento pudo haber
ocurrido mas tarde en la progresion tumoral o como resultado de diferentes

eventos clonales.

Existen también numerosos estudios que examinan si los canceres
tiroideos papilares con reordenamientos ret/PTC tienen caracteristicas
patologicas peculiares en humanos. Después de Chernobyl, los canceres
pediatricos RET/PTC1 que surgieron se asociaron con un PTC clasico,
mientras que los canceres pediatricos RET/PTC3 se asociaron con variantes
sélidas de PTCs (Nikiforov y cols., 1997). Aunque en la literatura existen
estudios que relacionan los oncogenes ret/PTC con desarrollos PTCs con
diagnésticos favorables (Santoro y cols., 2002 y Adeniran y cols., 2006), los
datos son confusos debido a que en algunos de estos estudios se utilizaron
diferentes metodologias para detectar el gen ret, y en la mayoria de los
estudios se analizaron un numero pequefio de casos. Sin embargo, esta
razonadamente claro que los reordenamientos ret/PTC estan presentes en sélo
una pequefa fraccion de canceres tiroideos pobremente diferenciados (Santoro
y cols., 2002 y Ricarte y cols., 2008), sugiriendo que esta oncoproteina podria

no conferir un alto riesgo en la progresién tumoral.

Como otras oncoproteinas receptoras tirosin quinasa, RET/PTC forma

parte de una compleja red de mecanismos de sefalizacion. Las propiedades

transformantes de ret son anuladas in vitro mediante la sustitucion del residuo
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Y1062 en el dominio RET quinasa, que es un sitio de unién para Shc, ShcC,
IRIS1/2, FRS2, DOK1/4/5 y Enigma (Takahashi, 2001 y Hayashi y cols., 2000).
La formacién de ese complejo proteico a nivel de Y1062 permite la estimulacion
de la cascada ras/ERK/PI3K. Existen evidencias genéticas recientes que
enfocan su atencion en el papel de la ruta ras/B-raffMAP quinasa en el
desarrollo de PTC, debido a las observaciones de mutaciones puntuales
activadoras de B-raf y ras que también tienen una alta prevalencia, ademas de
la exclusividad de ret en PTC. Las mutaciones de ret, trk, N-ras, H-ras, K-ras o
B-ras han sido descritas en ~70% de los PTCs, con poca 0 ninguna
superposicion entre ellos (Kimura y cols., 2003, Frattini et al 2004 y Soares y

cols., 2003).

Los resultados obtenidos de nuestros estudios de reordenamiento
ret/PTC en los tumores tiroideos de rata analizados mediante dos
aproximaciones distintas que nos permitian detectar diferentes niveles de
reorganizacion (Southern blot y la construccion de una genoteca parcial a partir
de la amplificacion de un solo primer de secuencias flanqueantes), indican que
la reordenacion cromosémica del dominio tirosin quinasa del oncogén ret, de
existir, no es un fenédmeno en absoluto frecuente en el carcinoma tiroideo de
rata. No obstante, no se puede descartar que este tipo de reordenamientos
tenga lugar en un porcentaje bajo de casos. Asi, para estudiar esta ultima
hipotesis seria necesario realizar este estudio con un numero mayor de
tumores tiroideos de rata, y asi poder analizar y escrutar mayor namero de

clones de las genotecas costruidas.
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Los cuatro proto-oncogenes clasicos de ras codifican para H-ras, K-ras
y N-ras pertenecientes a la extensa familia de proteinas G. Las proteinas RAS
son GTPasas de la membrana plasmatica activadas por receptores del factor
de crecimiento, no receptores tirosin quinasa, y en menor grado a receptores
acoplados a proteina G, permitiendo la activacion de otros efectores de la ruta.
La base molecular de la oncogénesis de ras es causada por mutaciones que
favorecen su activacion constitutiva, su conformacién unida a GTP. Se han
descrito mutaciones puntuales en todos los genes ras en el cancer de tiroides,
pero la mas comun estd en el coddén 61 de N-ras, y la menos en H-ras

(http://www.sanger.ac.uk/perl/genetics/CGP/cosmic?action=byhist&amp; 2008).

Se discute bastante sobre la alta prevalencia de mutaciones de ras en
adenomas y carcinomas foliculares de tiroides; sin embargo, también se ven en
PTC (Suarez y cols., 1988 y Namba y cols., 1990) con una prevalencia superior

al 10-15%, particularmente en la variante folicular de PTC (Zhu y cols., 2003).

Las mutaciones ras se encuentran del 20-50% de los FTC (Esapa y
cols., 1999), con la siguiente frecuencia relativa: N-ras>H-ras>K-ras

(http://www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/, August 2008). La presencia de

mutaciones ras en adenomas y carcinomas foliculares se considerada como
una evidencia de que la activacion RAS puede ser un paso temprano en la
carcinogénesis tiroidea, aunque esto no ha sido comprobado
concienzudamente. Esta idea estd fundamentada en la recreacion de la
enfermedad en un modelo de ratén con sobrexpresion de N-ras?®* (Vitagliano
y cols., 2006). Una de los rasgos caracteristicos que distinguen las neoplasias

foliculares de los FTC es que la neoplasia folicular tiene una alta frecuencia de
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aneuploidia, mientras que los PTCs son normalmente diploides. Se ha
demostrado que la activacion del RAS oncogénico no promueve la inestabilidad
gendmica en células tiroideas in vitro (Knauf y cols., 2006 y Saavedra y cols.,
2000). Sin embargo, aunque se ha demostrado que existe una correlacion
entre las mutaciones ras y la aneuploidia en tumores colorrectales (Giaretti y
cols., 2004), no se ha encontrado tal relacion en las neoplasias tiroideas
(Sobrinho-Simoes y cols., 2008). No obstante, se ha encontrado un
polimorfismo en el gen H-ras (T81C) que estaba fuertemente correlacionado
con aneuploidia en tumores foliculares, por lo que algunos autores proponen
gue podria deberse al incremento de expresion del proto-oncogén (Castro et

el., 2006).

Kobayashi y cols., (2002) realizaron un estudio en ratas Wistar para
comprender las relaciones existentes entre las mutaciones del gen ras (K-ras) y
los diferentes tipos de tumores tiroideos, mediante su induccion con di-
isopropanolnitrosamina (DIPN), un potente agente carcinogénico que induce
tumores en varios érganos (Kitada y cols., 1996, Kitahori y cols., 1995, Kitahori
y cols., 1996, Kitahori y cols., 1997 y Konishi y cols., 1978). El método que
utilizaron para estudiar las mutaciones en el gen K-ras fue una microdiseccion
de DNA seguida de una PCR y una secuenciation directa. Los resultados que
obtuvieron fueron una alta frecuencia de mutacién (75%, transicion de G-A en
el coddon 12) en las lesiones nodulares y ausencia de mutacion en las
hiperplasias difusas y las lesiones pre-nodulares. Aunque no encontraron
relacion significativa entre los tipos histologicos y los periodos de tratamiento, si

existia correlacion con el método de administracion de la droga (una inyeccién
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al 55% e inyecciones seriadas al 91%). Concluyen que la mutacién en el gen K-
ras juega un papel importante en la tumorigénesis tiroidea en ratas inducidas
por DIPN y consideran la posibilidad de que sea un evento temprano en la
tumorigénesis tiroidea. En un estudio sobre la frecuencia de mutaciones del
gen Ki-ras (codones 12 y 13) en ratas Wistar a las que les indujeron
carcinomas tiroideos mediante la administracién de perclorato potasico y yodo
radiactivo, los autores no encontraron ninguna mutacion del gen Ki-ras en las
72 muestras de carcinoma tiroideo de rata estudiadas (Fernandez-Santos y
cols., 2004). Los autores, concluyeron que las mutaciones Ki-ras en los
codones 12 y 13 no eran ni un evento constante ni temprano en el desarrollo

del carcinoma folicular tiroideo en ratas.

La decisidon de estudiar sélo las mutaciones del codon 61 del gen N-ras
en nuestro trabajo, fue tomada tras ver en la bibliografia que este gen sufria
mayor frecuencia de mutaciones que el gen H-ras. Decidimos entonces
comenzar nuestros estudios en el oncogen N-ras y al resultar todos los casos
negativos para mutaciones en el codon 61 del gen N-ras no continuamos con
los estudios del H-ras. Segun nuestros resultados, no podemos relacionar el
gen N-ras con un desarrollo tumoral hacia carcinoma papilar o folicular debido
a que en nuestro modelo experimental no se encontré mutacion alguna en este
gen (existente en el humano) en ninguno de los casos, ni en tumores tiroideos

con invasién vascular/capsular ni en carcinomas tiroideos con metastasis.

Estos hallazgos nos llevan a pensar que en nuestro modelo de

carcinogénesis experimental en ratas el oncogén ras no se ve afectado por
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ningun desorden genético al igual que los resultados obtenidos por los estudios
de Fernandez-Santos y cols., (2004), sin embargo, en el modelo de raton de
Vitagliano y cols., (2006) si se observan mutaciones en el oncogén ras. Por lo
tanto, deducimos que o bien nuestro modelo de carcinogénesis experimental
inducida con perclorato potasico no es suficiente para el desarrollo de
mutaciones en el gen ras, contradiciendo los hallazgos Kobayashi y cols.,
(2002), que si encontraron mutaciones puntuales en el gen K-ras aunque no

pudieron relacionarlas con los diferentes tipos de tumores tiroideos.

En cuanto al gen B-raf, existen tres isoformas de la serina-treonina RAF
quinasa en células de mamifero: ARAF, BRAF y CRAF o RAF1. La expresion
de CRAF es omnipresente, mientras que la expresion de altos niveles de BRAF
se encuentra en células hematopoyéticas, neuronas y testiculos (Daum vy cols.,
1994). Los autores Zhang y Fagin (datos no publicados) encuentran altos
niveles de expresion de B-raf en células foliculares tiroideas. Aunque todas las
isoformas de RAF activan a MEK, son diferentemente activadas por ras
oncogénico. Ademas, B-raf tiene una alta afinidad por MEK1 y 2 y es mas
eficiente en la fosforilacion de MEK que otras isoformas de RAF (Peyssonnaux
y Eychehe, 2001). Interesantemente, la activacion de ERK por mitégenos no se
ve afectada en fibroblastos de ratones C-Raf”, esto coincide con otros trabajos
en los que se indica que en células que expresan B-raf, ésta es la isoforma que
mejor activa a MEK (Reuter y cols., 1995), cosa que también ocurre en células

tiroideas (Mitsutake y cols., 2006).
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La mutacién BRAF'%* es el cambio genético mas comdn en PTC. Asi
como en melanomas, mas del 95% de las mutaciones resultan de un cambio
de T por A en la posicidon 1799, resultando en una sustitucién de valina por
glutamato en el residuo 600 (V600E). La mutacién oncogénica en el lazo de
activacion o lazo P de BRAF interrumpe la interaccién entre cada uno de los
I6bulos de la proteina y desestabiliza la conformacion inactiva de la quinasa.
Muchas (pero no todas) las sustituciones BRAF oncogénicas conocidas
permiten la formacién de nuevas interacciones que forman una quinasa con

una estructura catalitica competente (Dhillon y Kolch, 2004).

El predominio total de mutaciones B-raf en PTC es aproximadamente
del 45% (Kimura y cols., 2003, Soares y cols., 2003, Trovisco y cols., 2004,
Nikiforova y cols., 2003, Fukushima y cols., 2003, Namba y cols., 2003, Xu y
cols., 2003 y Cohen y cols., 2003). Las mutaciones B-raf pueden ocurrir en los
primeros estadios del desarrollo tumoral tal y como se observan en los
microPTCs (Nikiforova y cols., 2003). Aunque la mayoria de los PTCs con
mutaciones B-raf tienen un aspecto histolégico clasico, la variante PTC de
células altas, considerado como el mas agresivo, tiene una alta prevalencia de
mutaciones B-raf (Nikiforova y cols., 2003). Muchos estudios (Nikiforova y cols.,
2003 y Xing y cols., 2005), pero no todos (Puxeddu et al 2004), demuestran
que los PTCs con mutaciones B-raf presentan mas invasion extratiroidea y
estadio mas avanzado. Un estudio realizado con numerosos casos apoya
fuertemente las implicaciones de B-raf en el cancer de tiroides (Xing, 2007) con
prondsticos negativos, incluyendo una alta frecuencia de metastasis en

ganglios linfaticos del cuello y en tejidos distantes.
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Nuestros resultados fueron negativos para la mutacién BRAF' 274 En
ninguno de los casos analizados, tumores tiroideos con y sin metéstasis se
encontré esta mutacion que es frecuente en los PTC humanos (Kimura y cols.,
2003, Soares y cols., 2003, Trovisco y cols., 2004, Nikiforova y cols., 2003,
Fukushima y cols., 2003, Namba y cols., 2003, Xu y cols., 2003 y Cohen y
cols., 2003). Sin embargo, se encontraron cuatro mutaciones puntuales
diferentes a la esperada. Tres de ellas, G1767A, C1794T y C1806T, resultaron
afectar al dltimo nucleétido del codén y, como consecuencia, el cambio de
nucledtido no afect6 a la proteina, ya que no producia un cambio de
aminoacido en la cadena proteica. No obstante, la cuarta consistid en una
mutacion puntual, T1789C, que resulté en el primer nucleé6tido del codon,
produciéndose asi un cambio de amino&cido en la proteina, asparragina por
acido glutamico (Asn>Asp), que si podria estar involucrado en la activacion
constitutiva de la ruta MEK. Esta Ultima mutacion podria ser importante en la
conformacion terciaria de la proteina ya que se ha cambiado un aminoéacido
neutro por otro acido y que, a pH fisiol6gico, estd disociado pudiendo
interaccionar con otras proteinas de la cascada B-raf/MEK. Teniendo en cuenta

T1799A
F

gue la mutacion BRA provoca la activacion constitutiva de la cascada

MEK y que es muy frecuente en PTC humano, la mutacion BRAFT8%¢
encontrada en nuestro estudio y que se sitda tan sélo tres codones hacia arriba
en la cadena nucleotidica del gen B-raf, nos hace pensar que esta mutacion

podria estar involucrada en el desarrollo de tumores tiroideos producidos por

bocidgenos.
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La ruta PTEN/PI3K/Akt regula los procesos celulares fundamentales,
incluyendo el metabolismo de la glucosa, supervivencia celular, progresion del
ciclo celular, adhesién y motilidad. Yeager y cols., (2007) crearon un modelo de
ratbn mutante que consistia en la eliminacion especifica de la expresion del
gen Pten en células tiroideas y lo trataron con perclorato sédico al 0,5% y
metilmazol al 0,05%. Querian demostrar que el silenciamiento o inactivacién de
éste gen podia producir neoplasias tiroideas como las encontradas en la
enfermedad de Cowden (Nelen y cols., 1997, Bussaglia y cols., 2002 y Sogol y
cols., 1983). Encontraron que la pérdida de la expresion del gen Pten causo un
aumento significativo del indice de proliferacién de las células tiroideas, que era
mayor en las hembras, sin un aumento de los niveles de TSH. Pero,
sorprendentemente, el tratamiento con el bocibgeno no causé un aumento
sustancial de la glandula tiroidea y sélo aparecian bocios difusos. Sugieren que
una parte relevante de las sefales de proliferaciéon inducidas por la TSH son
canalizadas por la ruta (PI13K)/Akt y que la pérdida de Pten provee al tiroides de
una alta susceptibilidad a la transformacion neoplasica por un aumento en la
proliferacion de las células tiroideas.

Las mutaciones activadoras de los genes que codifican para la
subunidad catalitica p110a de PI3K clase 1A fueron primero descritas en
canceres colorrectales, de ovario, de cerebro, gastrico y de mama, donde la
mayoria de las mutaciones ocurren dentro de los dominios helicoidales y
quinasa de la proteina (Samuels y cols., 2004 y Samuels y cols., 2005).
Garcia-Rostan y cols., (2005) describieron una baja frecuencia relativa de
mutaciones PIK3CA en PTCs bien diferenciados (2%) y FTCs (15%), y una alta

frecuencia en ATCs (23%). Las mutaciones PIK3CA coexistieron con las
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mutaciones ras o B-raf en estos canceres. También se han descrito las
ganancias de copias de PIK3CA en los PTC bien diferenciados y en ATC,
aungque no esta claro si tienen significado patogénico o son un resultado de
desequilibrios cromosémicos (Hou y cols., 2007, Liu y cols., 2008 y Abubaker y

cols., 2008).

Nuestros resultados fueron negativos para las tres mutaciones puntuales
descritas en el exon 9 del gen PIK3CA, (G1633A, A1634G y C1636A) y para la
mutacion puntual descrita en el exon 20 del gen PIK3CA, (A3073) (Campbell y
cols., 2004, Kang y cols., 2008, Hou y cols., 2007 y Samuels y cols., 2004). De
acuerdo con los resultados obtenidos, no podemos afirmar que las mutaciones
esperadas en el gen PIK3CA esten relacionadas con la carcinogénesis tiroidea
de nuestro modelo experimental en ratas. No obstante, al igual que ocurre con
el gen ras, no podemos concluir que la ruta PI3SK/Akt no se vea alterada en
algun otro gen que pueda estar implicado en la patogénesis de los carcinomas

tiroideos de ratas tratadas con perclorato.
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CONCLUSIONES




VI. CONCLUSIONES

1. El modelo de carcinogénesis experimental del tiroides de ratas tratadas
con perclorato potasico (agente bociégeno), es util por su facil
rendimiento en la producciéon tumoral, si bien los tumores obtenidos
presentan diferencias con los tumores humanos, tanto histolégicas como

biomoleculares.

2. Las mutaciones habituales de N-ras y de PI3K que habitualmente se
describen en canceres humanos no estan presentes en el modelo de

carcinogénesis experimental.

3. También el reordenamiento ret/PTC, tan comun, con todas sus
variantes, en los carcinomas papilares humanos, se confirman que no
esta involucrado en la génesis de tumores tiroideos de la rata por esta

via experimental.

4. La exploracion molecular del gen B-raf en los tumores del experimento
demuestra la existencia de cuatro mutaciones puntuales, tres de ellas
sin repercusion y una cuarta con posible participaciéon en la génesis
tumoral, ya que afecta a la secuencia de aminoacidos en la proteina con

posibles consecuencias funcionales.
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5.

El modelo de carcinogénesis propuesto permite exploraciones
biomoleculares mas amplias de las proteinas hoy dia conocidas como
implicadas y de otras proteinas intervinientes en distintas rutas de
sefalizacion. Por consiguiente se trata de un excelente modelo de
enfermedad humana en animal de experimentacién, que puede ser util
para posteriores estudios sobre la génesis tumoral y para ensayos sobre

terapias antitumorales.

Se interpreta que el agente bocidgeno, perclorato potasico en este caso,
no es carcinogeno por si mismo o responsable directo de las
alteraciones biomoleculares que conducen a la activacion del factores de

transcripcion.

Se entiene que el bloqueo metabdlico que el perclorato potasico provoca
en la cadena de produccién de la hormona tiroidea, es responsable de la
hiperproduccién de TSH y que la hiperestimumaciéon de sus receptores
en la célula folicular, facilita el desarrollo de alteraciones biomoleculares
en “puntos débiles” de distintas rutas candnicas hiperactivadas, en

particular la que comprende la proteina BRAF.

La histologia de los tumores corresponde a la variante folicular, con
invasion capsular y vascular y con metéstasis pulmonares. En el cuadro
histol6gico destaca, por un lado, la gran vascularizacién y escasez de
produccion de coloide en el tumor primitivo, y, por otro lado, la menor

vascularizacion y regular produccion del coloide en las metastasis.
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