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Resumen 
 

 

 

Esta tesis, que se presenta en cuatro artículos, investigó aspectos moleculares del 

carcinoma tiroideo canino y su tratamiento. En el Artículo I se investigó la 

expresión de transcriptos determinados por PCR en tiempo real en tiroides sanas, 

carcinomatosas y en el lóbulo tiroideo contralateral (CL) sano de los perros con 

cáncer. El grupo carcinoma tuvo una concentración de mRNA menor para 

Tiroglobulina (Tg) y Tiroperoxidasa (TPO) que el grupo sano y el CL, lo que 

sugiere que tiene alterada la síntesis de hormonas tiroideas. Las concentraciones de 

mRNA del receptor de tirotropina (TSH-R), gen pareado box 8 (PAX-8), y receptor 

de estrógeno alfa (ERα) no fueron diferentes entre grupos. La expresión del TTF-1 y 

del factor de crecimiento similar a insulina 1 (IGF-I) fue mayor en el grupo CL con 

respecto a la glándula carcinomatosa, lo que sugiere un mecanismo compensatorio 

para mantener la condición de eutiroideo en los perros con cáncer. En el Artículo II 

se determinó la inmunotinción de TSH-R, Tg, TTF-1, antígeno nuclear de 

proliferación celular (PCNA), factor de crecimiento vascular (VEGF) y de 

crecimiento fibroblástico 2 (FGF-2) en glándulas tiroideas sanas y carcinomatosas. 

El número de folículos fue menor y la densidad celular y número de vasos 

sanguíneos fue mayor en glándulas carcinomatosas respecto las sanas. No se 

encontraron diferencias en la inmunotinción de TSH-R y Tg entre grupos en células 

foliculares y fibroblastos. Las células foliculares carcinomatosas presentaron 2 y 3 

veces más intensidad de tinción de TTF-1 y PCNA respectivamente respecto las 

sanas. La tinción de VEGF en células endoteliales fue mayor en los carcinomas. La 

mayor expresión de proteínas relacionadas a la proliferación y angiogénesis (TTF-1, 

PCNA y VEGF) encontrada en el carcinoma es consistente con los mecanismos de 

progresión tumoral. El objetivo del Artículo III fue determinar si marcadores como 

VEGF, FGF-2, IGF-1 y su receptor (IGF-1R) así como los receptores de ácido 

retinoico (RARα y RXR) se asociaban con un patrón histológico diferencial 

(folicular compacto vs compacto vs sanos). La expresión de IGF-I, IGF-1R y VEGF 

en fibroblastos y células endoteliales fue mayor en carcinomas compactos que tejido 

sano y se encontró una mayor expresión de IGF-1R en fibroblastos y FGF-2 en 

células endoteliales del carcinoma compacto respecto de los foliculares-compactos. 

La mayor expresión de factores vinculados a la oncogénesis en células endoteliales y 

fibroblastos encontrada en los carcinomas compactos sostiene la relevancia de las 

células estromales en la generación del tumor. En el Artículo IV se evaluó el efecto 

de isotretinoína 9-cis (AR9-cis) sobre la recurrencia tumoral y sobrevida como 

tratamiento novedoso frente al tradicional (doxorrubicina) en el carcinoma tiroideo 

post cirugía, incluyendo un grupo control (sin tratamiento). El tipo de carcinoma 

afectó el tiempo de recurrencia y el de sobrevida, siendo mayor en los carcinomas 

foliculares respecto de los carcinomas foliculares-compactos, que a su vez fueron 

mayores que los carcinomas compactos. Existió una interacción entre el tratamiento 

y el tipo de carcinoma, ya que no se encontró efecto del tratamiento en los 

carcinomas foliculares, mientras que en los otros tipos de carcinoma, los perros 

tratados con AR9-cis presentaron mayor tiempo de recurrencia y sobrevida, 

indicando que este tratamiento utilizado luego de la cirugía es superior al 

tratamiento tradicional con doxorrubicina.  
 

 

Dirección del autor: Ana  Paula Pessina, Laboratorio de Técnicas Nucleares, Facultad de Veterinaria. 

Lasplaces 1550. CP 11600. Universidad de la República. Montevideo, Uruguay. 
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Abstract 
 

This thesis presented in four articles, investigated the molecular basis of thyroid 

carcinoma in dogs and its treatment. In Article I, transcript expression was 

determined by real time PCR in healthy thyroid glands, carcinomas and in the 

healthy contra lateral lobe (CL) of dogs with cancer. Thyroglobulin (Tg), and 

thyroperoxidase (TPO) mRNA expression in carcinoma glands was lower than in 

healthy glands, suggesting an altered capacity to synthesize thyroid hormones. 

Concentrations of thyrotropin receptor (TSH-R), paired box 8 transcription factor 

(PAX-8), and estrogen receptor alpha (ERα) mRNA were not different between 

groups. The expression of thyroid specific transcription factor-1 (TTF-1) and insulin 

like growth factor (IGF-I) was greater in the CL group than in carcinoma group, 

suggesting that the CL lobe may function in a compensatory state. In Article II, the 

average immmunostaining of TSH-R, Tg, TTF-1, vascular endothelial growth factor 

(VEGF), fibroblastic growth factor-2 (FGF-2) and proliferating cell nuclear antigen 

(PCNA) were determined in follicular carcinomas and healthy thyroid canine 

glands. The number of follicles was lower, while cell density and number of blood 

vessels were greater in thyroid carcinomas than in healthy thyroid glands. No 

differences were detected in the intensity of staining of TSH-R and Tg in follicular 

cells and fibroblasts between healthy and carcinomas tissue. Follicular cells of the 

carcinoma tissue presented 2 to 3-fold greater staining of TTF-1 and PCNA 

respectively than cells of healthy thyroid tissue. VEGF staining was stronger in 

endothelial cells of the tumoral tissue when compared with normal thyroid tissue, 

but no differences were found in the other cell types. The greater protein expression 

of factors related to proliferation and angiogenesis (TTF-1, PCNA and VEGF) found 

in the carcinoma glands respect healthy thyroid tissue, is consistent with the 

mechanisms of tumor progression. The objective of Article III was to determine if 

markers like VEGF, FGF-2, IGF-1 and its receptor (IGF-1R) and retinoic receptors 

(RARα and RXR) were associated with the tumor histological type (compact 

carcinomas vs follicular-compact vs healthy thyroid glands). IGF-I, IGF-1R and 

VEGF expression was greater in fibroblasts and endothelial cells of compact 

carcinoma than healthy glands. IGF-1R expression in fibroblasts and FGF-2 

expression in endothelial cells of compact carcinoma were greater than follicular-

compact carcinoma. The greater expression of factors related to proliferation and 

angiogenesis in endothelial cells and/or fibroblasts of compact carcinoma when 

compared to healthy glands supports the relevance of stromal cells on oncogenesis. 

In Article IV, the effects of isotretinoína 9-cis (AR9-cis) as a novel post surgery 

treatment of thyroid carcinoma when compared to a traditional treatment 

(doxorubicin) was investigated and a control untreated group was included. The time 

to recurrence was significantly shorter in the control group and doxorubicin group vs 

AR9-cis group, while no differences were found among doxorubicin and control 

groups. The type of carcinoma affected time of recurrence and survival as follicular 

carcinomas presented a greater times than follicular-compact carcinomas which in 

turn presented greater survival time than compact carcinomas. The interaction 

among treatment and type was significant as recurrence and survival times in 

follicular carcinomas did not differ between treatments, but AR9-cis dogs had 

greater times in follicular-compact and compact carcinomas, showing that this 

treatment is superior to the traditional (doxorubicin).  
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Abreviaciones  
 

AR9-cis: Ácido retinoico 9 cis 

COX-2: Ciclooxigenasa 2 

ERα : Receptor de estrógeno alfa 

FGF-2: Factor de crecimiento fibroblástico 2 

fT4: Tiroxina libre 

IGF-1: Factor de crecimiento similar a insulina-1 

IGF-1R: Receptor del factor de crecimiento similar a insulina-1 

NIS: Simportador o intercambiador Na+/I-  

PAX-8: gen pareado box 8 

PCNA: Antígeno nuclear de proliferación celular 

RAR: Receptor de ácido retinoico 

RARα: Receptor de ácido retinoico alfa 

RXR: Receptor X de ácido retinoico 

rhTSH: Hormona estimulante del tiroides humana recombinante 

T4: Tiroxina 

Tg: Tiroglobulina 

TKIs:Inhibidores tirosin kinasa 

TPO: Tiroperoxidasa 

TSH: Hormona estimulante del tiroides 

TSHR: Receptor de la hormona estimulante del tiroides 

TTF-1: Factor de transcripción tiroideo-1 

VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular 

VEGFR-2: Receptor del factor de crecimiento endotelial tipo 2  

99mTc: Tecnecio-99m  

I
131

: Yodo 131
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Introducción 

 
Las patologías de la glándula tiroidea son variadas, tanto en su etiopatogenia, como 

en su severidad, pronóstico y tratamiento. Estas patologías incluyen alteraciones en 

el desarrollo de la glándula, cambios degenerativos, inflamación, hiperplasia y 

neoplasias tiroideas (Elisei y col., 1994; Capen, 2002). En caninos, el carcinoma de 

tiroides es la patología que afecta la glándula tiroides con mayor frecuencia después 

del hipotiroidismo (Castillo, 2006). El cáncer de tiroides en el perro así como en 

humanos es la neoplasia endócrina que se presenta con mayor frecuencia (Barber, 

2007; Liu y Brown, 2011). La edad media de presentación es de 9 a 10 años (Barber, 

2007; Cano Valdez, 2009). No se ha encontrado predisposición de sexo en caninos a 

diferencia de lo reportado en humanos donde el cáncer de tiroides es 

aproximadamente 3 veces más frecuente en las mujeres (Brodey y col., 1968; Leav y 

col., 1976; Henderson y col., 1982; Sipos y col., 2008; Wucherer y Wilke, 2010; 

Bukhari y col., 2010). Si bien la incidencia del carcinoma tiroideo no es muy alta, se 

ha duplicado en las últimas dos décadas tanto en caninos como en humanos 

(Castillo, 2006; Harris y Bible, 2011).  

El carcinoma de tiroides en el perro tiene en general una presentación unilateral 

debido a que los lóbulos tiroideos no están anatómicamente unidos, diferencia 

importante con los seres humanos en que existe un istmo que une ambos lóbulos 

(Liptak, 2007). En caninos, cuando la implicancia es bilateral y el volumen del 

tumor es mayor a 20 cm
3,

 éste suele ser más invasivo y estar asociado a altas tasas 

metastásicas (Leav y col., 1976; Harari y col., 1986; Theon y col., 2000; Mooney, 

2007). La mayoría de los perros con carcinoma de tiroides son eutiroideos (60-74%). 

Un porcentaje menor de pacientes cursan con hipotiroidismo (16 a 30%) y un 10% 

son hipertiroideos (Castillo y col., 2006; Barber, 2007). Los signos clínicos en 

perros con tumores tiroideos benignos o malignos son similares y generalmente son 

el resultado de la alteración o comprensión de las estructuras circundantes: tos, 

disfagia, disfonía y disnea (Birchard y col., 1981; Harari y col., 1986). Es frecuente 

que el único motivo de consulta sea la presencia de una masa en el área anatómica 

de la tiroides descubierta por los propietarios. El pronóstico y las estrategias de 

tratamiento del carcinoma de tiroides canino dependen en gran medida del tamaño, 

la movilidad y la agresividad del tumor, así como de la presencia de metástasis 

(Barber, 2007).  

 

Más del 90% de los tumores tiroideos detectables en perros son carcinomas, 

pudiendo clasificarse como carcinomas tiroideos foliculares cuando se originan en 

las células foliculares tiroideas y como carcinomas tiroideos medulares cuando se 

originan en las células parafoliculares (células C) (Wucherer y Wilke, 2010). En 

caninos, los carcinomas de origen folicular son los que se presentan con mayor 

frecuencia (Leav y col., 1976; Harari y col., 1986) y  pueden clasificarse según el 

grado de diferenciación en bien diferenciados (folicular, folicular-compacto, 

compacto y papilar), pobremente diferenciados e indiferenciados (DeLellis, 2004; 

Kiupel y col., 2008). Otros estudios reportan que la prevalencia del carcinoma de 

origen medular estaría subestimada ya que es difícil de diferenciar histológicamente 

del tipo folicular (Carver y col., 1995; Campos y col., 2014). En caninos, la raza, el 

sexo, el tipo histológico y el tamaño del tumor no parecieron afectar el pronóstico 

después de la resección quirúrgica, mientras que la enfermedad bilateral y el grado 
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histológico de malignidad (diferenciación) sí lo afectan (Harari y col., 1986; 

Verschueren y col., 1992; Klein y col., 1995; Nadeau y col., 2011).  

 

Si bien el proceso de oncogénesis es complejo y difícil de entender, las 

características o “hallmarks” del cáncer que comprenden seis capacidades biológicas 

adquiridas por las células durante el desarrollo del tumor, continúan proporcionando 

una base sólida para la comprensión del mismo (Hanahan y Weinberg, 2011). Ellas 

incluyen: el mantenimiento de la señal proliferativa, evasión de supresores de 

crecimiento, resistencia a la muerte celular, lo que permite la inmortalidad 

replicativa, inducción de la angiogénesis y la activación de la invasión y metástasis 

(Figura 1).  

Mantenimiento de las 
señales proliferación

Evasión supresión 
de crecimiento

Activación de 
invasión y 
metástasis

Facilitar 
replicación 
inmortal 

Inducción de 
angiogénesis

Resistencia a la 
muerte celular

 

Figura 1. Las características - hallmarks - del cáncer (modificada de Hallmarks of 

cancer: The next generation, Hanahan y Weinberg, 2011). 

En los seres humanos, los carcinomas diferenciados como el papilar y el folicular, 

retienen en parte las características biológicas de las células tiroideas normales 

(Elisei y col., 1994). De forma similar, en los perros, la unión de la tirotropina 

(TSH) en los carcinomas de tiroides no difirió de la de tejido tiroideo normal 

(Verschueren y col., 1992), y los autores sugirieron que la TSH puede continuar 

actuando como un factor de crecimiento tumoral. Además de que la TSH es el 

principal regulador de la diferenciación y la proliferación del tirocito (Rivas y 

Santisteban, 2003), regula los niveles de ARNm de algunos genes específicos de la 

tiroides involucrados en el metabolismo del yodo y la síntesis hormonal en humanos 

(Moretti y col., 2000). Estos genes incluyen el transportador de sodio (NIS), 

Tiroglobulina (Tg), Tiroperoxidasa (TPO) y receptor de TSH (TSH-R) 

(Avvedimento y col., 1984; Gerard y col., 1989; Zarrilli y col., 1990; Lacroix y col., 

2006). El mecanismo molecular por el cual la TSH controla la expresión de los 

genes de Tg y TPO no ha sido completamente dilucidado, pero se considera que la 

actividad de factores de transcripción es el interruptor principal para regular la 

expresión de genes (Mitchell y Tjian, 1989). En los seres humanos, dos factores de 

transcripción, el factor de transcripción tiroideo 1 (TTF-1) y el gen pareado box 8 

(PAX8) se unen a la secuencia promotora de Tg y TPO y son capaces de activar la 

transcripción de estos genes (Francis-Lang y col., 1992; Zannini y col., 1992; 

Espinoza y col., 2001; Miccadei y col., 2002). Existen estudios en seres humanos 

que indican que en los tumores tiroideos benignos, la expresión de los genes PAX8 
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y TTF-1 no fue diferente en comparación con el tejido tiroideo normal, pero en 

carcinomas tiroideos, estos factores se encuentraron disminuidos por lo que se han 

reportado como marcadores de malignidad (Lacroix y col., 2006). También se 

demostró una correlación entre la expresión de NIS, Tg y TPO y la expresión de 

PAX8 y TTF-1, sugiriendo que las alteraciones en la expresión de los factores de 

transcripción PAX8 y TTF-1 tienen un rol en la tumorigénesis y procesos de 

diferenciación tiroidea (Lacroix y col., 2006). En los perros, no encontramos 

estudios que consideren la regulación de la expresión de Tg y TPO en glándulas 

tiroides sanas ni carcinomatosas. Sin embargo, diversos estudios cuyo objetivo era 

encontrar un marcador molecular de diferenciación en el carcinoma de tiroides 

reportaron que TTF-1 es un buen marcador de diferenciación de la tiroides que 

puede ser usado en conjunto con Tg (Kathoh y col., 2000; Ramos-Vara y col., 2002; 

Aupperle y col., 2003).  

 

Son muchos los factores de crecimiento que desempeñan un rol fundamental en el 

desarrollo de distintos tipos de cáncer incluido el de tiroides. En células tiroideas 

caninas, el factor de crecimiento similar a insulina 1 (IGF-1) permite el efecto 

mitogénico de la TSH y estimula por sí mismo la síntesis de proteínas y el 

crecimiento celular (Deleu y col., 1999). Otro potente factor mitogénico que se ha 

relacionado con el crecimiento del tumor de tiroides humana es el receptor de 

estrógeno alfa (ERα), (Manole y col., 2001), pudiendo este explicar la mayor 

incidencia de cáncer tiroideo en mujeres que en hombres (Henderson y col., 1982). 

Otra proteína ampliamente utilizada como indicador de proliferación y mitosis 

celular es el antígeno nuclear de proliferación celular (PCNA), que participa en el 

proceso de duplicación del DNA. En otros carcinomas caninos como el mamario y 

pulmonar está demostrado que la expresión de PCNA esta aumentada (Peña y col., 

1998; Griffey y col., 1999).  

Se sabe que las células de un carcinoma tiroideo pueden secretar potencialmente 

muchos factores provasculares para promover la angiogénesis, pero el factor de 

crecimiento endotelial vascular (VEGF) y factor de crecimiento fibroblástico tipo 2 

(FGF-2), juegan un rol protagónico y son responsables en gran medida del proceso 

de angiogénesis o neovascularización necesario para que ocurra crecimiento tumoral 

y desarrollo de metástasis (Masunga y col., 2000; Tomozawa y col., 2000; 

Rzeszutko y col., 2004). Además, VEGF ha sido estudiado en diferentes especies 

animales y diferentes tipos tumorales y es considerado como el mayor promotor del 

crecimiento y migración endotelial (de Araujo-Filho y col., 2009; Yu y col., 2012; 

Clemente y col., 2013). En el proceso de angiogénesis tumoral, VEGF estimula a las 

células endoteliales a producir FGF-2, quien potencia la actividad angiogénica. Por 

otra parte, el FGF-2 está implicado en el crecimiento anormal de la tiroides humana, 

tanto como un potencial mitógeno de células foliculares como un estimulador del 

crecimiento de células endoteliales de la tiroides (Eggo y col., 1995; Patel y col., 

2003). En caninos, no hemos encontrado informes al respecto.  

Más aún, teniendo en cuenta que el rol de los factores mencionados dependerán del 

tipo celular en que son producidos, cabe destacar que existe muy poca información – 

aún considerando otros modelos experimentales aparte del canino - de la expresión y 

del rol de estos factores y del rol del tipo celular en la tumorigénesis. En la glándula 

tiroidea, los tipos celulares funcionalmente relevantes son las células foliculares, los 

fibroblastos y las células endoteliales. El avance en el conocimiento de la 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Griffey%20SM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10208729
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conversación entre éstos tipos celulares es esencial para comprender como 

contribuyen a la progresión del tumor a través de señales de proliferación y/o 

facilitando el acceso de nutrientes (Dvorak, 1986; Bouziges y col., 1991; Gribben y 

col., 2010). De hecho se ha demostrado que el estroma es capaz de desencadenar 

tumores (Bissell y Radisky, 2001) y la hipótesis actual de la oncogénesis reside en la 

funcionalidad del estroma, si bien no está claro como las células estromales y 

tumorales evolucionan (Gribben y col., 2010).   

 

Además del tipo celular, debe tenerse en cuenta que la expresión de los factores 

antes mencionados implicados en la oncogénesis, dependerá del tipo de tumor. 

Verschueren y col. (1992) reportaron una menor concentración de sitios de unión de 

TSH en aquellos carcinomas que  mostraron  menor captación de pertecnetato de 

sodio. Sin embargo, los mismos autores no encontraron correlación entre el tipo 

histológico de grado de malignidad con la concentración o afinidad de los sitios de 

unión de TSH, ni tampoco entre éstos últimos y las concentraciones de T4 total y 

Tg. Si bien en general, se han establecido patrones específicos que están asociados a 

la malignidad y pronóstico del paciente (Hanahan y Weinberg, 2011), hay muy 

pobre y aislada información respecto la relevancia del tipo de carcinoma tiroideo en 

caninos sobre la funcionalidad, recurrencia, sobrevida y la respuesta a la terapia.  

 

En caninos, la tiroidectomía es el tratamiento de elección para el carcinoma tiroideo 

siempre que sea posible y dependerá del tamaño tumoral, la extensión, la invasión y 

la presencia de enfermedad metastásica macroscópica (Klein y col., 1995; Panciera y 

col., 2004; Barber, 2007; Tuohy y col., 2012). El tiempo de sobrevivencia media en 

perros sin tratar es sólo de 3 meses (Worth  y col., 2005), pero la cirugía en tumores 

movibles no metastáticos aumenta el tiempo de sobrevivencia significativamente 

(Klein y col., 1995). La cirugía no se recomienda cuando la masa tumoral invade 

estructuras adyacentes que incluyen la vasculatura, los nervios laríngeos recurrentes, 

el tronco vago simpático, las glándulas paratiroides y en ocasiones la laringe y la 

tráquea. Se estima que sólo entre el 25 y el 50 % de los carcinomas tiroideos son 

susceptibles de cirugía en el momento del diagnóstico inicial (Carver y col., 1995; 

Klein y col., 1995) y que el 50% de los perros experimentan recurrencia o presencia 

de metástasis dentro de los dos años post-cirugía (Harari y col., 1986). La 

recurrencia post-cirugía va a depender del tipo de tumor, siendo de peor pronóstico 

los carcinomas anaplásicos, los compactos o foliculares-compactos (Klein y col., 

1995; Radinsky, 2007).  

Si bien hay reportes que sostienen que los tumores de tiroides son relativamente 

resistentes a la irradiación, algunos estudios han demostrado que la radiación externa 

(I
131

) ayuda en el control local del tumor en aquellos casos en que la recesión 

quirúrgica no es total (Brearley y col., 1999; Theon y col., 2000; Pack y col., 2001; 

Barber, 2007). La terapia con I
131

 postcirugía se recomienda en aquellos casos en 

que el tumor muestra captación de 99mTc, de lo contrario la radiación no es efectiva 

como ocurre en casos de carcinomas pobremente diferenciados o anaplásicos (Worth 

y col., 2005; Turrel y col., 2006). En caninos, la terapia con I
131 

mejoró el tiempo de 

sobrevida en pacientes con tumores no resecables (Turrel y col., 2006). A pesar del 

aparente éxito de la terapia con radiación y cirugía en el manejo de carcinomas 

tiroideos localizados, cerca del 80% desarrollan metástasis durante el curso de la 

patología (Patnaik y Lieberman, 1991; Carver y col., 1995; DeLellis, 2004; Kiupel y 

col., 2008; Sipos y col., 2008; Wucherer y col., 2010). La limitante de la radioterapia 
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es el alto costo y la necesidad de una infraestructura apropiada así como también las 

regulaciones legales de cada país. En humanos, la utilización de tirotropina 

recombinante humana (rhTSH) mejora la absorción de iodo radioactivo en pacientes 

con cáncer diferenciado tiroideo (Pisarev y Juvenal, 2010). En perros, si bien la 

experiencia es limitada, recientemente se investigó el uso de rhTSH para optimizar 

la captación de iodo radioactivo no mostrando un claro beneficio con el protocolo 

utilizado (Campos y col., 2012).  Estos autores sugirieron que esto podría deberse no 

sólo a la dosis utilizada, la vía de administración y/o el tiempo de evaluación post-

administración, sino también a las propiedades intrínsecas del tejido tiroideo 

neoplásico. 

El uso de la quimioterapia para los carcinomas no quirúrgicos o metástasis tiene 

resultados limitados; la doxorrubicina ha sido la droga más utilizada, pero su 

eficiencia aplica a carcinoma tiroideo diferenciado (Jeglum y Whereat, 1983; 

Ogilvie y col., 1989). Se reportaron resultados similares con cisplatino y neviparina 

(Fineman y col., 1998; Muscella y col., 2009; Dong y col., 2013).  Otros estudios 

demostraron que la quimioterapia luego de la tiroidectomía no mejora el tiempo de 

sobrevida (Nadeau y col., 2011; Tuohy y col., 2012). 

 

La utilización de fármacos antiinflamatorios no esteroideos se ha ido generalizando 

en el tratamiento de ciertos carcinomas en medicina humana y veterinaria. Su 

mecanismo de acción consiste en bloquear la ciclooxigenasa (COX), que ha sido 

implicada en la progresión del tumor a través de una variedad de mecanismos, 

incluyendo la inducción de VEGF y otros componentes de la cascada angiogénica. 

Muchos tejidos neoplásicos sobre-expresan la isoforma inducible de la enzima 

COX-2, en particular los carcinomas de tiroides folicular y medular (Ito y col., 2003; 

Casey y col., 2004; García-González y col., 2005; Campos y col., 2014). La 

evidencia sugiere que esta enzima puede jugar un importante papel en la progresión 

tumoral de la tiroides de benigno a maligno (Casey y col., 2004) y que una mayor 

expresión COX-2 se pueden correlacionar con una mayor recurrencia tumoral y 

muerte (Haynik y Prayson, 2005). Recientemente se ha demostrado que inhibidores 

de COX-2 son capaces de revertir la resistencia a múltiples agentes quimioterapicos 

a través de la disminución de la expresión de una glicoproteína P (P-gp). Esta 

proteína disminuye la concentración intracelular de drogas quimioterápicas, 

limitando así su citotoxidad (Gottesman y col., 2002). La COX-2 y la P-gp 

mostraron ser buenos target terapéuticos a nivel molecular principalmente para el 

cáncer de tiroides medulares no siendo tan específicos para el carcinoma folicular 

(Zatelli y col., 2005; Campos y col., 2014). 

 

En humanos, el suplemento con Levotiroxina (T4) se ha propuesto y es utilizado 

como tratamiento complementario en la terapia de carcinomas tiroideos foliculares 

bien diferenciados (Biondi y col., 2010). El propósito de esta terapia es inhibir por 

retroalimentación intrínseca la liberación de TSH, ya que esta hormona actuaría 

como un factor de crecimiento en los tumores que mantienen sitios de unión ávidos 

por TSH. Son escasos los estudios que investigan la eficacia de este tratamiento en 

la inhibición del crecimiento del tumor primario o metástasis en los perros (Barber, 

2007). Tuohy y col. (2012) reportaron que el uso de Levotiroxina postcirugía en 

perros con carcinomas tiroideos bilaterales mejoró el tiempo de sobrevida. Un 

estudio reciente evaluó el efecto de la terapia con Levotiroxina sobre el tiempo de 

sobrevida en caninos con carcinomas tiroideos luego de diferentes tratamientos 
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(Campos y col., 2014). Estos autores reportaron que el tratamiento con Levotiroxina 

no proporcionó un beneficio en la supervivencia de estos pacientes.  

 

Avances relativamente recientes en biología molecular han hecho posible el 

desarrollo de nuevos agentes terapéuticos, siendo los genes tiroideos el blanco de los 

mismos. Dentro de este grupo tenemos: 1) la terapia génica que consiste en la 

transferencia de ácidos nucleicos dentro de la célula tumoral para reemplazar genes 

defectuosos o introducir genes suicidas o inmunomoduladores. Los genes candidatos 

para la terapia génica en cáncer de tiroides indiferenciado serían: TTF-1, PAX8 y 

NIS como mediadores de la rediferenciación y el p53 como regulador del 

crecimiento tumoral. 2) agentes de rediferenciación que han demostrado ser 

efectivos sobre la célula tumoral tiroidea como el ácido retinoico (AR) entre otros. 

El AR, un derivado de la vitamina A biológicamente activo, ejerce sus efectos 

modulando la expresión de genes, actuando sobre dos tipos de receptores nucleares 

(receptor de ácido retinoico y receptor X de acido retinoico), los cuales actúan como 

factores de transcripción. La acción del AR sobre la célula tiroidea tumoral 

provocaría cambios en las propiedades celulares y en la expresión de genes 

relevantes involucrados en el crecimiento, diferenciación y función tiroidea 

específica (Frascaroli, 2007). Los resultados obtenidos con AR en líneas de cultivo 

de cáncer tiroideo así como en estudios clínicos en humanos son promisorios (Simon 

y col., 2002; Short y col., 2004; Trojanowicz y col., 2010; Coelho y col., 2011). En 

caninos, el tratamiento con AR ha sido utilizado en pacientes con adenoma 

productor de ACTH (corticotropinoma) (Castillo y col., 2010), pero hasta el 

momento de iniciar esta tesis no había sido documentado para el cáncer de tiroides  

3) Inhibidores tirosin kinasa (TKIs) están siendo utilizados para tratar numerosos 

tipos de cáncer. En humanos, la inhibición del receptor del factor de crecimiento 

endotelial tipo 2 (VEGFR-2) utilizando TKIs, es la terapia nueva más efectiva en el 

tratamiento de carcinomas tiroideos avanzados (Keefe y col., 2010). En caninos 

están siendo utilizados con éxito en el tratamiento de tumores sólidos incluido el 

carcinoma de tiroides (London y col., 2012). 

 

En resumen, el avance de las técnicas moleculares ha permitido comprender la 

relevancia que la comunicación intercelular y la relación tejido tumoral-estroma 

tienen en el proceso de carcinogénesis en humanos (Joyce y Pollard, 2009). En 

caninos la investigación al respecto es escasa y no existen trabajos que consideren la 

glándula tiroidea sana y carcinomatosa, buscando caracterizar la expresión 

molecular en diferentes tipos celulares (tirocitos, fibroblastos y células endoteliales) 

y en diferentes tipos de carcinoma (folicular, folicular-compacto y compacto). 

Tampoco se han encontrado trabajos que vinculen la respuesta al tratamiento 

teniendo en cuenta el tipo de carcinoma y como éste impacta en la recurrencia y 

sobrevida de los pacientes. Es necesario profundizar en el conocimiento de las vías 

que regulan las interacciones celulares dentro del tumor y del tejido sano para poder 

determinar marcadores tumorales vinculados con el diagnóstico y el pronóstico. Esto 

permitirá además el uso de terapias innovadoras para aquellos tipos de cáncer que no 

responden a la terapéutica convencional.  
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Hipótesis 

Dado que la mayoría de los perros con carcinoma se describen clínicamente como 

eutiroideos, hipotetizamos que el tejido carcinomatoso presenta una expresión de 

transcriptos y proteínas vinculadas con la síntesis de hormonas tiroideas alterada 

respecto del tejido sano y que el lóbulo tiroideo contralateral sano, se encuentra en 

un estado de compensación mediante el aumento de transcriptos de proteínas 

vinculadas a la síntesis hormonal y/o al crecimiento tisular. Por otro lado, 

considerando que la respuesta global de un tejido depende de la funcionalidad de 

células específicas y de la conversación entre ellas, planteamos la hipótesis de que 

existen alteraciones en la expresión proteica que son dependientes del tipo celular, 

así como también del tipo de tumor presente (e.g grado de diferenciación) y que 

existen marcadores diagnósticos, con valor predictivo respecto del pronóstico del 

tipo de tumor. Finalmente, investigaremos el efecto de un tratamiento innovador 

como la isotretinoína 9-cis (AR-9cis) frente a uno tradicional (doxorrubicina) y un 

grupo de perros con carcinoma sin tratar (controles) sobre el tiempo de recurrencia y 

sobrevida de pacientes con carcinoma tiroideo post-cirugía. 

Objetivos 

Objetivos Generales 

Contribuir al conocimiento de las bases moleculares y terapéutica del cáncer de 

tiroides en caninos.  

Objetivos Específicos 

i)   Determinar los transcriptos de TSH-R, Tg, TPO, TTF-1, Pax-8, IGF-I y ERα en 

la glándula sana, carcinomatosa y el lóbulo contralateral sano (Artículo I).  

ii)  Localizar y cuantificar la expresión proteica de TSH-R, Tg, TTF-1, VEGF, FGF-

2, TTF-1 y PCNA en tejido tiroideo sano y carcinomatoso. Determinar si dicha 

expresión difiere en los tipos celulares a estudiar (células foliculares, fibroblastos 

y células endoteliales, Artículo II). 

iii) Localizar y cuantificar la expresión de Receptores de Ácido Retinoico 

(RARα/RXR), VEGF, FGF-2, IGF-1 y su receptor en tejido tiroideo sano y 

carcinomatoso con diferentes patrones histológicos (folicular-compacto y 

compacto, Artículo III). 

iv) Estudiar el tiempo de recurrencia y sobrevida de pacientes con carcinoma 

tiroideo post-cirugía, no tratados, tratados con doxorrubicina o con isotretinoína 

9-cis (Artículo IV). 
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Materiales y Métodos 
 

Diseños experimentales 

 

Todos los estudios fueron aprobados por los Comités de Ética de las Facultades de 

Veterinaria de la Universidad de Buenos Aires, Argentina y de Montevideo, 

Uruguay. Los dueños de los pacientes dieron su consentimiento firmado respecto a 

la autorización para que sus perros  participaran de este estudio. 

 

Los animales considerados sanos en esta tesis son animales que fueron eutanasiados 

a causa de politraumatismos severos. El Artículo I que estudió la expresión de 

transcriptos acorde al estado del tejido (sano vs carcinoma) incluyó 7 animales sanos 

(3 hembras y 4 machos) y 8 perros con carcinoma tiroideo sometidos a cirugía para 

la remoción del tejido tumoral. Fueron excluidos del estudio los perros con 

carcinoma de tiroides que presentaban metástasis local o a distancia al momento del 

diagnóstico. Todos los carcinomas fueron de origen folicular: folicular (n=3), 

folicular-compacto (n=4) y compacto (n=1). De este grupo, se tomó una biopsia de 

tejido tiroideo sano del lóbulo contralateral en 4 animales (lóbulo tiroideo 

contralateral). Para determinar si la expresión proteica determinada por 

inmunohistoquímica en las células foliculares, endoteliales y fibroblastos se 

encontraba alterada por el estado del tejido (sano vs carcinoma, Artículo II) se 

tomaron muestras de tiroides de 8 animales sanos y 8 animales con carcinoma 

tiroideo (carcinoma folicular (n=3), foliculares-compactos (n=4) y compactos (n=1). 

En el siguiente estudio (Artículo III) se investigó además el efecto del grado de 

diferenciación del tumor y para ello se incluyeron 8 perros sanos y 16 perros con 

carcinoma tiroideo (carcinomas folicular-compactos (n=8) y compacto (n=8). En el 

último estudio de esta tesis (Artículo IV) que buscaba evaluar los efectos de la 

isotretinoína 9-cis (AR9-cis) como droga alternativa a la tradicional (doxorrubicina) 

y un grupo de perros sin tratamiento postquirúrgico (control), se incluyeron 12 

carcinomas foliculares, 17 foliculares-compactos, 6 compactos y 2 papilares 

homogéneamente distribuidos entre los tratamientos. 

Las muestras de tiroides (sanas y carcinomatosas) en el Artículo I se congelaron 

inmediatamente en nitrógeno líquido y se almacenaron a -80º C hasta la extracción 

de ARNm. Las muestras de tejido en los Artículos II, III y IV se almacenaron en 

formaldehído al 4% y se realizaron los bloques de parafina. Se realizaron tinciones 

de hematoxilina-eosina para el estudio histopatológico y los tumores se clasificaron 

según los criterios descritos por Meissner y Warren (1969). Además, la clasificación 

tuvo en cuenta la determinación de tiroglobulina y calcitonina por 

inmunohistoquímica acorde a  Patnaik y Lieberman (1991); todos los tumores 

incluidos en esta tesis fueron positivos para tiroblogulina y negativos para  

calcitonina. Se tomaron muestras de sangre de los animales sanos y con carcinoma 

para evaluar el estatus hormonal (T4 libre y TSH).  

En el Artículo IV, los animales que no recibieron ningún tratamiento por decisión 

de los propietarios constituyeron el grupo control (n=10), mientras que el resto de 

los animales fueron distribuidos al azar en los grupos doxorrubicina (dosis 30 mg/m
2 

cada 3 semanas, 6 ciclos completos, n=12) o AR9-cis (dosis 2 mg/kg/día como 

cápsulas entéricas confeccionadas acorde al peso vivo del animal durante 6 meses, 

n=15). 
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Se consideró hipotiroidismo cuando la TSH estuvo por encima de 0.4 ng/mL pero la 

T4 libre (fT4) dentro del rango normal (0.7-2.5 ng/dL, hipotiroidismo subclínico), o 

la TSH aumentada y la T4 libre disminuida (hipotiroidismo clínico) de acuerdo a lo 

descrito por Castillo y col. (2001) y Ferm y col. (2009). Se consideró 

hipertiroidismo cuando la fT4 estuvo por encima del valor de referencia. A todos los 

perros se les realizó diagnóstico ultrasonográfico y de centelleo con un escáner en 

una cámara gama con 99mTc.  El estudio se realizó por 540 días luego de la cirugía, 

dentro de los primeros 180 días se realizó el tratamiento y el resto de tiempo los 

animales estuvieron sin tratamiento. 

 

Determinaciones de TSH y T4 libre (fT4)  

 

Las determinaciones hormonales fueron realizadas sólo en los casos patológicos. Las 

concentraciones plasmáticas de TSH fueron determinadas por IRMA (ensayo 

inmunoradiométrico) utilizando kits comerciales DPC (Coat-A-Count, Diagnostic 

Product Corporation, Los Angeles, CA, EE.UU.). La sensibilidad del ensayo fue de 

0.03 ng/mL. Los coeficientes de variación intra-ensayo para controles bajos (0.26 

ng/mL) y altos (3.1 ng/mL) fueron 9.5 % y 2 % respectivamente. Las 

concentraciones de fT4 fueron determinadas por quimioluminiscencia usando un kit 

comercial de Siemens. La sensibilidad fue de 0.01 ng/dL. Los coeficientes de 

variación intra-ensayo para controles bajos (0.2 ng/dL) y altos (3.9 ng/dL) fueron 

8.5% y 4.1% respectivamente. 

 

Determinación de transcriptos por PCR tiempo real 

 

El ARN total fue extraído usando TRIZOL (Invitrogen, Life Technologies, 

Carlsbad, CA),  seguido de una precipitación con cloruro de litio para remover 

inhibidores de la síntesis de cDNA. Las muestras fueron tratadas con ADNasa para 

remover ADN contaminante (Naderi y col., 2004). La concentración de RNA se 

determinó por absorbancia a 260 nm  y la pureza e integridad del mismo se confirmó 

a través de la relación de absorbancia 260/280 nm y por electroforesis (gel agarosa 

1%). Todas las muestras presentaron relaciones A260/280 entre 1.8 y 2.0. La reacción 

de transcripción reversa (RT) se realizó usando SuperScript III First-Strand 

Synthesis System Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA) con primers no específicos y 1.5 

g total de ARN como molde. Los primers específicos para amplificar cDNA fueron 

diseñados basados en las secuencias nucleotídicas de canis lupus familiares 

disponibles en NCBI (http://www.ncbi.nlm.nig.gov/). Los productos de PCR fueron 

enviados para su secuenciación a la empresa Macrogen (Korea) y se confirmó la 

identidad de la secuencias en el Gene Bank utilizando el algoritmo blast.  

El nivel de expresión de la proteína ribosomal L19 (RPL19) se usó como control 

endógeno usando las secuencias de primer de Chen y col. (2006). La expresión de 

RPL19 se testeó en un estudio piloto y probó ser un buen gen control porque no 

mostró variaciones entre individuos y tratamientos como había sido demostrado 

previamente para otros tejidos ovinos y bovinos (Sosa y col.,  2009, Sosa y col., 

2010). Los ciclos a la línea de base (CT=threshold) no difirieron entre grupos. La 

cuantificación de los transcriptos fue determinada en RT-PCR en tiempo real (real-

time RT-PCR; Rotor-GeneTM  6000; Corbett Life Sciences, Sydney, Australia) 

usando SYBR green (Quantimix; Biotools, Madrid, Spain). El número de ciclos 

requeridos para alcanzar la “threshold” (CT) se determinó para cada gen en cada 

http://www.ncbi.nlm.nig.gov/
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animal. Para estandarizar las medidas de cuantificación de expresión génica debido a 

diferencias entre las muestras en cantidad de células en la muestra de tejido extraído, 

en la calidad del ARN, y en la eficiencia de la RT, los datos de expresión de ARNm 

de los genes de interés fueron normalizados respecto al gen usado como control 

interno ( ΔCT- [CT(gen de interés)-CT(control interno)]) y se expresaron en relación 

a la muestra utilizada como control positivo (ΔΔCT = ΔCT - ΔCT (control positivo), 

cuantificación relativa; Livak y Schmittgen, 2001). 

 

Inmunohistoquímica y análisis de imagen 

 

La inmunoreactividad para estas proteínas se visualizó en secciones transversales de 

5-µm tanto en el tejido tiroideo sano como en los carcinomas usando la técnica 

inmunohistoquimica avidina-biotina peroxidasa previamente descrita (Meikle y col., 

2000). El sitio de la enzima unida se visualizó mediante la aplicación de 3, 3'-

diaminobencidina en H2O2, un cromógeno que produce un precipitado insoluble 

marrón cuando se incuba con la enzima. Las secciones fueron contrastadas con 

hematoxilina. Los controles negativos para cada receptor se obtuvieron mediante la 

sustitución del anticuerpo primario con una IgG no inmune homóloga a 

concentraciones equivalentes (Santa Cruz). Se adjunta tabla con los anticuerpos 

primarios utilizados para cada proteína. 

 

Tabla 1. Información de Anticuerpos primarios utilizados para la localización de los 

antígenos. 

 

Anticuerpo Proveedor Ac Primario Ac Secundario Dilución 

     

TSH-R Aviva Systems Biology Policlonal 

Rabbit 

Goat anti-rabbit IgG 1:25 

TG Santa Cruz Biotechnology Monoclonal 

Mouse 

Horse anti-mouse IgG 1:75 

TTF-1 Santa Cruz Biotechnology Policlonal 

Rabbit 

Goat anti-rabbit IgG 1:400 

PCNA Santa Cruz Biotechnology Monoclonal 

Mouse 

Horse anti-mouse IgG 1:75 

VEGF Santa Cruz Biotechnology Policlonal 

Rabbit 

Goat anti-rabbit IgG 1:200 

 

FGF-2 Santa Cruz Biotechnology Policlonal 

Rabbit 

Goat anti-rabbit IgG 1:200 

IGF-1 

 

Santa Cruz Biotechnology Policlonal 

Goat  

Goat anti-rabbit IgG 1:50 

IGF-1R 

 

Abcam Policlonal 

Rabbit 

Goat anti-rabbit IgG 1:50 

RARα 

 

Santa Cruz Biotechnology Policlonal 

Rabbit 

Goat anti-rabbit IgG 1:100 

RXR 

 

Santa Cruz Biotechnology Policlonal 

Rabbit 

Goat anti-rabbit IgG 1:100 

Calcitonina 

 

Dako Policlonal 

Rabbit 

Goat anti-rabbit IgG 1:1000 
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La densidad celular, número de folículos y los vasos sanguíneos y la inmunotinción 

de proteínas inmunorreactivas en los diferentes tipos celulares se estimó en treinta 

fotografías a lo largo del slide a 40X tomado de cada corte histológico por dos 

observadores independientes cegados al grupo. En cada slide, se evaluaron tres tipos 

de células: folicular, células endoteliales y fibroblastos. La tinción de los núcleos o 

citoplasma se puntuó como negativo (-), débil (+), moderada (+ +) o intensa (+ + +) 

y se expresó el grado de tinción de cada tipo de célula sobre una escala de 0 -10 

(Thatcher y col., 2003), donde 0 es la ausencia de tinción y 10 es la intensidad de 

tinción máxima. La intensidad media de tinción se calculó como 1×n1+2×n2+3×n3, 

donde n es la proporción de células en cada campo exhibiendo, tinción débil (n1) 

moderada (n2) e intensa (n3) (Boos y col., 1996). 

 

Análisis Estadístico  

 

Para el análisis de los datos obtenidos se utilizó el paquete estadístico SAS (Sistema 

de Análisis Estadístico, SAS Institute, Cary, NC, EE.UU.). Se realizó un análisis 

univariado de los datos en todas las variables para identificar valores atípicos y para 

verificar la normalidad de los residuales.  

 

Los transcriptos (Artículo I) fueron analizados por el procedimiento mixto (Proc 

Mixed, Statistical Análisis System, SAS) incluyendo en el modelo el grupo (sanos, 

lóbulo tiroideo carcinomatoso y contralateral sano) como efectos fijos. El plato de 

PCR se consideró como efecto aleatorio. Además, se analizó el efecto del sexo en el 

grupo sano. Se realizaron correlaciones de Pearson para estudiar asociaciones entre 

variables.  

 

El número de folículos y los vasos, la densidad de células y la intensidad de tinción 

promedio se analizó con un modelo estadístico que incluyó el efecto de la condición 

de los animales (sanos vs carcinoma), tipo celular (foliculares, fibroblastos y células 

endoteliales) e interacciones (Artículo II), presentando en el Artículo III el mismo 

modelo pero incluyendo ambos tipos de carcinomas (e.j. condición de los animales: 

sano, carcinoma folicular-compacto y compacto). 

 

La evaluación de recurrencia del tumor y de la sobrevida de los animales (Artículo 

IV) se evaluó por el Proc Survival del paquete estadístico SAS incluyendo en el 

modelo el tratamiento (control, doxorrubicina o ARcis-9) y el tipo de tumor 

(folicular, folicular-compacto o compacto). Se calculó además el riesgo relativo y el 

hazard ratio  con una tabla de contigencia para analizar diferencias entre grupos por 

el test de Fisher a P<0.05, utilizando el software STATA, (USA). Para analizar la 

interacción entre el tipo de tumor y el tratamiento se utilizó el procedimiento 

genmod (Proc Genmod, Statistical Análisis System, SAS) incluyendo en el modelo 

el tratamiento, el tipo de tumor (folicular, folicular-compacto y compacto) y sus 

interacciones, con una distribución de Poisson.  

 

Los datos se presentaron como promedios ± SEM. El nivel de significación fue P < 

0.05.  
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Resultados principales 
 

En animales sanos, el nivel de expresión de ARNm de TSH-R y Tg fue mayor o 

tendió a ser mayor en hembras que en machos (P = 0.021 y P = 0.06, 

respectivamente, Artículo I), no encontrándose diferencias en la expresión de los 

transcriptos de los otros genes analizados, TPO, TTF-1, PAX-8,  IGF-1 y ERα. 

La expresión de ARNm del TSH-R no fue diferente entre los grupos. 

El grupo carcinoma tuvo menor expresión de ARNm  de Tg y TPO que los grupos 

sanos y lóbulo contralateral (CL, P <0.05), mientras que no se encontraron 

diferencias entre estos últimos grupos (Figura 2, Artículo I). La expresión de 

ARNm  de TTF-1 fue mayor en el grupo CL que en el grupo sano y carcinoma (P 

<0.05), que no difirieron entre sí. La expresión de mRNA de IGF-1 fue mayor en el 

grupo CL que en el grupo carcinoma (P<0.05). 
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Figura 2.  Nivel de expresión de los transcriptos (100% = expresión mRNA grupo 

control) de TSH-R, Tg, TPO, TTF-1, IGF-1 y ERα en animales sanos, 

lóbulo tiroideo carcinomatoso y lóbulo contralateral. Las diferentes letras 

indican diferencias en el mismo gráfico, P<0.05 (cuadrado de las medias 

± error estándar). 

 

En tiroides sanas, los transcriptos de TTF-1, IGF-1 y ERα presentaron un coeficiente 

de correlación medio (valores de r oscilaron entre 0.65 a 0.81, P<0.04), mientras que 

en el tejido carcinomatoso, no se observó correlación de la expresión de estos genes 

(Artículo I). 
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En el Artículo II, el grupo carcinoma estuvo conformado por 3 carcinomas 

foliculares, 4 foliculares-compactos y un compacto. El número de folículos fue 

menor en el grupo carcinoma que en el sano (P<0.0001) y la densidad celular y el 

número de vasos sanguíneos fue mayor (P<0.0001 y P=0.034, respectivamente). En 

el Artículo III, los grupos carcinoma fueron clasificados acorde a la histopatología 

del tumor, habiendo 8 foliculares-compactos y 8 compactos. La densidad celular de 

los compactos tendió (P=0.06) a ser mayor que las de los foliculares-compactos y 

ambos presentaron una mayor densidad celular que el grupo sano (P<0.03). Los 

carcinomas foliculares-compactos presentaron y los compactos tendieron a presentar 

un mayor número de vasos que las glándulas tiroideas sanas  (P=0.010 y P<0.1, 

respectivamente). 

Se observó tinción para TSH-R y Tg en el citoplasma de las células foliculares y de 

los fibroblastos, pero no en las células endoteliales (Artículo II). La tinción de TTF-

1 y PCNA fue nuclear pero mientras PCNA se observó en células foliculares y 

fibroblásticas, TTF-1 se observó sólo en células foliculares. VEGF, FGF-2 IGF-1, 

IGF-1R, RARα y RXR presentaron tinción citoplasmática en las células foliculares, 

endoteliales y fibroblastos, pero se observó además tinción nuclear de IGF-1R 

RARα y RXR en algunas muestras de carcinomas y únicamente en células 

foliculares (Artículos II y III). 

No se encontraron diferencias en la intensidad de tinción de TSH-R y Tg entre los 

grupos sanos y carcinomas (datos no mostrados, Artículo II); además las células 

foliculares presentaron mayor inmunotinción que los fibroblastos (P<0.0001). Se 

encontró cerca de dos y tres veces mayor contenido de TTF-1 y PCNA 

respectivamente, en las células foliculares del tejido carcinomatoso respecto del sano 

(P<0.05, Figura 3). Un patrón similar se observó en PCNA en los fibroblastos.  
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Figura 3. Intensidad de tinción (expresado en porcentaje, 100% = intensidad de 

tinción de las células foliculares del grupo control) de VEGF, FGF-2, 

PCNA y TTF-1 en células foliculares, fibroblastos y células endoteliales 

de glándulas sanas y carcinomatosas (Artículo II). Las diferentes letras 
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indican diferencias en el mismo gráfico, P<0.05 (cuadrado de las medias 

± error estándar). 

 

Se encontró mayor tinción de VEGF en las células endoteliales del carcinoma 

respecto de los sanos (Artículo II, Figura 3), y mayor tinción de VEGF en células 

endoteliales y fibroblastos del carcinoma compacto respecto al tejido sano (Artículo 

III, Figura 4). La tinción de FGF-2 fue mayor en las células foliculares sanas que las 

carcinomatosas (Artículo II), pero esto no se encontró en el Artículo III. Las 

células endoteliales de los carcinomas compactos presentaron (P<0.05)  mayor FGF-

2 que las glándulas sanas y los carcinomas foliculares-compactos (Artículo III, 

Figura 4). Los fibroblastos y células endoteliales en carcinomas compactos 

presentaron mayor tinción de IGF-1 e IGF-1R que los mismos tipos celulares en las 

glándulas tiroideas sanas (P<0.05, Artículo III). Las células endoteliales de los 

carcinomas foliculares-compactos presentaron mayor tinción de IGF-1R que las de 

las glándulas tiroideas sanas (P<0.05, Artículo III). Los fibroblastos de los 

carcinomas compactos presentaron mayor contenido de IGF-1R que los de los 

carcinomas folicular-compactos (P<0.05).  
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Figura 4. Intensidad de tinción (expresado en porcentaje, 100% = intensidad de 

tinción de las células foliculares del grupo control) de VEGF, FGF-2, 

IGF-1 y IGF1-R en células foliculares, fibroblastos y células endoteliales 

de glándulas sanas, carcinomas foliculares compactos y compactos 

(Artículo III). Las diferentes letras indican diferencias en el mismo 

gráfico, P<0.05 (cuadrado de las medias ± error estándar). 

Las células endoteliales de los tumores compactos presentaron una mayor expresión 

de RARα que las de los tumores foliculares-compactos y las glándulas sanas. Se 

encontró un patrón de expresión de RXR alterado de acuerdo a los grupos 

(interacción tratamiento y tipo celular, P<0.05, Artículo III), mientras que en las 
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glándulas sanas se encontró una mayor tinción en las células foliculares que en los 

fibroblastos y las endoteliales (P<0.005), no se encontraron diferencias en la 

expresión de RXR entre los tipos celulares en ambos tipos de carcinoma (datos no 

mostrados, Artículo III).  

En general, la inmunotinción en los diferentes tipos celulares dependió del estatus 

del animal. En animales sanos, la expresión de la mayoría de los factores 

determinados en el Artículo III, fue mayor en las células foliculares que en los 

fibroblastos y células endoteliales, pero esto no ocurrió en ambos tipos de carcinoma 

donde – en general- la expresión de estos factores en células endoteliales y 

fibroblastos fue más importante. 

En el estudio de tiempo de recurrencia y sobrevida luego de tratamientos AR9-cis, 

doxorrubicina o sin tratar (controles) se incluyeron 12 tumores foliculares, 17 

foliculares-compactos, 6 compactos y 2 papilares (Artículo IV). Los tumores 

foliculares fueron en su mayoría hipercaptantes (11/12), hiper (5/12) o eutiroideos 

(6/12); los foliculares-compactos normocaptantes (10/17) y eutiroideos (10/14) y los 

compactos fueron todos hipocaptantes e hipotiroideos. Los carcinomas papilares 

fueron normocaptantes y eutiroideos. 

 

El tiempo de recurrencia fue más corto en los grupos control y doxorrubicina que en 

el grupo AR9-cis (P<0.03, Figura 5, Artículo IV). El tiempo de recurrencia para el 

50% de los perros control y doxorrubicina fue de 195 días (95% CI: 180-390) y 225 

días (95% CI: 210-420) respectivamente, mientras que sólo el 13.3 % de los perros 

AR9-cis presentaron recurrencia luego de los 360 días. El tipo de carcinoma afectó 

el tiempo de recurrencia, siendo mayor en los foliculares, que en los foliculares-

compactos y estos a su vez que los compactos (503±15 vs 289±13 vs 215±21 días, 

P<0.0001). La interacción entre tratamiento y tipo de carcinoma fue significativa 

(P<0.001) ya que no se encontraron diferencias de los tratamientos en los 

carcinomas foliculares, pero en los otros tipos de carcinomas, los perros AR9-cis 

presentaron un mayor tiempo de recurrencia que los perros con doxorrubicina o 

controles, no habiendo diferencias entre éstos dos últimos.  

 

El tiempo de sobrevida fue mayor en los perros tratados con AR9-cis respecto de los 

controles y los tratados con doxorrubicina (P=0.0007 y P=0.008 respectivamente, 

Artículo IV). El tiempo medio de sobrevida fue 220 días (95% CI: 180-450) para 

los controles y 390 días (95% CI: 240-540) para los perros tratados con 

doxorrubicina, mientras que solo 3 perros del grupo AR9-cis murieron durante el 

experimento. Al final del ensayo (540 días), 20% de los perros control, 33.3% de los 

tratados con doxorrubicina y 80% de los pacientes tratados con AR9-cis 

sobrevivieron. El tipo de carcinoma afectó el tiempo de sobrevida, siendo mayor en 

los foliculares que en los foliculares-compactos y éstos a su vez que los compactos 

(526±15 vs 347±13 vs 221±21 días, P<0.0001). La interacción entre tratamiento y 

tipo de carcinoma fue significativa, y el patrón fue similar para lo descrito en 

recurrencia.   
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Figura 5. Tiempo de recurrencia (A) y sobrevida (B) en perros con carcinomas 

foliculares, foliculares-compactos y compactos luego del tratamiento con 

doxorrubicina, isotretinoína 9-cis (AR9-cis) y sin tratar (control). Las 

letras indican diferencias entre tratamientos y tipos de cáncer, P<0.05. 
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Discusión general 
 

En animales sanos, el género afectó la expresión de los transcriptos de TSH-R y Tg 

en tiroides, siendo mayor en hembras que en machos (Artículo I), y no hemos 

encontrado reportes similares en perros. La mayor expresión génica de Tg en las 

hembras podría estar relacionada a una mayor sensibilidad en la glándula tiroides a 

la TSH (TSH-R, mayor concentración mRNA de TSH-R). En la mujer, la captación 

I
131

es mayor que en el hombre (González y col., 2008) y se ha sugerido que los 

esteroides sexuales pueden influir en el crecimiento de la tiroides a través de la 

modulación de la concentración de sus receptores específicos (Banu y col., 2002). 

Manole y col. (2001) reportó que el 17β-estradiol (E2) tiene un efecto estimulador 

del crecimiento en las células tiroideas benignas y malignas, lo que podría explicar 

la mayor frecuencia – de tres a cuatro veces- de tumores de tiroides en la mujer que 

en el hombre (Henderson y col., 1982; Bukhari y col., 2010). Existe poca 

información en caninos al respecto, pero se ha reportado que el sexo no sería un 

factor de riesgo para el cáncer tiroideo (Harari y col., 1986). Este es el primer 

informe de la presencia de ERα en la glándula tiroidea canina, siendo su expresión 

similar entre los sexos. Se podría postular que el riesgo de carcinoma tiroideo en las 

hembras caninas es menor que en las mujeres debido a que las perras – dependiendo 

de las costumbres de los países- son gonadectomizadas a edad temprana y que sus 

ciclos reproductivos son estacionales.  

 

No se encontraron diferencias en la expresión génica del TSH-R entre las glándulas 

tiroideas sanas y carcinomatosas y el lóbulo contralateral sano del paciente con 

cáncer (CL, Artículo I), ni tampoco en el contenido de TSH-R determinado por 

inmunohistoquímica entre las glándulas tiroideas sanas y carcinomatosas (Artículo 

II). Esto está de acuerdo con Verschueren y col. (1992), quienes encontraron que los 

ensayos de unión de TSH (TSH-R) fueron similares en tejidos tiroideos normales y 

tumorales en perros. La TSH es considerada el principal regulador de la 

diferenciación y la proliferación del tirocito (Rivas y Santisteban, 2003), dado que la 

sensibilidad de la glándula tiroidea a la TSH en el carcinoma se mantiene, se ha 

sugerido que la TSH puede seguir actuando como un factor de crecimiento tumoral 

(Verschueren y col., 1992). En contraste con los resultados de ARNm de TSH-R, la 

expresión de los transcriptos de Tg y TPO fueron menores en el grupo carcinoma 

que en los animales sanos y en el CL (Artículo I), lo que sugiere que el tejido 

carcinomatoso tiene una menor capacidad de síntesis de hormonas tiroideas. Mas 

aún, la hipótesis de trabajo de varios investigadores (Roger y Dumont, 1987; Deleu 

y col., 1999) es que si la glándula tiroides no puede responder funcionalmente a la 

TSH (por ejemplo, en términos de síntesis de hormonas tiroideas), el único efecto 

que se observa es el trófico, que conduce a la hiperplasia y a la activación de genes 

que promueven cambios celulares que conllevan a la aparición del carcinoma. Por 

otro lado, la inmunotinción  de Tg fue similar entre el grupo carcinoma y el sano 

(Artículo II), lo que sugiere modificaciones post-transcripcionales en el cáncer. 

Esto es consistente con varios reportes que demuestran que la Tg se detecta en el 90-

100% de los carcinomas (Moore y col., 1984; Patnaik y col., 1991; Leblanc y col., 

1991). Un hallazgo novedoso fue la localización de Tg y TSH-R en los fibroblastos 

de la glándula tiroidea, sin embargo, no podemos explicar la relevancia de su 

presencia en éste tipo celular.  
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Aun considerando, que el Artículo I incluyó un muy bajo número de animales, uno 

de los hallazgos más interesantes de este estudio fue el aumento de casi 3 veces en la 

expresión de mRNA de TTF-1 y en menor grado, de IGF-1 en el lóbulo tiroideo 

contralateral sano respecto del tejido carcinomatoso. TTF-1 e IGF-1 son factores 

mitogénicos implicados en la proliferación y diferenciación celular (Ramos-Vara y 

col., 2002; Lacroix y col., 2006; Kondo y col., 2009), por lo tanto, se puede postular 

que este incremento en la expresión en el lóbulo contralateral puede estar asociado 

con una hiperplasia que intenta compensar la pérdida de función del lóbulo enfermo, 

con el fin de mantener el estado eutiroideo. Estos hallazgos no pudieron ser 

confirmados a nivel de la proteína debido a la dificultad en la obtención de muestras 

de lóbulo contralateral sano en perros con carcinoma tiroideo. La intensidad de 

tinción de TTF-1 en células foliculares e IGF-1 en fibroblastos y células endoteliales 

fueron mayores en carcinomas que en glándulas tiroideas sanas (Artículos II y III). 

Un patrón similar se encontró para PCNA en células foliculares y fibroblastos y para 

IGF-1R en fibroblastos y células endoteliales. Este trabajo constituye el primer 

reporte en perros que detecta simultáneamente IGF-1/IGF-1R en glándulas tiroideas 

sanas y carcinomatosas, y el aumento encontrado en cáncer tiroideo es consistente 

con los trabajos previos que demuestran una sobreexpresión de éstos factores (Vella 

y col., 2001). Todas estas proteínas son factores mitogénicos y relacionados con el 

crecimiento tisular y el aumento observado es consistente con la mayor densidad 

celular determinada (Artículos II y III). Tomando en cuenta la pérdida en la 

relación (correlación) de los transcriptos en el tejido carcinomatoso (Artículo I) y la 

expresión proteica aumentada (Artículos II y III), se podría sugerir que una 

alteración en la conversación de éstos factores está en la base del mecanismo del 

carcinoma tiroideo. De hecho, en humanos, los análisis de sobrevida que utilizan 

PCNA como marcador muestran un mejor pronóstico en pacientes con bajos índices 

de PCNA (Konturek y col., 2012).  

 

El aumento encontrado en la expresión de VEGF en células endoteliales (Artículos 

II y III) y fibroblastos (Artículo III) en tiroides carcinomatosas está de acuerdo con 

lo reportado para otros tipos de tumor (Yonemaru y col., 2006; Al-Dissi y col.,  

2010; Yu y col., 2012). La mayor expresión de VEGF se asocia con el mayor 

número de vasos observado en ambos trabajos, dado su rol como promotor en la 

angiogénesis. Se ha reportado que tumores de 1 -2 mm de tamaño se sostienen por 

difusión simple, pero el crecimiento posterior depende de la angiogénesis (Soh y 

col., 1997). La inmunopositividad de VEGF en los fibroblastos resultó 

contradictoria en esta tesis: no se encontraron diferencias en el Artículo II ni entre 

los carcinomas foliculares-compactos y los sanos (Artículo III) y fue mayor en los 

carcinomas compactos en el Artículo III; esto podría deberse a que los tumores en 

el Artículo III fueron clasificados de acuerdo al grado de diferenciación 

(foliculares-compactos y compactos), mientras que en Artículo II, el grupo 

carcinoma estuvo integrado por 3 foliculares, 4 foliculares-compactos y 1 compacto. 

Similares reflexiones pueden hacerse para la expresión de FGF-2 que fue mayor en 

las células endoteliales del carcinoma compacto respecto los sanos en el Artículo 

III y no difirieron en el Artículo II, donde los sanos presentaron una mayor 

inmunotinción en células foliculares. El aumento en la expresión de ambos factores 

(VEGF y FGF-2) en células del estroma sostiene la idea del feedback positivo entre 

ambos que contribuye con la progresión del tumor, si bien VEGF parece ser más 

efectivo en la  neovascularización que FGF-2 (Giavazzi y col., 2003).  
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Los hallazgos más notables en relación a cambios en la expresión de factores, se 

observaron en las células foliculares (2y 3 veces mayor expresión de TTF-1 y PCNA 

respectivamente, Artículo II). Sin embargo es importante destacar que la mayoría 

de los factores determinados en el Artículo III se encontraron aumentados en las 

células endoteliales y en los fibroblastos y no en las células tumorales propiamente 

dichas (células foliculares). Esto refuerza la existencia de una conversación entre 

éstos tipos celulares que, a través de señales de proliferación y/o facilitando el 

acceso de nutrientes, contribuyen con la progresión del tumor (Dvorak, 1986; 

Bouziges y col., 1991; Gribben y col., 2010). De hecho se ha demostrado que el 

estroma puede desencadenar tumores (Bissell y Radisky, 2001) y la hipótesis actual 

de la oncogénesis reside en la funcionalidad del estroma, si bien no está claro como 

las células del estroma y tumorales evolucionan (Gribben y col., 2010).   

 

No hemos encontrado reportes que estudien la expresión de RARα y RXR en 

glándulas tiroideas sanas y carcinomatosas en caninos. No se encontraron 

diferencias en la expresión de RARα en las células tumorales, pero las células 

endoteliales de los tumores compactos presentaron una mayor expresión de RARα 

que los otros grupos (folicular-compactos y sanos, Artículo III). Si bien las células 

endoteliales no se indiferencian, sí proliferan y sostienen el crecimiento vascular 

para proveer nutrientes a las células tumorales (foliculares). Si bien los datos de 

RXR son preliminares debido a que en esta tesis se determinaron todas las isoformas 

juntas y sólo algunas se modifican acorde al cáncer (Haugen y col., 2008), se 

observó una alteración en el patrón. En las glándulas tiroideas sanas se encontró un 

mayor contenido de RXR en las células foliculares respecto de los fibroblastos y las 

células endoteliales, no encontrándose diferencias acorde al tipo celular en ambos 

tipos de carcinoma, sugiriendo que existe un cambio en la funcionalidad del tejido 

en la oncogénesis.  

 

La presencia de estos receptores en carcinomas foliculares-compactos y compactos 

(Artículo III) es consistente con la respuesta al tratamiento observada en perros 

tratados con AR9-cis (Artículo IV). Si bien los resultados son preliminares debido 

al bajo número de animales incluidos en el ensayo, los resultados obtenidos con 

AR9-cis en tiempo de sobrevida postcirugía son notables (sobrevivieron: 20% de los 

perros controles, 33.3 %  de los tratados con doxorrubicina y 80% de los tratados 

con AR9-cis, a los 540 días de iniciado el ensayo). Los ácidos retinoicos (ARs) 

regulan la expresión de genes supresores de tumor e inhiben el crecimiento tumoral 

(Connolly y col., 2013) y han sido usados de forma exitosa en el tratamiento de 

cánceres en humanos (Hansen y col., 2000; Lengfelder y col., 2005). 

Específicamente en carcinoma tiroideo humano los ARs son agentes anti-

proliferativos que promueven la diferenciación celular (Coelho y col., 2005; 

Trojanowicz y col., 2009; Oh y col., 2011; Coelho y col., 2011). En perros, no 

hemos encontrado otros reportes que los de Castillo y col. (2010) en el síndrome de 

Cushing, cuyos resultados son alentadores respecto del uso de ésta droga.  

 

El tipo de tumor modificó la respuesta a los tratamientos, mientras que en los 

carcinomas foliculares no se encontraron diferencias entre tratamientos, los perros 

con carcinomas foliculares-compactos y compactos tratados con AR9-cis 

presentaron un mayor tiempo de recurrencia y sobrevida que los otros grupos 

(doxorrubicina y controles). Si bien el tratamiento con doxorrubicina no modificó el 

tiempo de recurrencia respecto de los controles, si prolongó el tiempo de sobrevida 
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en los carcinomas foliculares-compactos, sugiriendo que logra retrasar la progresión 

del tumor. Los tiempos de recurrencia y sobrevida acorde al tipo histológico del 

tumor son consistentes con la malignidad correspondiente propuesta (Verschueren y 

col., 1992) y con la funcionalidad encontrada (perfil tiroideo y captación de 99mTc). 

Como era esperable, los pacientes hipertiroideos (carcinomas foliculares) 

presentaron una alta captación de 99mTc, mientras que en los pacientes 

hipotiroideos (carcinomas foliculares-compactos o compactos) la captación fue 

menor. Esto está de acuerdo con los estudios de Verschueren y col. (1992), que 

describieron que a mayor grado de indiferenciación, las concentraciones de receptor 

de TSH y la captación de 99mTc son menores. 
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Conclusiones 
 

o La expresión génica de Tg y TPO es menor en los carcinomas tiroideos 

respecto a las tiroides sanas, sugiriendo una capacidad funcional de síntesis 

de hormonas tiroideas disminuida. 

 
o El lóbulo tiroideo contralateral sano presenta concentraciones mayores de Tg 

y TPO que el lóbulo carcinomatoso y una mayor concentración de 

transcriptos de TTF-1 e IGF-1, lo que sugiere un mecanismo compensatorio 

para mantener la función tiroidea normal (eutiroidismo). 

 
o El mayor contenido proteico de factores vinculados con la proliferación y 

angiogénesis (TTF-1, PCNA, IGF-1, IGF-1R y VEGF) en el carcinoma 

respecto del tejido sano, es consistente con la mayor densidad celular y 

capilaridad, y constituyen una red de señales que estarían en la base de la 

oncogénesis. 

  
o La expresión proteica depende del tipo de carcinoma, siendo mayor la 

expresión de factores mitogénicos y angiogénicos en las células del estroma 

de cánceres más indiferenciados; los datos sostienen el rol de éstas células en 

la progresión del tumor. 

 
o El tratamiento del carcinoma con AR9-cis post-cirugía aumenta de forma 

significativa el tiempo de recurrencia y sobrevida en comparación con el 

tratamiento con doxorrubicina. Los efectos del tratamiento dependieron del 

tipo histológico del carcinoma tiroideo. 
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Perspectivas 
 

Investigar sobre los mecanismos de la oncogénesis del carcinoma tiroideo canino, 

así como también estudiar los cambios biológicos que inducen los tratamientos es 

complejo, costoso y difícil por varios motivos. La frecuencia de la enfermedad es 

baja (1.4 %, Theilen y Madewell, 1979), por lo que la obtención de casos clínicos en 

un período de tiempo determinado ofrece dificultades. Además, existen factores que 

afectan la presentación del tumor (genética, edad, sexo, factores ambientales), que 

sumados a la baja prevalencia de la enfermedad, hace poco factible la obtención de 

un número apropiado de unidades experimentales homogéneas (perros) en tiempos 

adecuados para realizar estudios de biología molecular del cáncer e incursionar en 

nuevas formas de control del mismo. Por esta razón, las estrategias experimentales 

futuras deberán considerar el desarrollo de nuevos modelos experimentales (cultivos 

celulares a partir de tumores tiroideos caninos, trasplante de carcinomas tiroideos 

caninos a ratones “nude o inmunodeficientes, entre otros). 

 

Teniendo en cuenta los hallazgos notables  respecto a la sobrevida postquirúrgica de 

aquellos perros con carcinoma tiroideo tratados con isotretinoína 9 cis (AR9-cis) 

frente al tratamiento tradicional (doxorrubicina) y perros sin tratamiento, se propone 

investigar los mecanismos de acción que están en la base de las respuestas 

obtenidas. Tomando en cuenta los modelos experimentales mencionados 

anteriormente se podrán uniformizar condiciones tales como tipo de tumor y tiempo 

de aparición tumoral, además de otras características inherentes al animal ya 

mencionadas y obtener resultados en tiempos factibles.  

 

Por otro lado, dado que el tipo de tumor afecta tanto la expresión de marcadores 

tumorales en células del estroma del carcinoma como la sobrevida del paciente e 

interacciona con el tratamiento, se deberá incluir este aspecto en las futuras 

investigaciones. Asimismo, se deberá tener en cuenta el rol del tipo celular, por lo 

que tanto además de las determinaciones cuantitativas de las variables en todo el 

tejido, se deberán incluir metodologías que apunten a especificar la función 

específica del tipo celular. Finalmente las variables incluidas en esta tesis son –junto 

a otras- factores candidatos centrales en la oncogénesis y/o regulación del 

crecimiento del tumor. El conocer los mecanismos moleculares de las redes intra e 

intercelulares subyacentes en la oncogénesis, es la base para el descubrimiento de 

nuevas opciones terapéuticas para esta patología (Malaguarnera y col., 2012).  
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