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RESUMEN

El objetivo fue determinar mediante la técnica de RT-PCR la expresién de
transcriptos (TSH-R, Tg, TPO, PAX8, TTF- 1, IGF-1 y ERa) en muestras de glandula
tiroides caninas sanas y glandula tiroides de perros con carcinoma tiroideo del I6bulo
carcinomatoso y del l6bulo contralateral sano. Los resultados muestran que la
expresion de mRNA para TSH-R, PAX8, y ERa no difiere entre grupos. Si se
encontré efecto sobre la exprecion de mRNA, Tg y TPO siendo el grupo carcinoma
el de menor expresion de dichos transcriptos en relacion a los grupos sanos y
contralateral, no encontrandose diferencias entre estos ultimos grupos. La expresién
de mRNA TTF-1 es mayor en el grupo contralateral que en el grupo sano y
carcinoma, que no difirieren entre si. La expresion del transcripto IGF-1 es mayor en
el I6bulo contralateral que en el grupo carcinoma. Los hallazgos revelan que el
I6bulo carcinomatoso presenta afectada la expresiéon del transcripto de Tg y TPO
respecto a la glandula sana, sugiriendo que la sintesis de hormonas tiroideas en el
carcinoma puede estar alterada; mientras que en el I6bulo contralateral muestran un
comportamiento diferencial de la expresién génica los factores mitogénicos (TTF-1 e
IGF-1). Esto podria indicar que el I6bulo contralateral trabaja intentando compensar
la pérdida de funcién del 16bulo enfermo.



SUMMARY

The objective was to determine the expression of transcripts (TSH-R, Tg, TPO,
PAX8, TTF-1, IGF-1 and ERa) by RT-PCR of healthy canine thyroid gland and
thyroid gland with carcinoma and it contralateral lobe.
The results show that expression of mRNA for TSH-R, PAX8, and ERa did not differ
between groups. There was an effect of the expression of the carcinoma group, were
mRNA Tg and TPO was lower than the healthy groups and the contralateral, but
there was no differences between them. The mRNA expression of TTF-1 is higher in
the contralateral than in the healthy group and carcinoma, which does not differ
among themselves. Transcript expression of IGF-1 is greater in the contralateral lobe
than in the carcinoma group. The findings show that the expression of TPO and Tg
transcript of the carcinomatous lobe was affected in relation to the healthy gland,
suggesting that the thyroid hormone synthesis in the carcinoma may be altered. In
this sence the contralateral lobe show a different expression of the mitogenic factor
gene (TTF-1 and IGF-1). This could indicate that the contralateral lobe works trying to
compensate the loss of sick lobe function.



INTRODUCCION

Las principales afecciones tiroideas en los perros son el hipotiroidismo 70.5%, luég
carcinoma tiroideo 16.7%, tiroiditis autoinmune 5.6%, hipertiroidismo 4.5% vy tiroiditis -
no autoinmune 2.7% (Castillo, 2006). Si bien la incidencia del carcinoma de tiroides
no es muy alta, se ha visto aumentada en los ultimos afos(Castillos 2010,
comunicacion personal).

Los carcinomas tienen en general una afectacién unilateral debido a que los I6bulos
tiroideos en el perro en general no estan unidos anatomicamente como sucede en
los seres humanos, cuando la implicacia es bilateral el tumor suele ser mas invasivo
(Mooney, 2007). Los carcinomas tiroideos generalmente se extienden dentro o
alrededor de la traquea, musculos cervicales, esofago, laringe, nervios, vasos, etc.
Las manifestaciones clinicas estan relacionadas en su mayoria a la compresién de
la masa tumoral sobre los 6rganos que rodean la tiroides provocando disfagia,
disnea, tos, etc. En la mayoria de los casos los animales se mantienen eutiroideos
hasta que se destruye mas del 75% del parénquima (Mooney, 2007). Por esta razdn,
la determinaciéon de hormonas tiroideas cuando nos enfrentamos a esta patologia no
es de gran valor diagnéstico.

La regulacién de la funcion tiroidea se realiza principalmente a traves del eje
Hipotalamo-Hipé6fisis-Tiroides. Las hormonas tiroideas (triyodotironina, T3 vy
tiroxina,T4) estan reguladas por la hormona estimulante de la tiroides (TSH)
secretada por la hipdfisis que a su vez es controlada por la tirotropina (TRH)
secretada por el hipotalamo. Por otro lado la T3 y T4 ejercen un efecto inhibitorio a
nivel de hipotalamo e hipéfisis. La TSH a traves de la unién a su receptor en la
membrana celular (TSH-R) estimula la sintesis de hormonas tiroideas (Dremier y col.
2002). Para que esta sintesis ocurra es necesario también el transporte activo del
yodo hacia el interior del tirocito. La biosintesis de hormonas tiroideas es un proceso
secuencial en el que primero se produce la activacién del yoduro por parte de una
glicoproteina de membrana, la enzima Tiroperoxidasa (TPO). El yodo activado
reacciona con los residuos tirosilos de la Tiroglobulina (Tg), que es la glicoproteina
mas abundante de la tiroides, generando monoiodo o diiodotirosina (MIT o DIT
respectivamente). Seguidamente se produce el acoplamiento de estas moléculas
para formar T3 y T4. Estas hormonas se acumulan en la luz de los foliculos (coloide)
y a medida que el organismo lo requiere son secretadas al torrente sanguineo
(Maenhaut, 1992).

Existen factores de transcripcidn presentes en pocos tipos celulares, especificos;
participando en la regulacién transcripcional de genes expresados sélo en esas
células. Se han identificado dos factores de transcripcion cuya expresién esta
restringida a las celulas foliculares tiroideas: factor de transcripcion tiroidea 1 (TTF-1,
Guazzi y col., 1990) y gen pareado box 8 (PAX8, Plachov y col., 1990). Si bien, en
animales adultos estos factores se expresan en pulmén y rifidn respectivamente, su
expresion conjunta es unica en las células foliculares tiroideas. TTF-1 y PAX8 se
unen a secuencias promotoras de los genes de Tg y TPO y son capaces de activar
la transcripcidon de genes mencionados (Zannini y col., 1992).



Los tumores tiroideos (benignos o malignos) se caracterizan por alterar la expresion
de genes especificos involucrados en el metabolismo del yodo (Di Lauro y col.,1995;
Moretti, 2000). Estos genes incluyen la Tiroglobulina (Tg), la Tiroperoxidasa (TPO) y
el receptor de TSH (TSH-R) (Lazar y col., 1999; Lacroix y col., 2001 ). Estudios en
seres humanos indican que en los tumores tiroideos benignos la expresion de PAX8
y TTF-1 no es diferente en comparacién con el tejido tiroideo normal, pero si se
encontré una disminucion de estos factores en los carcinomas tiroideos (por lo que
se han reportado como marcadores tumorales, Lacroix y col., 2006). También se
demostré una correlacion entre la expresiéon de, Tg y TPO y la expresion de PAX8 y
TTF-1. El estudio concluyd que las alteraciones en la expresién de los factores de
transcripcion PAX8 y TTF-1 tiene un rol en la tumorogénesis y procesos de
diferenciacién en la tiroides (Lacroix y col.,, 2006). No se encontrd bibliografia
respecto a la determinacién de estos factores en tumores de la glandula tiroides en
caninos. Existen ademas factores de crecimiento celular que activan o promueven
la sintesis de los factores de transcripcién vinculados a la mitosis celular. En células
tiroideas caninas el IGF-1(factor de crecimiento similar a insulina |) permite el efecto
mitogénico de la TSH y estimula por si mismo la sintesis de proteinas y el
crecimiento celular (Deleu y col., 1999). Otro potente factor mitogénico en tiroides es
el receptor de estrégeno alfa (ERa), que se ha relacionado con el crecimiento del
tumor de tiroides en humanos (Manole y col., 2001).

Por este motivo esta tesina de grado tiene como objetivo general contribuir al
conocimiento de cuales son los mecanismos moleculares que pueden estar
alterados en el carcinoma tiroideo canino, y de forma especifica determinar la
expresion' de-transcriptos de TSH-R, Tg, TPO, PAX8, TTF- 1, IGF-1 y ERa en
muestras de glandula tiroides de perros sanos y en muestras de glandula tiroides de
perros con carcinoma tiroideo tanto del I6bulo carcinomatoso como del I6bulo
contralateral sano.
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REVISION BIBLIOGRAFICA
LA GLANDULA TIROIDEA
Anatomia

La tiroides es una glandula endocrina tipica de los vertebrados. Es un érgano de
origen endodérmico impar y simétrico, formado por dos I6bulos definidos, ubicados
en sentido lateral y algo en ventral respecto del quinto al octavo anillo traqueal
(Scavelli y Peterson, 1992). A diferencia que en el hombre, el istmo que conecta
ambos I6bulos es indefinido en perros adultos, siendo a veces la excepcion razas
grandes o braquicéfalas (Belshaw, 1989). El tamario es variable, en perros adultos
cada l6bulo tiene aproximadamente 5cm de largo y 1,5cm de ancho (Scavelli y
Peterson, 1992) y el volumen tiroideo oscila entre 0,2 a 1,5cm® segun el tamafio del
animal (Peterson y Ferguson, 1992). Los I6bulos son proporcionalmente mas
grandes en perros inmaduros y razas braquicéfalas.

Es una glandula hipervascularizada y la mayor parte de su irrigacion esta dada por
dos vasos: la arteria tiroidea anterior que proviene de una rama de la carétida comun
y la arteria tiroidea posterior que tiene origen en la arteria cefalica. El drenaje venoso
de la tiroides se realiza con las venas tiroideas anterior y posterior, en los
correspondientes polos de cada I6bulo. La inervacién de la glandula tiroides es de
dos tipos, simpatica (nervio simpatico cervical) y parasimpatica (nervio laringeo
superior y laringeo recurrente, ambos procedentes del nervio vago).

El tejido tiroideo ectdpico se presenta en muchos perros y gatos, éste puede residir
en cualquier punto, desde la base de la lengua hasta la base cardiaca, ya que
guarda relacién con el desarrollo de la tiroides en la etapa embrionaria (Belshaw,
1989; Peterson y Ferguson, 1992). El tejido ectépico es significativo, por cuanto la
tiroidectomia quirtrgica no lo eliminara, lo cual lleva a su hiperplasia y finalmente
reaparicion del funcionamiento glandular (Belshaw, 1989).

Histologia

Desde el punto de vista histolégico la glandula esta formada por la agrupacion de
foliculos. El foliculo es la unidad funcional, tiene una apariencia mas o menos
esférica con una cavidad central, normalmente ocupada por una sustancia coloide y
rodeada de una monocapa de células epiteliales cuboides, de 15-150 pm de
diametro, el tirocito (Mayayo y col., 2000). La cara del tirocito en contacto con el
coloide o cara apical esta constituida por una membrana festoneada de
microvellosidades. La cara opuesta o basal esta orientada hacia el exterior del
foliculo y esta delimitada por una membrana basal gruesa en contacto con los
capilares sanguineos fenestrados. Las caras celulares laterales estan unidas por
desmosomas a las caras laterales de otros tirocitos. En los foliculos se produce la
sintesis de las hormonas T4 (tiroxina), T3 (3,5,3 -triyodotironina) y rT3 (T3 reversa,
biolégicamente inactiva) (Pocock y Richards, 2005). Entre los foliculos encontramos
también otro tipo de células, las parafoliculares o células C, productoras de
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calcitonina. El coloide constituye el reservorio de la proteina especifica de la célula
epitelial tiroidea, la Tiroglobulina (Tg).

Embriologia de la glandula tiroides

La tiroides es la primera glandula endécrina que aparece en el desarrollo
embrionario de los mamiferos (Mansberger y Wei, 1993). El origen de esta glandula
es endodérmico y se forma como un apéndice en la cuarta y quinta bolsas faringeas.
El desarrollo de la tiroides empieza por un engrosamiento medio en el suelo de la
faringe primitiva que acaba siendo un diverticulo que se expande caudalmente. Las
células tiroideas estan al final del diverticulo o conducto tirogloso. Luego la glandula
se torna bilobulada, va creciendo y descendiendo, el conducto tirogloso se adelgaza,
elonga y degenera. Después de fracturarse el tirogloso, la tiroides alcanza su
localizacién anatomica definitiva.

Las células tiroideas se van diferenciando y comienzan a expresarse los genes que
son esenciales para la sintesis de hormonas tiroideas: receptor de TSH (TSH-R), Tg,
y tiroperoxidasa (TPO). Desde el punto de vista molecular, se han descrito 3 genes
que codifican para proteinas que regulan la normal morfogénesis y migracion de la
tiroides embrionaria: factor de transcripcién tiroideo 1 y 2 (TTF-1, TTF-2) y gen
pareado box 8 (PAX-8). Se propone que TTF-1 y PAX-8 tienen un papel importante
en la determinacion del tipo celular tiroideo y en la vida del tirocito (Zanini y col.,
1992). El TTF-2 actda regulando la migracion de la tiroides. Posteriormente se
expresa el receptor de TSH (R-TSH) y por ultimo el gen de la Tg y la TPO.

Eje hipotalamo-hipdfisis-tiroideo

La funcién tiroidea esta finamente regulada fundamentalmente por la hormona
estimulante de la tiroides (TSH), secretada por la hipéfisis, que se encuentra a su
vez bajo el control hipotalamico (Eje Hipotalamo-Hipd&fisis-Tiroides) (Figura 1)

> Hipdfisis

+
TSH
!
. ’Yroides
/4\ Tejidos Blancos

T4 T3—T3  Goam
Lot

Higado
Hueso
Desiodasas SNC

Higado
Misculo

Figura 1. Regulacién endécrina del eje hipotalamo-hip&fisis-tiroideo.
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La TRH, hormona liberadora de tirotropina, sintetizada en el hipotalamo, es quien
regula a la TSH. La produccién y liberacién hipotaldamica de TRH esta controlada por
rutas neurales desde centros cerebrales superiores (Chastain, 1990). Una vez
producido es llevado por el sistema porta-hipofisario hasta las células de la
adenohipéfisis donde interactia con su receptor de membrana. El TRH tiene dos
acciones principales, sobre las células tirotropas, produce la liberacion al torrente
sanguineo de la TSH ya sintetizada y almacenada en los granulos de secreciéon y a
su vez activa la sintesis de TSH.

La TSH, segregada por la hipéfisis, en las células tirotropas adenohipofisarias, es
una glucoproteina compuesta de dos cadenas, a y 8. Una vez sintetizada la TSH es
almacenada en los granulos secretorios y liberada a la circulaciéon por accién de la
TRH como se menciond anteriormente. La vida media sérica de la TSH es
relativamente corta, aproximadamente 10 a 15 minutos. La interaccion de la TSH
con su receptor localizado en la membrana basal del tirocito aumenta la sintesis de
las hormonas tiroideas (T4 y T3) en los foliculos, puesto que participa en todos los
pasos biosintéticos ademas de estimular la liberacién de T4 y T3 hacia la circulacién
sistémica.

Una vez en el suero, las hormonas tiroideas se unen a proteinas de transporte,
como la globulina ligadora de hormona tiroidea, albiumina y prealbdmina ligadora
tiroidea. Solo una pequefia cantidad de la hormona permanece libre; esta fraccién es
la biolégicamente activa y se encuentra disponible para actuar a nivel tisular (Kaptein
y col., 1994). Aproximadamente el 0.1% de la T4 y el 1% de la T3 se encuentran
libres en suero (Scavelli y Peterson, 1992; Kaptein y col., 1994). Toda la T4
normalmente es elaborada en la tiroides, mientras que la mayor parte de la T3 se
forma mediante la desyodinacién extratiroidea de la T4, en los tejidos periféricos
(higado, musculo, rifones) por la accién de la enzima desyodasa tipo |.

Los niveles circulantes de T4 y T3 regulan la secrecién tanto de TRH como de TSH
a través de una retroalimentacién negativa (Figura 1), la molécula efectora de dicha
retroalimentaciéon negativa es la T3. A nivel de la pituitaria, la T3 inhibe la liberacién
de TSH inducida por TRH y la expresién de los genes de TSH o y B (Dieguéz y
Aguilar, 1997). A nivel hipotaldmico existen receptores para T3 y esta hormona
inhibe la expresion del gen de TRH asi como su sintesis. La T3 reduce aun mas la
liberacion de TSH al disminuir el nimero de receptores de TRH. La T4 puede
también puede sufrir desactivacion a través de otra enzima, desyodasa tipo lll,
presente en cerebro, placenta y vasos sanguineos que la convierte en T3 reversa
(T3r), inactiva biolégicamente. La proporcién de conversion de T4 a T3 o T3r
depende del estado metabdlico del organismo (Larsen y Berry, 1994).

Fisiologia de la Tiroides

TSH y mecanismo de accién

La TSH controla la funcién y el crecimiento de la tiroides a través de su unién al
receptor especifico (TSH-R) en la superficie celular y regulando los niveles

intracelulares de un segundo mensajero, el AMPc (Rivolta y col., 2005). El aumento
del AMPc activa multiples vias de serializacibn que regulan la proliferacion, la
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diferenciacién y la funcién de la tiroides (Medina y Santisteban, 2000; Kimura y col.,
2001).

Control de la secrecion de las hormonas tiroideas por la TSH

La biosintesis de las hormonas tiroideas (T3 y T4) se realiza sobre una proteina
estructural que es la tiroglobulina (Tg) con la intervencibn de una enzima
microsomal, la tiroperoxidasa (TPO) y en presencia de una fuente de peroxido de
hidrégeno (H202) en la interfase célula-coloide (Medeiros-Neto y col., 2002). En el
proceso de biosintesis de hormonas tiroideas el yodo es un oligoelemento esencial.
La principal fuente de yodo proviene de los alimentos y del agua. El yodo (1) ingerido
en la dieta alcanza la circulacién en forma de yoduro (I") y se absorbe como tal en el
tracto gastrointestinal. El yoduro ingresa al citoplasma celular a través de un
transportador en la membrana basolateral del tirocito y un segundo transportador
ubicado en la membrana apical lleva el yoduro hacia la interfase célula-coloide. El
yoduro para alcanzar su forma activa debe ser oxidado; este proceso es catalizado
por la enzima tiroperoxidasa (TPO). La TPO es una hemoproteina glicosilada
especifica de la tiroides, ubicada en la membrana apical del tirocito donde cataliza la
unién del yoduro activo a los residuos tirosilicos de la tiroglobulina (Tg).

La Tg, es una glicoproteina precursora de las hormonas tiroideas. El anillo tirosilico
de la Tg puede incorporar una molécula de yoduro dando lugar a la
monoyodotirosina (MIT) o dos moléculas de yoduro formando diyodotirosina (DIT). Si
se acoplan dos residuos DIT o un DIT y un MIT tiene lugar la formacién de T4 y T3
respectivamente, quedando incorporados a la molécula de Tg. Esta reacciéon de
acoplamiento asi como la incorporacién de yoduro son catalizadas por la enzima
TPO. La Tg mas antigua se localiza en la zona central del lumen y en la zona
préxima al borde apical la yodada mas recientemente. Cuando el tirocito es
estimulado por la TSH (por aumento de los requerimientos organicos) aparecen
pseudopodos en la membrana apical que engloban pequefias porciones de coloide
del lumen folicular y esas gotas de coloide entran al citoplasma por un proceso de
endocitosis. Una vez en el citoplasma los lisosomas migran hacia esas gotas de
coloide, se fusionan y las proteasas lisosomales van hidrolizando la Tg yodada hasta
la liberacién de todos sus aminoacidos, incluidos los yodados, las yodotirosinas MIT
y DIT y las yodotironinas T4 y T3. La TSH a través de la unién con su receptor y el
aumento del AMPc es responsable de estimular todos los procesos mencionados
anteriormente: aumenta la captacién de yodo y la sintesis de Tg, su yodacién y la
reaccion de acoplamiento, la endocitosis de la Tg yodada y su protedlisis con
liberacion de las hormonas tiroideas en forma de yodoaminoacidos libres.
Finalmente las hormonas tiroideas pasan a la circulacién y actian en los tejidos
blanco. Las acciones de las hormonas tiroideas en el organismo son miuiltiples y
ejercen complejos e importantes efectos sobre el metabolismo de proteinas (efecto
anabdlico), lipidos (efecto lipolitico), e hidratos de carbono (efectos
hiperglucemiantes). Las hormonas tiroideas tienen un rol decisivo en el desarrollo
fetal, particularmente de los sistemas neurolégico y esquelético (Arce, 2006). Tienen
ademas efectos sobre el corazédn; centros respiratorios; eritropoyesis; y promueven
el recambio éseo aumentando la resorcién esquelética. En esencia, ningun tejido u
6rgano escapa a los efectos del exceso o insuficiencia de hormona tiroidea (Coates,
1997).
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Regulacion de la expresion génica por la TSH

La TSH no solo controla la sintesis y secrecién de las hormonas tiroideas po(r\ medio
de acciones no genémicas, sino que también afecta la expresion génica. Como es
bien sabido, solamente en la tiroides se sintetizan las hormonas tiroideas; esto es
debido a que en esta glandula se expresan especificamente proteinas esenciales
para su sintesis: Tg, TPO y TSH-R (Santisteban, 2006). Se ha demostrado en
distintas especies que estas proteinas solo se expresan en tejido tiroideo, con
excepcion de TSH-R que también lo hace en otros tejidos (ovarios y el pancreas).

La regulacién de la expresion génica tiene lugar a diferentes niveles siendo el control
transcripcional uno de los mas estudiados. Ese control depende de secuencias
especificas de DNA localizadas generalmente en el extremo 5'flanqueante de los
genes delante del sitio de inicio de la transcripcién. A estas secuencias de DNA se
unen proteinas nucleares especificas denominadas factores de transcripcion. La
transcripcién de un gen ademas de ser tejido especifica esta regulada por estimulos
externos como hormonas, factores de crecimiento, etc. (Lehninger, 2000).

El complejo TSH/TSH-R tras provocar el aumento de AMPc intracelular es
responsable de activar factores de transcripcion tras la fosforilacién de los mismos.
Aunque se desconoce el mecanismo, ha sido claramente demostrado que la TSH
regula los niveles de mMRNA de algunos genes especificos de la tiroides como Tg y
TPO (Mitchell y Tjian, 1989; Zarrilli y col., 1990). La participacion de factores de
transcripcion que se unen a regiones promotoras de los genes de Tg y TPO es
considerada como el factor principal para regular la expresion de estos genes
(Mitchell y Tjian, 1989)./En perros la informacién respecto a la regulacién de la
expresion génica mediada por TSH es casi inexistente. En los seres humanos, dos
factores de transcripcion que tienen un rol clave en la morfogénesis tiroidea, el TTF-
1 y PAX-8, que se unen a la secuencia de los promotores de Tg y TPO y son
capaces de activar la transcripcion de estos genes (Francis-Lang y col., 1992;
Zannini y col., 1992). Estos factores de transcripcién, TTF-1 y PAX-8, tienen una
funcion destacada sobre el control de la diferenciaciéon celular tiroidea. Se ha
demostrado que PAX-8 es necesario tanto para la morfogénesis de la glandula
tiroidea como para el mantenimiento del fenotipo celular tiroideo. Distintos trabajos
han mostrado evidencias de la importancia de PAX-8 en el mantenimiento de la
diferenciacién tiroidea activando la expresion de todos los genes marcadores de
diferenciacion tiroidea excepto del TSH-R ( Zanini, 1992). Ademas se ha descrito la
interaccion fisica y funcional entre PAX-8 y TTF-1 in vivo, mediante la cual ambos
factores aumentan sinérgicamente la transcripcion de Tg y TPO en la glandula
tiroides en humanos (Katoh y col., 2000; Di Palma, 2003). El factor de transcripcién
PAX-8 pertenece a una familia de genes con dominio de unién al DNA denominado
paired-box. Se identificd inicialmente en rifidn pero se vi6 que su funcion es crucial
en tiroides, siendo responsable de la formacién de los foliculos tiroideos. El TTF-1
pertenece a una familia de factores de transcripciéon con un dominio de unién al DNA
(homeodominio o gen homeobox). Inicialmente se identific6 como especifico de
tiroides pero se vio luego que estaba presente también en pulmén e hipdfisis. Se ha
definido a TTF-1 como responsable de la especificacion tiroidea, expresandose tanto
en células foliculares como parafoliculares.
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Regulacion del crecimiento de la tiroides

La TSH via AMPc promueve el crecimiento del tirocito directamente a través de la
unién a su receptor e indirectamente estimulando la secrecién de factores de
crecimiento o de receptores de factores de crecimiento. A pesar del papel central del
AMPc en la regulacién de los procesos biolégicos de las células tiroideas, la
cooperacién con otras vias de sefalizacibn es necesaria para que los tirocitos
desarrolien una actividad mitogénica completa en respuesta a TSH (Kimura, 2001,
Medina, 2000). En células tiroideas caninas el IGF-1 permite el efecto mitogénico de
la TSH y estimula por si mismo la sintesis de proteinas y el crecimiento celular
(Deleu y col., 1999). La insulina actia a través del receptor de IGF-1, siendo por
tanto este factor el funcional. La insulina y el IGF-1 cooperan con la TSH en la
regulacién de la expresion de los genes marcadores de diferenciacién tiroidea. Se ha
demostrado que tanto insulina como IGF-1 estimulan la expresion de mMRNA de Tg y
TPO. Por otro lado, estudios in vitro, (FRTL-5 thyroid cells), demuestran que la
transcripcion del TSH-R también es inducida por el tratamiento con insulina/IGF-
1(Garcia y Santisteban, 2002). Otro potente factor mitogénico en tiroides es el
receptor de estrégeno alfa (ERa), (Manole y col., 2001). Ademas se ha demostrado
en otros tejidos que el IGF-1 estimula la funcién del ERa de una forma que es
independiente al ligando (Flint y col., 2002), por lo que se puede pensar en una
conversacion entre ambas vias de sefializacion.

En resumen, la TSH es considerada el principal regulador de la diferenciacion y la
proliferacién del tirocito (Rivas y Santisteban, 2003). Se ha propuesto que en tejido
tiroideo no funcional (en términos de sintesis de hormonas tiroideas) se mantiene el
efecto mitogénico de la TSH - ya que el receptor de TSH se mantiene funcional -
(Verschueren y col.,, 1992a) y por lo tanto ésta podria ser la causante de la
hiperplasia glandular y consecuente desarrollo del cancer. Es por esta razén que
varios autores sugirieron que la TSH puede continuar actuando como un factor de
crecimiento tumoral (Verschueren y col., 1992a).

CARCINOMA TIROIDEO

En el perro la endocrinopatia tiroidea mas frecuentemente diagnosticada es el
hipotiroidismo seguida del carcinoma de tiroides. Las masas neoplasicas que se
encuentran en la tiroides derivan de las células foliculares tiroideas, de vestigios del
conducto tirogloso, de las células parafoliculares (células C) o de células de la
paratiroides (Capen, 2002).

El carcinoma es el tipo de neoplasia mayormente detectado en la clinica y
generalmente se originan de células epiteliales de los foliculos tiroideos.

Los tumores de tiroides representan solo el 1 a 2% de las neoplasias reportadas en
perros (Brodey y Kelly, 1968; Birchard y Roesel, 1981; Harari y col., 1986). A pesar
de su baja incidencia, tiene gran trascendencia en endocrinologia, ya que es la
neoplasia maligna mas comun del sistema endocrino (Barber, 2007).

Antecedentes y Epidemiologia

La presentacion clinica y el comportamiento biolégico de los tumores tiroideos
pueden variar ampliamente entre perros, gatos y humanos. Los tumores de tiroides
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en general se presentan en perros de mediana a edad avanzada (9 a 10 afios)
(Brodey, 1968; Leav, 1976; Patnaik y Lieberman, 1991; Turrel y col., 2006). No se ha
encontrado una predilecciébn sexual franca en caninos (Harari y col., 1986), a
diferencia de lo reportado en humanos en que la mujer tienen una probabilidad
mayor (4:1) de desarrollar cancer de tiroides que el hombre (Henderson y col., 1982;
Bukhari y col., 2010). Algunos estudios consideran que ciertas razas caninas (Boxer,
Beagle, y el Golden Retriever) tienen mayor riesgo de desarrollar carcinoma de
tiroides (Barber, 2007).

El carcinoma tiroideo en caninos por lo general, es una masa voluminosa,
afuncional, unilateral y localmente invasiva: traquea, musculos cervicales, eséfago,
laringe y vasos sanguineos (Liptak, 2007). Estos tumores pueden residir en
cualquier parte, desde la base de la lengua hasta la base cardiaca, pero con mayor
frecuencia se desarrollan en la regién cervical. Los signos clinicos presentes en
perros con tumores de tiroides benignos o malignos son similares. La presentacién
clinica mas comun es una masa indolora en la region cervical y los signos clinicos
son generalmente el resultado de la invasion y compresion de estructuras vecinas:
disfagia, tos, disfonia, disnea, pérdida de peso y anorexia (Birchard y col., 1981;
Harari y col.,, 1986). El carcinoma tiroideo tiene un pronéstico reservado,
dependiendo en parte del tamarfio, la movilidad y la presencia o ausencia de
metastasis (Ogilvie, 1996).

Mas del 90% de los tumores tiroideos clinicamente detectables en perros son
carcinomas y un porcentaje significativo de éstos son grandes, invasores, paipables
y clinicamente inquietantes. En caninos, la mayoria de los tumores tiroideos estan
bien o moderadamente diferenciados (Brodey y Kelly, 1968; Leav y col., 1976; Harari
y col., 1986; Mitchell y Tjian, 1989; Klein y col., 1995), se originan del epitelio
folicular y por lo general son subclasificados como foliculares, compactos (sélido),
papilares y compacto-foliculares. Estas formas representan aproximadamente las
tres cuartas partes de las neoplasias de tiroides en perros (Mitchell y Tjian, 1989;
Klein y col., 1995; Worth y col., 2005). Los carcinomas diferenciados se caracterizan
por conservar las funciones propias de la glandula, como la captacién de yodo, la
biosintesis hormonal, la de Tg y TPO (Pisarev y Juvenal, 2010). Su pronéstico no es
tan severo como el indiferenciado, que es muy agresivo, no concentra el yodo y
produce tempranamente metastasis (Pisarev y Juvenal, 2010). El carcinoma papilar,
si bien es el cancer de tiroides mas comun en los seres humanos (70 a 90% de los
casos), se presenta en forma esporadica en perros (Leav y col., 1976; Worth y col.,
2005).

Diagnéstico del carcinoma tiroideo

Generalmente es el duefio quien detecta la presencia de una masa cervical en su
perro (Worth y col., 2005) y el tiempo que trascurre entre este hallazgo y el
diagnostico es en promedio 1 a 2 meses pudiendo llegar a 1 a 2 afos. Estas masas
tienden a ser firmes y no dolorosas, pueden estar bien circunscriptas, ser méviles o
fijas.

Signos clinicos

La mayoria de los perros se presenta a la consulta por una masa palpable en la
region ventral del cuello. Los signos clinicos estan a menudo relacionados con la
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compresion o invasion de estructuras vecinas y son generalmente el motivo de
consulta, incluyendo tos, disfagia, disfonia (y disnea como consecuencia de
compresién traqueal o paralisis laringea Brodey y Kelly, 1968; Birchard y Roesel,
1981; Harariy col., 1986; Carvery col., 1995).

Estatus Hormonal tiroideo

La mayoria de los perros con carcinoma de tiroides no muestran signos de funcion
tiroidea alterada manifestandose como eutiroideos (70%) frente a los distintos test
utilizados para evaluar la funcién de la glandula tiroides (medicion de T4, TSH).
Algunos estudios mencionan que alrededor del 30% de los perros testeados para T3
y T4 presentaban niveles bajos de hormonas pero sin signos de hipotiroidismo
(Harari 1986, Worth 2005). Harari (1986) no encontr6 ningin animal con niveles
elevados de hormonas tiroideas mientras que Worth (2005) observé niveles altos de
T4 en un 32% pero ningun perro presento signos clinicos. Leav y col. (1976)
reportaron en perros con tumores tiroideos un 22% de animales clinicamente
hipertiroideos. Por tanto la medicion de las hormonas tiroideas no es de gran ayuda
para un diagnéstico certero de carcinoma, si lo es para evaluar el estatus hormonal
del paciente.

Ultrasonografia cervical / Tomografia computarizada / Resonancia magnética

La ultrasografia es un procedimiento simple, no invasivo, accesible y no mas costoso
que las radiografias o patologia clinica. El uso rutinario de esta herramienta
modificara la frecuencia del diagnéstico de este tipo de lesiones en el perro. La
tomografia computarizada (CT) y particularmente de la resonancia magnética (MRI)
aporta mayor informacién en cuanto a grado de invasion de la masa tiroidea sobre
estructuras vecinas. La escintigrafia con pertecnetato de tecnecio-99m (Tc*™) o
menos frecuentemente yodo radioactivo (I'*') se usa sobre todo para identificar
enfermedad local residual después de la cirugia, tumores ectdpicos o metastasis.

Biopsia y citologia

La precision de la citologia en perros con masas tiroideas no es buena, solo la mitad
de las veces confirma que la masa es de origen tiroideo y a menudo no es posible
reconocer un tumor maligno de forma definitiva (Harari y col., 1986; Feldman y
Nelson, 2004). Dado que los tumores tiroideos malignos tienen una densidad
vascular mayor que el tejido tiroideo normal y los tumores benignos (Kent y col.,
2002), la hemodilucién es un problema comun en la citologia.

Tratamiento del carcinoma tiroideo

El tratamiento del carcinoma tiroideo canino esta en funcién del tamafio tumoral, la
extension, la invasion y la presencia de enfermedad metastasica macroscopica
(Barber, 2007). La escisién quirurgica produce el mejor resultado con la menor
morbilidad cuando el tumor se mueve libremente sin invasion de tejidos profundos
(Carver y col., 1995; Panciera y col., 2004). La cirugia no se recomienda cuando la
masa tumoral invade estructuras adyacentes que incluyen la vasculatura, los nervios
laringeos recurrentes, el tronco vago simpatico, las glandulas paratiroides y en
ocasiones la laringe y la traquea. Se estima que solo entre el 25 y el 50 % de los
carcinomas tiroideos son susceptibles de cirugia en el momento del diagnéstico
inicial (Carver y col., 1995).
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Las neoplasias tiroideas no operables se pueden manejar con radioterapia. La
radioterapia externa es la utilizada con mayor frecuencia. La radiacion externa ayuda
en el control local del tumor en aquellos casos en que la recesidén quirurgica no es
total (Brearley y col., 1999). En perros la experiencia es limitada pero la
administracion de I'*' parece ser efectiva cuando los tumores son capaces de
atrapar y organificar el yodo (Adams y col., 1995; Panciera y col., 2004; Worth y col.,
2005).

Respecto al uso de la quimioterapia en el manejo de tumores tiroideos en perros los
estudios publicados son pocos y con un bajo nimero de animales (Jeglum y Wereat,
1983; Ogilvie y col., 1989). La quimioterapia se puede considerar en pacientes con
grandes tumores no operables y/o con metastasis.

El suplemento con hormona tiroidea se ha propuesto como un tratamiento para los
tumores de la tiroides. La intencion de esta terapia es la inhibicion por
retroalimentacién intrinseca de la liberacién de TSH, ya que esta hormona actuaria
como un factor de crecimiento de los tumores que mantienen sitios de unién avidos
por TSH. Hasta la fecha, ningun estudio ha examinado la eficacia de este
tratamiento (Barber, 2007).

Avances relativamente recientes en biologia molecular han hecho posible el
desarrollo de nuevos agentes terapéuticos, siendo los genes tiroideos el blanco de
los mismos. La terapia génica consiste en la transferencia de acidos nucleicos
dentro de la célula tumoral para reemplazar genes defectuosos o introducir genes
suicidas o inmunomoduladores, los genes candidatos para la terapia génica en
cancer de tiroides indiferenciado serian: TTF-1y PAX8 como mediadores de la
rediferenciacion. También se estudian agentes de rediferenciacion que han
demostrado ser efectivos sobre la célula tiroidea como: el acido retinoico (AR) entre
otros. El AR, un derivado de la vitamina A biolégicamente activo, ejerce sus efectos
modulando la expresion de genes, actuando sobre dos tipos de receptores nucleares
(receptor de acido retinoico y receptor retinoico X), los cuales actian como factores
de transcripcién. El tratamiento con AR esta siendo utilizado en caninos para el
tratamiento del adenoma productor de ACTH (corticotropinoma) (Castillo y col.,
2006) y se esta estudiando actualmente su utilidad en el carcinoma de tiroides.
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OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Esta tesina de grado tiene como objetivo general contribuir al conocimiento de
cuales son los mecanismos moleculares que pueden estar alterados en el carcinoma
tiroideo canino.

OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar la expresion de transcriptos de TSH-R, Tg, TPO, PAXS8, TTF- 1, IGF-1y
ERa en muestras de glandula tiroides de perros sanos y en muestras de glandula
tiroides de perros con carcinoma tiroideo del |6bulo carcinomatoso y del I6bulo
contralateral sano.

Analizar si existen diferencias en la expresion génica de las variables mencionadas
en tejidos sanos, contralateral (sano) y en tejido carcinomatoso tiroideo.



HIPOTESIS

La hipétesis de trabajo es que en el tejido carcinomatoso esta afectada la ex 2y
de genes funcionales (TSH-R, Tg, TPO) y de los factores que los regulan (PAX8 y
TTF-1). Ademas, hipotetizamos que en perros eutiroideos con carcinoma, el Idbulo: 7@
tiroideo contralateral compensa la funcion a través de una expresion génic

aumentada.



MATERIALES Y METODOS
MUESTRAS DE TEJIDO TIROIDEO Y DE SANGRE

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica de las Facultades de Veterinaria de la
Universidad de Buenos Aires, Argentina y por la de Montevideo, Uruguay. Los
dueiios de los pacientes dieron su consentimiento firmado respecto a la autorizacion
para que sus perros participaran de este estudio.

Se obtuvieron muestras de tejido tiroideo de animales sanos enteros que fueron
eutanasiados a causa de politraumatismos severos (animales sanos, n=7; 3
hembras y 4 machos) y de perros enteros con carcinoma tiroideo sometidos a cirugia
para la remocién del tejido tumoral (I6bulo tiroideo carcinomatoso, n=8, 6 hembras y
2 machos). De este grupo, se tomé ademas una biopsia de tejido tiroideo sano del
I6bulo contralateral en 4 animales (I6bulo tiroideo contralateral, 3 hembras y 1
macho). Las muestras de tejido fueron colectadas en la Unidad de Endocrinologia,
Facultad de Veterinaria, Universidad de Buenos Aires, Argentina y por el Hospital
Veterinario, Facultad de Veterinaria, Universidad de la Republica, Montevideo,
Uruguay. Todos los tejidos se congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido y se
almacenaron a -80° C hasta la extraccién de RNA. Los tejidos fueron procesados en
el Laboratorio de Técnicas Nucleares de la Facultad de Veterinaria, Universidad de
la Republica, Montevideo, Uruguay. El diagnéstico de los carcinomas tiroideos se
confirmaron por examenes histopatolégicos (Tabla 1).

Tabla 1.Descripcion del tumor luego del examen histopatologico y concen traciones
de tiroxina libre (fT4) y tirotropina (TSH). Los rangos de normalidad para fT4
y TSH son 0.7 a 2.0 ng/dL y 0.02 a 0.40 ng/mL respectivamente.

ID Raza Sexo® Edad Resultado histopatologico Ty TSH®
(afios) (ng/dL) (ng/mL)
1 Beagle M 10 Carcinoma folicular diferenciado 0.9 0.2
2 Cruza F 8 Carcinoma sélido- folicular 1.2 0.1
3 Cruza F 10 Carcinoma sélido- folicular 0.7 0.3
4 PittBull F 6 Carcinoma folicular 1.1 0.3
5 Cruza F 11 Carcinoma compacto 1.1 0.2
6 Cruza F 9 Carcinoma sélido- folicular 0.7 0.3
7 Cruza F 10 Carcinoma folicular (bilateral) 04 0.6
8 Cruza M 8 Carcinoma sélido- folicular 0.6 0.4

Sexo®, F= hembra y M=macho
fT,> y TSHP=valores de referencia del Laboratorio Hospital Escuela, Facultad de Veterinaria,
UBA.



DETERMINACIONES DE TSH Y FT, (tiroxina libre)

Las determinaciones hormonales fueron realizadas solo en los casos patolégicos.
Las concentraciones plasmaticas de TSH fueron determinadas por IRMA (ensayo
inmunoradiométrico) utilizando kits comerciales DPC (Coat-A-Count, Diagnostic
Product Corporation, Los Angeles, EE.UU.). La sensibilidad del ensayo fue de 0.03
ng/mL. Los coeficientes de variacion intra-ensayo para controles bajos (0.26 ng/mL)
y altos (3.1 ng/mL) fueron 9.5 % y 2 % respectivamente. Las concentraciones de fT,4
fueron determinadas usando un kit de radioinmunoensayo en fase soélida (RIA) de
DPC. La sensibilidad fue de 0.01 ng/dL. Los coeficientes de variacion intra-ensayo
para controles bajos (0.2 ng/dL) y altos (3.9 ng/dL) fueron 8.5% y 4.1%
respectivamente.

AISLAMIENTO DE RNA Y TRANSCRIPCION REVERSA

El RNA total fue extraido usando TRIZOL (Invitrogen, Life Technologies, Carisbad,
CA), seguido de una precipitacion con cloruro de litio para remover inhibidores de la
sintesis de cDNA. Las muestras fueron tratadas con DNAasa para remover DNA
contaminante (Naderi y col.,, 2004). La concentracion de RNA se determiné por
absorbancia a 260 nm vy la pureza e integridad del mismo se confirmé a través de la
relacién de absorbancia 260/280 nm y por electroforesis (gel agarosa 1%). Todas las
muestras presentaron relaciones Axso280 €ntre 1.8 y 2.0. La reaccidn de transcripcion
reversa (RT) se realiz6 usando SuperScript Il First-Strand Synthesis System Kit
(Invitrogen, Carlsbad, CA) con primers no especificos y 1.5 ug total de RNA como
molde.

CUANTIFICACION

Como dos variantes de Pax8 fueron reportadas en caninos (PAX 8a y PAX 8g, van
Renterghem y col. 1996), ambas fueron determinadas. Los primers especificos para
amplificar cDNA de TSH-R, Tg, TPO, PAX-8a, PAX-8g, y TTF-1, fueron disefiados
basados en las secuencias nucleotidicas de canis lupus familiares disponibles en
NCBI (http://www.ncbi.nim.nig.gov/). Para el disefio se utiliz6 el software Primer 3
Plus (http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus) y para el andlisis y la seleccién
de los mismos (formacibn de dimeros, horquillas) el OligoAnalyzer
(http://www.idtdna.com/analyzer/OligoAnalyzer). Las secuencias para ERa e IGF-I
se obtuvieron de la literatura (Pfaffl y col. 2002; Schams y col. 2003; Wu y col. 2004).
Se probaron los primers y los productos PCR se corrieron en geles de agarosa
donde se verifico el tamario de los mismos con marcadores de peso molecular. Los
productos de PCR fueron enviados para su secuenciacién a la empresa Macrogen
(Korea) y se confirmé la identidad de la secuencias en el Gene Bank utilizando el

algoritmo blast (http://www.blast.ncbi.nim.gov/Blast.cgi). Las secuencias de los
primers utilizados se presentan en la Tabla 2.
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Tabla 2. Secuencias de los pares de primers usados para PCR en tiempo real.

Genes Numero de Secuencia
acceso

TSH-R X17146 Forward: GGC AAT GAAGACATG GTG TG
Reverse: ACA AAGACATTG CCC AGG AG

Tg NMO0011048104 Forward: AGACCCACATCGGAGTGTTC
Reverse: AGCCCTGGTGGTTAGAAGGT

TPO AY094504 Forward: CTCAAGGAAGGTGGTCTGGA
Reverse: CTCTCGGTCAGCTCCTCATT

TTF-1 X77910 Forward: GACGCTTCAAGCAACAGAAG
Reverse: TTCATCTTGTAGCGGTGGTTC

PAX-8a X83592 Forward: GCAGGAAGCGAATACTCTGG
Reverse: ACTTGGCCTTGATGTGGAAC

PAX-8g X83592 Forward: GCTATGCCTCTTCTGCCATC

Reverse: = CCACTGTCCCCATAGCAACT
IGF-1 NM_001077828 Forward: CCAGACAGGAATCGTGGATG
Reverse: GCAGTACATCTCCAGCCTCCTCAGA

ERa AY033393 Forward: AGGGAAGCTCCTATTTGCTCC
Reverse: CGGTGGATGTGGTCCTTCTCT
RPL19  AY158223 Forward: CCCCAATGAGACCAATGAAATC

Reverse: CAGCCCATCTTTGATCAGCTT

Se realizaron pruebas de PCR en tiempo real para cada set de primers utilizando
SYBR green (Quantimix; Biotools, Madrid, Espana) como fluréforo. La cuantificacion
de los transcriptos fue determinada en RT-PCR en tiempo real (real-time RT-PCR;
Rotor-GeneTM 6000; Corbett Life Sciences, Sydney, Australia). Las condiciones de
amplificacién fueron 10 min a 95 °C, 40 ciclos de 15 seg a 95 °C, 45 sega 60 °C y
20 seg a 72 °C. Se realizaron curvas de dilucién para cada producto PCR de
acuerdo a Fenwick y col. (2006). Para cada gen se realizaron estas curvas de
titulacion a través de las cuales se calculé la eficiencia de la amplificacién. El rango
de las eficiencias de los diferentes transcriptos fue de 86 a 99 %.

Para estandarizar las medidas de cuantificacion de expresién génica debido a
diferencias entre las muestras en cantidad de células en la muestra de tejido
extraido, en la calidad del ARN, y en la eficiencia de la RT, los datos de expresién de
ARNm de los genes de interés fueron normalizados respecto al gen usado como
control interno (ACT- [CT(gene de interés)-CT(control interno)]) y se expresaron en
relacion a la muestra utilizada como control positivo o control externo (AACT = ACT -
ACT (control positivo), cuantificacion relativa; Livak and Schmittgen, 2001).

El nivel de expresion de la proteina ribosomal L19 (RPL19) se us6 como control
interno usando las secuencias de primer de Chen y col. (2006). La expresién de
RPL19 se tested en un estudio piloto y probé ser un buen gen control porque no
mostré variaciones entre individuos y tratamientos como habia sido demostrado
previamente para otros tejidos ovinos y bovinos (Sosa y col., 2009; Sosa y col.,
2010). Como se puede observar en la Figura 2, los ciclos a la linea de base (CT=
threshold) no difirieron entre grupos.
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Figura 2. Ciclos a la linea de base del transcripto RPL19 determinado por PCR en
tiempo real en animales sanos, I6bulo tiroideo carcinomatoso y I6bulo
tiroideo contralateral.

ANALISIS ESTADISTICO

Se realizaron analisis de normalidad (Proc Univariate, SAS) en todas las variables
para identificar “outliers” y verificar la normalidad de los residuales. Los transcriptos
se analizaron por el procedimiento mixto con medidas repetidas en el espacio
(individuos: 16bulo carcinomatoso y contralateral) por el Proc Mixed, Statistical
Andlisis System, SAS, incluyendo en el modelo el grupo (sanos, lébulo tiroideo
carcinomatoso y contralateral sano) como efectos fijos y como efecto aleatorio la
corrida de PCR. Ademas, se analiz6 el efecto del sexo Unicamente en el grupo
sano, debido a que los animales con carcinoma eran solo 2 machos. Se realizaron
correlaciones de Spearman para estudiar asociaciones entre variables. Los datos se
presentan como promedios + SEM.

El nivel de significacion fue P < 0.05 y los valores de P comprendidos entre 0.05 y
0.10 se consideraron como tendencia.



RESULTADOS
Efecto del género sobre los transcriptos en tiroides de animales sanos

En el grupo sano, el nivel de expresién (relativa a PRL19) de mRNA de TSH-R fue
mayor en hembras que en machos (X + ES): 1.84+0.23 vs 0.7110.19, P = 0.021. EI
mismo patron se observo para la expresion de mRNA de Tg, donde las hembras
tendieron a mostrar una mayor expresiéon que los machos: 1.25+0.25 vs 0.52+0.22, P
= 0.06. Para los otros genes analizados, TPO, TTF-1, PAX-8, el IGF-1, ERa no se
encontraron diferencias de género en la expresion de mRNA.

Expresion de los transcriptos en la glandula tiroides en animales sanos, en
I6bulo tiroideo carcinomatoso y contralateral

La expresion de los transcriptos para los genes TSH-R, Tg, TPO, TTF-1 en la
tiroides de animales sanos, en el I6bulo carcinomatoso y en el lébulo tiroideo
contralateral se muestran en la Figura 3.
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Figura 3.Nivel de expresion de los transcriptos (normalizados por RPL19) de TSH-R,
Tg, TPO, y TTF-1 en animales sanos, 16bulo tiroideo carcinomatoso y I6bulo
contralateral. Las diferentes letras indican diferencias en el mismo grafico,
a,b: P<0.05 (cuadrado de las medias + error estandar).

La expresion de mRNA del TSH-R no fue diferente entre los grupos.
Los niveles de mRNA de Tg, TPO y TTF-1 fueron afectados por el grupo (P = 0.012,
P = 0.0003 y P = 0.046, respectivamente). El grupo carcinoma tuvo menor expresiéon
de mRNA de Tg y TPO que los grupos sanos y CL, P <0.05, mientras que no se
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encontraron diferencias entre estos Gltimos grupos. La expresion de mMRNA de TTF-
1 fue mayor en el grupo CL que en el grupo sano y carcinoma (P <0.05), que no
difirieron entre si (Figura 3). La expresiéon del transcripto IGF-1 fue mayor en el
I6bulo contralateral que en el grupo carcinoma (P<0.05). El nivel de expresion de
mRNA de PAX-8a, PAX-8g, y el ERa no fue diferente entre los grupos (Figura 4).
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Figura 4. Nivel de expresion de los transcriptos (normalizados por RPL19) de PAX-
8a, PAX-8g, IGF-1 y ERa en animales sanos, I6bulo tiroideo carcinomatoso
y l6bulo contralateral.

Analisis de correlaciones

Se analizaron correlaciones entre variables en tejidos tiroideos sanos (animales
sanos Yy lébulo contralateral sano) y tejidos enfermos (l6bulo carcinomatoso) por
separado. El analisis de la correlacion en la expresion de estos genes en tejidos
tiroideos sanos evidencié una correlacion alta entre el TSH-R (mRNA) y Tg (r = 0.74,
P<0.01) y una correlacién media a alta entre los transcriptos de TTF-1, IGF-1 y ERa
(r = 0.65 a 0.81, P<0.01). La expresion del transcripto de PAX-8 a/g present6 una
correlacion alta con Tg (r = 0.72 a 0.81, P<0.01). Al analizar el grupo carcinoma, no
se observé correlaciéon de la expresion entre los genes TTF-1, IGF-1 y ERa. Se
mantuvo la correlacion positiva entre Tg y PAX-8a/g (r = 0.72, P<0.01). Se observé
una correlacion positiva alta entre Tg y TPO (r = 0.88, P= 0.004) y de TPO con PAX-
8 (r = 0.90, P=0.002).
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DISCUSION

En animales sanos, la expresién de los transcriptos del receptor de TSH (TSH-R) y
de tiroglobulina (Tg) en tiroides fue mayor en hembras que en machos, y no hemos
encontrado reportes similares en perros. Se ha sugerido que los esteroides sexuales
pueden influir en el crecimiento de la tiroides a través de la modulacion de la
concentracion de sus receptores especificos (Banu y col., 2002). Ademas, los
receptores de andrégenos y de estrégenos (ER) no sélo estan presentes en la
glandula tiroides, sino que su sintesis es estimulada por las hormonas respectivas
(Banu y col., 2001).

Este es el primer informe de la presencia de ERa en la glandula tiroides canina,
siendo su expresion similar en ambos sexos. Resultados similares fueron reportados
en humanos (Manole y col., 2001). Este ultimo trabajo reporté ademas que el 17B-
estradiol (E2) tiene un efecto estimulador del crecimiento en las células tiroideas
benignas y malignas, lo que puede explicar porqué los tumores y carcinomas de
tiroides son tres veces mas frecuentes en la mujer que en el hombre (Henderson y
col., 1982). Por otra parte, en nuestro estudio, la expresiéon del TSH-R mRNA fue
mayor en las perras; lo que es consistente con el estimulo o inhibicion del E2 sobre
el TSH-R en hembras o machos respectivamente (Banu y col. 2001). La mayor
expresibn de Tg mRNA en las hembras podria estar relacionada a una mayor
sensibilidad de la glandula tiroides a la TSH (TSH-R).

Aunque la expresion del mensajero de los receptores no siempre refleja la expresion
de proteina tisular real como ha sido reportado en otras especies (Meikle y col.,
2000; Sosa y col., 2009), no se encontraron diferencias en la expresiéon del mRNA
del TSH-R entre los grupos sanos, contralateral y I6bulo contralateral (CL). Esto esta
de acuerdo con Verschueren y col. (1992), quienes encontraron que los ensayos de
unién de TSH (TSH-R) fueron similares en tejidos tiroideos normales y tumorales en
perros. La TSH es considerada el principal regulador de la diferenciacién y la
proliferaciéon del tirocito (Rivas y Santisteban, 2003), y se ha sugerido que la TSH
puede seguir actuando como un factor de crecimiento del tumor (Verschueren y col.,
1992).

Ha quedado claramente demostrado que la TSH regula los niveles de mRNA de
varios genes especificos de la tiroides, tales como Tg y TPO. En contraste con los
resultados de TSH-R mRNA, la expresién de los transcriptos de Tg y TPO fueron
menores en el grupo carcinoma que en los animales sanos y los del grupos CL, lo
que sugiere que el tejido carcinomatoso tiene una menor capacidad funcional de
sintesis de hormonas tiroideas. Mientras que no se han encontrado reportes sobre la
TPO en el carcinoma de tiroides en perros, varios reportes 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). Por otro lado, en los seres humanos, tanto la expresion del
gen de Tg como la de TPO en los carcinomas diferenciados fue muy heterogénea
(Fabbro y col., 1994).

Los genes Tg y TPO estan regulados por dos factores de transcripcion, TTF-1 y PAX
8 que estan presentes simultaneamente sélo en las células foliculares de la tiroides,
lo que sugiere que esta combinacién Unica podria desemperfiar un papel en la
expresion del fenotipo especifico de la tiroides (Fabbro y col., 1994). Si bien este
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estudio consideré un bajo numero de animales, uno de los hallazgos mas
interesantes de nuestro trabajo fue el aumento de casi 3 y 2 veces en la expresion
de TTF-1 e IGF-1 respectivamente en el I6bulo tiroideo contralateral en comparacion
con el grupo sano y carcinoma. TTF-1 e IGF-1 son considerados factores
mitogénicos implicados en la proliferacién y diferenciacién celular (Deleu y col.,
1999; Ramos-Vara y col., 2002; Lacroix y col., 2006; Kondo y col., 2009), por lo
tanto, se puede especular que este incremento en la expresion en el I6bulo
contralateral puede estar asociado con una hiperplasia que intenta compensar la
pérdida de funcién del I6bulo enfermo, con el fin de mantener el estado eutiroideo.
Esta idea se ve reforzada por la baja expresion de mRNA de Tg y TPO en el tejido
carcinomatoso, lo que sugiere que la sintesis de hormonas tiroideas por el I6bulo
afectado es defectuosa. En general, los datos de expresion de mRNA tanto en el
grupo carcinoma como en el I6bulo contralateral pueden explicar por qué 7 de los 8
perros con carcinoma de tiroides en este estudio presentaron valores de TSH y T4
libre dentro del rango normal, como se ha reportado para la mayoria de los perros
(Nelson 1998; Barber, 2007). Por otro lado, un pequefio porcentaje de perros con
carcinoma tiroideo presentan hipotiroidismo - como uno de los perros de nuestro
estudio- en estos casos se puede proponer que la expresion génica del Iébulo sano
esté alterada, ya que se ha demostrado que la expresion de dicho I6bulo es inhibida
por citocinas liberadas por el I6bulo enfermo (Dumont y col., 1991; Cocks y col.,
2000; Kimura y col., 2001).

En contraste con los datos de TTF-1, no se pudieron demostrar diferencias
significativas en la expresion de mRNA de PAX-8, y no se encontr6 correlacién entre
estos dos transcriptos. Por otro lado, el analisis estadistico revelé una correlacién
significativa entre mMRNA de PAX-8 y Tg como ha sido reportado para humanos
previamente (Lacroix y col., 2006). Ademas estos autores encontraron una
correlacién significativa de PAX-8 con la TPO, que no fue encontrada en nuestro
estudio en tejido sano. Estudios de estos dos factores de transcripcién (TTF-1 y
PAX-8) mostraron que la expresion génica de TPO y Tg se correlaciond
significativamente con la de PAX-8, pero no directamente con TTF-1 (Pasca di
Magliano y col., 2000; Lacroix y col., 2006) y esto es consistente con nuestros
resultados, ya que TTF-1 no se correlacioné con la expresion del mRNA de Tg o
TPO.

El nivel de expresion del mRNA de ERa no fue diferente entre los grupos, tal como
se encontré para TSH-R. Existié6 una alta correlaciéon entre TTF-1, IGF-1 y ERa en
tejidos sanos, sin embargo, la correlacién positiva de estos transcriptos se perdié en
el I6bulo enfermo. Todas estas proteinas son factores mitogénicos y relacionados
con el crecimiento, y se podria sugerir que una alteracion en la conversacion de
estos factores este en la base del mecanismo del carcinoma tiroideo. Mas auln, la
hipétesis de trabajo de varios investigadores (Roger y Dumont, 1987; Deleu y col.,
1999) es que si la glandula tiroides no puede responder funcionalmente a la TSH
(por ejemplo, en términos de sintesis de hormonas tiroideas), el Gnico efecto que se
observa es el trofico, que conduce a la hiperplasia y a la activacion de genes que
promueven cambios celulares que conllevan a la aparicion del carcinoma.
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CONCLUSIONES

En este estudio los hallazgos muestran que la expresién génica esta alterada en los
carcinomas de tiroides respecto a la glandula sana, lo que sugiere que la capacidad
de sintesis de Hormonas Tiroideas esta afectada.

La mayor expresion génica (mRNA) de factores mitogénicos en el I6bulo tiroideo
contralateral podria sugerir una hiperplasia compensatoria en perros eutiroideos.
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Expression of thyroid-specific transcription factors in thyroid carcinoma, contralateral

thyroid lobule and healthy thyroid gland in dogs
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Abstract

Thyrotropin receptor (TSH-R), thyroglobulin (7g), thyroperoxidase (TPO), thyroid specific
transcription factor-1 (T7F-1), paired box 8 transcription factor (PAX-8), insulin like growth
factor (IGF-I) and estrogen receptor alpha (ERa) transcripts were determined by real-time
PCR in follicular carcinoma and contra-lateral (CL) lobes, and healthy thyroid canine glands.
Concentrations of 7SH-R, PAX-8, IGF-1, ERa mRNA were not different between groups; the
carcinoma group had lower Tg and 7PO mRNA than the healthy and CL groups, while no
differences were found among these latter groups, suggesting that the carcinoma tissue
presents an altered capacity to synthesize thyroid hormones. The transcription factor that
promotes thyrocytes proliferation, 77F-1, presented a greater mRNA expression in the CL
group, suggesting that the CL lobe may function in a compensatory state.

Keywords: thyroid carcinoma, gene expression, canine.
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1. Introduction

Thyroid carcinomas is a common form of endocrine neoplasia in dogs (Barber, 2007; Cano
Valdez, 2009); being 6 % of a total of 500 endocrine pathologies in dogs at the Hospital
School of the Veterinary Science Faculty, University of Buenos Aires, Argentina (Castillo,
2006). The median age of presentation is 9 to 10 years in almost all studies (Brodey and
Kelly, 1968; Leav et al., 1976; Patnaik and Lieberman, 1991; Carver et al., 1995; Turrel et
al., 2006). In humans, thyroid cancer is more common in females (Henderson et al., 1982;
Bukhari et al., 2010), however, in dogs no sex predisposition was evident (Leav et al., 1976;
Wucherer and Wilke, 2010). The majority of the carcinomas are unilateral and nonfunctional
and most dogs are described as clinically euthyroid (Liptak, 2007). The signalment of dogs
with benign or malignant thyroid tumors is similar: clinical signs are usually the result of
impingement on the surrounding structures: cough, dysphagia, dysphonia and dyspnea
(Birchard and Roesel, 1981; Harari et al., 1986); although in our experience the majority of
the dogs show a mass in the thyroid anatomical area being discovered by the owners, and only
a 1% of the cases had the symptoms mentioned. The prognosis and treatment strategies for
canine thyroid carcinomas depend in large part on the size and invasiveness of the tumor as

well as on the presence of metastasis (Barber, 2007).

Carcinomas of the thyroid gland in dogs usually arise from the epithelial cells that line the
colloid follicles and may be classified according to the degree of differentiation. In humans,
differentiated carcinomas such as the papillary and the follicular, retain in part the biological
features of the normal thyroid cells (Rossella et al., 1994). Similarly, in dogs, Thyrotropin
(TSH) binding in canine thyroid carcinoma did not differ from that in normal canine thyroid
tissue (Verschueren et al., 1992), and the authors suggested that TSH may continue to act as a
growth factor for the tumor. In canine thyroid cells, insulin like growth factor I (IGF-I) allow
the mitogenic effect of 7SH and stimulate by itself protein synthesis and cell growth (Deleu et
al., 1999). Besides, TSH is considered the main regulator of thyrocyte differentiation and
proliferation (Rivas and Santisteban, 2003) and it has been clearly demostrated that TSH
regulates mRNA levels of several thyroid-specific genes such as thyroglobulin (7g) and
thyroperoxidase (TPO) (Avvedimento et al., 1984; Gérard et al., 1989b; Zarrilli et al., 1990).

The molecular mechanism by which TSH controls Tg and TPO gene expression, and the

potential involvement of the transcription factors which are known to bind to their promoter
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regions have not been elucidated yet. The activity of transcription factors is in fact considered
as the main switch to regulate gene expression (Mitchell and Tjian, 1989). In humans, two
transcription factors, thyroid-specific transcription factor-1 (77F-1) and paired box 8
transcription factor (PAX-8) bind to the sequence of 7g and TPO promoters and they are able
to activate transcription of these genes (Francis-Lang et al., 1992; Zannini et al., 1992).
Moreover, it has been proposed that 77F-I and PAX-8 simultaneusly cooperate in the
stimulation of TPO and Tg genes in the human thyroid gland (Espinoza et al., 2001; Miccadei
et al., 2002). In dogs, we were not able to find studies considering the regulation of 7g and
TPO expression in healthy thyroid glands. In contrast, various studies that aimed to find a
proper molecular marker for thyroid carcinoma differentiation reported that T7F-1 is a good
marker of thyroid differentiation that can be used in conjuntion with Tg (Katoh et al., 2000,
Ramos-Vara et al., 2002; Aupperle et al., 2003).

In this study we aimed to investigate the expression of thyroid specific genes in carcinoma
and healthy thyroid gland. Moreover, taking into account that most dogs with carcinoma are
described as clinically euthyroid (Liptak, 2007), we hypothesized that the healthy thyroid
lobule functions in a compensatory state by increasing its functionality. Thus, the objetives of
this study were to investigate the gene thyroid expression of T7SH-R (thyrotropin receptor), 7g,
TPO, IGF-I, TTF-1 and PAX-8 genes in healthy and sick lobules in carcinoma and healthy
dogs. Since a gender effect on the thyroid cancer in other species was observed (Henderson et
al., 1982), estrogen receptor alpha (ERa), a potent mitogenic factor that has been related to
growth of human thyroid tumor (Manole et al., 2001), was also determined.

2. Materials and methods

The study was approved by the Ethics Committee of the Faculty of Veterinary Sciences of the
University of Buenos Aires and by the Secretaria de Ciencia y Técnica (Secretariat of Science
and Techniques) and by the Veterinary Faculty, University of Uruguay, Uruguay. Dog owners
gave their signed consent for the participation of their animals in this study.

2.1 Tissue and blood samples

Tissue samples selected were as follows: normal thyroid tissue specimens were obtained from

healthy animals euthanized after suffering severe trauma (Healthy group, n = 7; 3 intact
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intact females and 2 intact males); from this group, thyroid tissue was obtained from the &

contralateral lobe in 4 animals (Contralateral lobule group, CL group, n = 4; 3 females and 1
male). The tissue samples were collected at the Endocrinology Unit, Veterinary Faculty,
University of Buenos Aires, Argentina and at the Veterinary Hospital, Veterinary Faculty,
University of Uruguay. All tissue specimens were frozen and stored at -80°C in liquid
nitrogen before use for RNA extraction. Thyroid tissue samples were processed in the
Laboratory of Nuclear Techniques, Veterinary Faculty, Montevideo, Uruguay.

The diagnosis of thyroid carcinomas was confirmed by histopathological examination (Table

1).
2.2 Plasma TSH and fT4 ( free thyroxine) concentrations

Hormonal determination was performed only in the pathological cases. Plasma TSH
concentrations were determined by an immunoradiometric assay (IRMA) using DPC
commercial kits (Coat-A-Count; Diagnostic Product Corporation, Los Angeles, CA, USA).
The sensitivity of the assay was 0.03 ng/mL. The intra-assay coefficient of variation for low
(0.26 ng/mL) and high (3.1 ng/mL) concentrations of TSH were 9.5.% and 2%, respectively.
Free thyroxine concentrations were determinated by a direct solid-phase radioimmunoassay
(RIA) using DPC commercial kits. The RIA had a sensivity of 0.01 ng/dL. The intra-assay
coefficients of variation for low (0.2 ng/dL) and high controls (3.9 ng/dL) were 8.5% and 4.1
%, respectively.

2.3 RNA isolation and reverse transcription

Total RNA from thyroid was extracted using TRIZOL (Invitrogen, Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA) followed by precipitation with lithium chloride to remove inhibitors of
cDNA synthesis and by DNase-treatment with DNA-Free™ Kit (Ambion, Austin, TX, USA)
to remove contaminating DNA (Naderi et al., 2004). RNA concentration was determined by
measuring absorbance at 260 nm, the purity of all RNA isolates was assessed from 260/280
absorbance ratio and the integrity by electrophoresis (1% agarose gel). All samples presented
Ajeonso ratios between 1.8 and 2.0. For each sample, cDNA was synthesized by reverse
transcription using the SuperScript III First-Strand Synthesis System Kit (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) with random primers and 1,5 pg total RNA added as a template.
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2.4 Quantitative real time PCR

Since two splicing variants of dog Pax 8 (PAX-8a PAX-8g) were described (Van Renterghem
et al.,1996 ), both of them were determined. Primers to specifically amplify cDNA of TSH-R,
Tg, TPO, PAX-8a, PAX-8g and TTF-1, were designed based on canis lupus familiaris
nucleotide sequences available from NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Primer sequences
for ERa and IGF-I were obtained from the literature (Pfaffl ez al., 2002; Schams et al., 2003;
Wu et al., 2004). The products of PCR were sent to Macrogen (Korea) for secuenciation. The
identity of the secuencies were concealed by Blast in the Gene Bank. The primer sequences
are presented in Table 2. The level of expression of ribosomal protein L19 (RPL19) was used
as an endogenous control, using the primer sequences of Chen et al. (2006). The expression of
the RPLI9 gene was tested in a pilot study under our conditions and it proved to be a good
housekeeping gene because it exhibited minimum variation across individuals and treatments,
as was shown in other ovine tissues previously (Sosa et al., 2009a; Sosa et al., 2009b). As is
shown in the Figure 1, data of cycles to the treshold (CT) did not differ among groups.
Amplification reactions were performed in a final volume of 20uL containing 10uL. SYBR
Green master mix (Quantimix EASY SYG kit; Biotools BandM Laboratories, Madrid, Spain),
500 nm forward and reverse primers (Operon Biotechnologies, Cologne, Germany) and 3uL.
diluted cDNA (1 : 7.5 in RNase/DNase-free water). Samples were analysed in duplicate in a
72-disk Rotor- GeneTM 6000 (Corbett Life Sciences, Sydney, NSW, Australia).

Standard amplification conditions were 10 min at 95°C and 40 cycles of 15 s at 95°C, 45 s at
60°C and 20 s at 72°C. For quantification, standard curves were generated by amplifying serial
dilutions of each amplicon according to Fenwick et al. (2006). To standardise quantitative
gene expression measurements for differences in cellular input, RNA quality and RT
efficiency among samples, data for gene expression were analysed by the 2—*““T method,
which implies normalisation against the endogenous control (RPLI9; Livak and Schmittgen
(2001).

2.5 Statistical analysis

Data were analyzed in a incomplete randomized block design with the Statistical Analysis
System program (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). Univariate analyses of the data were
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performed on all variables to identify outliers and to verify normality of residuals. Transcript
data were analyzed using the mixed procedure with a model that included the effects of group
(Healthy group, Carcinoma group and Contralateral lobe group) as fixed effect and PCR run
and dog as random effects. The Kenward-Rogers procedure was used to adjust the
denominator degree of freedom. Besides, gender effect was analysed only in the healthy
group, since only two males were included in the carcinoma group. Pearson correlation
coefficient was used to describe relationships between variables Data are presented as least
square means £ pooled standard errors and means were considered to differ when P < 0.05
and a trend identified when 0.05 <P <0.10.

3. Results
3.1 Gender effect on gene transcription in the healthy animals

In the healthy group, the expression of 7SH-R mRNA was greater in females than males (X +
pooled standard error, relative expression): 1.84 + 0.23 vs 0.71 + 0.19 respectively, P=0.021.
The same pattern was observed for 7g mRNA, females tended to show higher expression than
males: 1.25 £ 0.25 vs 0.52 + 0.22 respectively, P=0.06.

For the other genes analysed, TPO, TTF-1, PAX-8, IGF-1, ERa, no gender differences on

mRNA expression were found.

3.2 Gene expression in the thyroid gland of carcinoma, contralateral lobule and healthy
groups

The gene thyroid expression of TSH-R, Tg, TPO, TTF-1 genes in healthy animals, carcinoma
thyroid lobule and in contralateral thyroid lobule are shown in Figure 2.

The expression of T7SH-R mRNA was not different between groups.

Tg, TPO and TTF-1 mRNAs were affected by the group (P=0.012, P=0.0003 and P=0.046,
respectively).

The carcinoma group had lower g mRNA and 7PO mRNA than the healthy and CL group,
P<0.05, while no differences were found among these latter groups.

The TTF-1 mRNA expression was greater in the CL group than in healthy and carcinoma
group (P<0.05), which did not differ.

The level of expression of PAX-8a, PAX-8g, IGF-1 and ERa mRNA was not different
between groups (Figure 3).
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3.3 Correlation analysis

The analysis of the correlation of these genes expression in healthy tissues described two
groups: TSH-R TTF-1 IGF-1 and ERa were correlated among them, while in the other group
Tg, TPO, PAX-8a and PAX-8g were considered. TSH-R, IGF-1 and ERa were highly and
positively correlated (r values ranged from 0.86 to 0.99), while T7F-1 presented a medium
correlation coeficient with these other genes (0.45 to 0.58).

PAX-8a/g presented a medium correlation (r values from 0.52 to 0.59) with 7g mRNA, but
not with 7PO. Tg and TPO were possitively correlated (r=0.64, P=0.003).

4. Discussion

In healthy animals, the thyroid 7SH-R mRNA and Tg mRNA expression were greater in
females than males, and we did not found similar reports in dogs. In other species, few studies
have analized the effects of the gender on thyroid gland expression. In rats, 7PO and Tg
mRNA expression was decreased by about 50% in the young female as compared whith the
young males (Correa da Costa et al., 2001). In woman, thyroid 131 iodine uptake was higher
than in man (Gonzalez et al., 2008), and thyroid volume was higher in males (Gomez et al.,
2002). It has been suggested that sex steroids may influence thyroid growth by modulating
their receptors concentration in the thyroid (Banu et al., 2002). Moreover, androgen and
estrogen receptor (ER) are not only present in the thyroid gland but they are also up-regulated
by their respective hormones (Banu ef al., 2001). As far us we know, this is the first report of
ERa in canine thyroid gland, which expression did not differ among gender. Similar results
were reported in humans, although a growth stimulatory effect of 17p-estradiol on benign and
malignant human thyroid cells was reported (Manole et al., 2001), which may explain why
thyroid tumors and carcinomas are 3 times more frequent in woman than in man (Henderson
et al., 1982). On the other hand, in this study, 7SH-R mRNA was higher in females which is
consistent with Banu et al. (2001) that reported that estradiol stimulated TSH-binding in rat
females and inhibited it in males. The higher Tg mRNA expression in females could be
related to a higher TSH sensitivity of the thyroid gland (TSH-R), but no other gene was
affected by gender.

TSH is considered the main regulator of thyrocyte differentiation and proliferation (Rivas and

Santisteban, 2003) and it was suggested that TSH may continue to act as a growth factor for
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the tumor (Verschueren et al., 1992). The origin of all tumors was follicular; which is in
agreement with most reports in dogs (Ramos-Vara et al., 2002; Barber, 2007). Although,
messenger expression of the receptor may not always reflect the actual protein tisular
expression as we have found previoulsy in sheep (Meikle et al. 2000, Sosa et al. 2009a), and
that several post-transcriptional events may alter protein expression, no differences were
found in 7SH-R mRNA expression among healthy, carcinoma and contralateral lobule (CL)
groups. This is in agreement with Verschueren et al. (1992), that characterized TSH-receptor
binding in normal thyroid tissues and thyroid neoplasms in dogs. It has been clearly
demostrated that 7SH regulates mRNA levels of several thyroid-specific genes such as Tg and
TPO. In contrast to 7SH-R mRNA results, 7g and 7PO mRNA expression were lower in the
carcinoma group than in healthy animals and CL groups, suggesting that the synthesis of the
thyroid hormones by the carcinoma tissue is diminished. In dogs, while no reports on TPO in
thyroid carcinoma were found, several reports are consistently showing that Tg is detected in
90-100% of the thyroid carcinomas (Moore ef al., 1984; Patnaik et al., 1991; Leblanc et al.,
1991). This discrepancy could be due to the fact that these latter studies determined Tg
protein, while we measure the transcript. In contrast, in humans, both 7g and 7PO gene

expression in differenciated carcinomas was highly heterogeneous (Fabbro et al., 1994).

Tg and TPO genes are regulated by two transcription factors, 77F-1 and PAX & that are
present together only in the thyroid follicular cell, suggesting that this unique combination
could play a role in the expression of the thyroid —specific phenotype (Fabbro ef al., 1994).
Although this study considered a small number of animals, one of the most interesting
findings of this study was the almost 3-fold increase in 77F-1 expression in the contralateral
thyroid lobule when compared to the healthy and carcinoma group. 77F-1 is considered a
mitogenic factor involved in proliferation and cell differentiation (Ramos-Vara et al., 2002;
Lacroix et al., 2006; Kondo et al., 2009), thus, it can be speculated that this increased
expression in the contralateral lobe could be associated to hyperplasia to compensate the loss
of function of the sick lobe, in order to maintain the euthyroid state. Moreover, this idea is
reinforced by the low 7g and TPO mRNA expression in the carcinoma tissue, which suggest a
dysfunction of the affected lobe to synthesize thyroid hormones. Overall, mRNA expression
data from both the carcinoma and contralateral lobe may explain why in 7 out of 8 of the dogs
with thyroid carcinoma in this study presented TSH and fT4 values within the normal range,
as has been reported for the majority of dogs (Barber, 2007; Nelson, 1998). On the other

hand, a smaller percentage of the dogs with thyroid carcinoma present hypothyroidism - as
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one of the dogs of this study-; in these cases an altered gene expression of the healthy lobe
can be proposed, since it has been demostrated that is inhibited by cytokines released by the
diseased lobe (Dumont et al., 1991; Cocks et al., 2000; Kimura et al., 2001; Zubelewicz et al.,
2002). Besides, unlike thyroid tumors in the cat, which are typically functional, 90% of the

canine thyroid tumors do not secrete excess thyroid hormones (Nelson, 1998).

In contrast to T7F-1 data, no significant differences in PAX-8 mRNA could be demonstrated,
and no correlation was found among these two transcripts. On the other hand, statistical
analysis revealed a significant correlation between PAX-8 and 7g mRNA (r=0.59). These
findings are consistent with those reported by Lacroix et al. (2006), who found that the
expression of PAX-8 mRNA was significantly correlated with the expression levels of 7g. In
contrast, these authors found a significative correlation with 7PO, which was not the case of
our study. Studies of these two transcription factors genes (77F-1 and PAX-8) and of genes
involved in iodine metabolism showed that TPO and Tg gene expression both correlated
significantly with that of PAX-8, but not directly with 77F-1 (Pasca di Magliano et al., 2000;
Lacroix et al., 2006) and this is consistent with our results since 77F-1 mRNA did not
correlate with Tg or TPO mRNA expression.

The level of expression of /GF-1 and ERa mRNA was not different between groups, as was
found for 7SH-R. Indeed, IGF-1, ERa and TSH-R mRNA were strongly correlated (r values
ranged from 0.86 to 0.99). All these proteins are mitogenic and growth-related factors, and the
working hypothesis of several researchers (Roger and Dumont, 1987; Deleu et al., 1999) is
that if the thyroid gland cannot functionally respond to TSH (e.g. thyroid hormone synthesis)
the only effect that is observed is the trophic one, which leads to hyperplasia and may be to

the activation of genes that promote cell changes leading to carcinoma.

In summary, this study demostrated that gene expression is altered in both carcinoma and
contralateral thyroid lobe when compared to the healthy gland in the dogs included in this
study. The results obtained in the present cases, suggest that the carcinoma tissue present a
diminished functionality and that the contralateral thyroid lobe may function in a

compensatory state in euthyroid dogs.
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Tables

Table 1. Tumor description after the histopathology examination and free thyroxine (fT4) and
thyrotropin (TSH) concentrations. Normal ranges for fT4 and TSH are 0.7 to 2.5 ng/dL and
0.1 to 0.43 ng/mL.

ID Breed Sex®  Age Histopathology result Ty TSH
(years) (ng/dL) (ng/mL)
1  Beagle M 10 Differentiated follicular carcinoma 0.9 0.2
2 Mongrel F 8 Solid- follicular carcinoma 1.2 0.1
3 Mongrel F 10 Solid- follicular carcinoma 0.7 0.3
4 PittBull F 6 Follicular carcinoma 1.1 0.3
5 Mongrel F 11 Compact- carcinoma 1.1 0.2
6 Mongrel F 9 Solid- follicular carcinoma 0.7 0.3
7 Mongrel F 10 Follicular carcinoma (bilateral) 0.4 0.6
8 Mongrel M 8 Solid- follicular carcinoma 0.6 0.4

*Sex, F = female, M = male.



Table 2. Sequences of primer pairs used for real-time RT-PCR assay

Genes®  RefSeq accession number”

Primers Sequence

TSH-R  X17146

Tg NM0011048104

TPO AY094504

TTF-1 X77910

PAX-8a X83592

PAX-8g X83592

IGF-1  NM_001077828

Era AY033393

RPL19  AY158223

Forward:

Reverse:

Forward:

Reverse:

Forward:

Reverse:

Forward:
Reverse:
Forward:
Reverse:
Forward:
Reverse:
Forward:
Reverse:
Forward:
Reverse:
Forward:

Reverse:

GGC AAT GAA GAC ATG GTG TG
ACA AAG ACATTG CCC AGG AG
AGACCCACATCGGAGTGTTC
AGCCCTGGTGGTTAGAAGGT
CTCAAGGAAGGTGGTCTGGA
CTCTCGGTCAGCTCCTCATT
GACGCTTCAAGCAACAGAAG
TTCATCTTGTAGCGGTGGTTC
GCAGGAAGCGAATACTCTGG
ACTTGGCCTTGATGTGGAAC
GCTATGCCTCTTCTGCCATC
CCACTGTCCCCATAGCAACT
CCAGACAGGAATCGTGGATG
GCAGTACATCTCCAGCCTCCTCAGA
AGGGAAGCTCCTATTTGCTCC
CGGTGGATGTGGTCCTTCTCT
CCCCAATGAGACCAATGAAATC
CAGCCCATCTTTGATCAGCTT

*TSH-R = thyrotropin receptor, Tg = thyroglobulin, TPO = thyroperoxidase, TTF-1 = thyroid

transcription factor, PAX8-a = paired box gene 8, PAX8-g = paired box gene 8, IGF-1 =

insulin-like growth factor, Era = estrogen receptor a, RPL19 = ribosomal protein L19.

PGene Bank sequences.
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Figure captions

Figure 1. Cycles to the threshold of RPL19 transcripts determined by real-time RT-PCR
assay in healthy dogs, carcinoma thyroid lobule and contralateral thyroid lobule.

Figure 2. Levels of expression (normalized to RPL19) of the transcripts of TSH receptor
(TSH-R), Tiroglobulin (7g), Thyroperoxidase (TPO) and Thyroid transcription factor 1 (TTF-
1) in healthy dogs, carcinoma thyroid lobule and contralateral thyroid lobule. Different letters
indicate differences within the same graph, a,b: P<0.05. (Least square means + pooled

standar error).

Figure 3. Levels of expression (normalized to RPL19) of the transcripts of PAX-8a, PAX-8g,
IGF- ] and estrogen receptor alpha (ERa) in healthy dogs, carcinoma thyroid lobule and
contralateral thyroid lobule.



Figure 1

[a—y [an—y
N (-,
| 1

Threshold cycle

@ Healthy animals
B Carcinoma thyroid lobule
B Contralateral thyroid lobule




Figure 2

I Healthy animals
B Carcinoma thyroid lobule
& Contralateral thyroid lobule
g a
'g 25 - e 18-
o =}
8 27 ]
* o 1.2
2151 g
< - o
Z 5 08
€ 1 o
E 2
X 0.5 o 04
x E
2o 2 o
c 1.6 - § 3.2 4
o @
ua 3
B1.2 S 24
& ]
o
Sos $ 164
z E
%o4 _ 08
o u
= 0 FE o

56



Figure 3 @ Healthy animals
B Carcinoma thyroid lobule
B8 Contralateral thyroid lobule

ssion
N

expre:

PAX-8a mRNA expression
PAX-8g mRNA
©

IGF-1 mRNA expression
o - »



	295_00045
	295_00046
	295_00047
	295_00048
	295_00049
	295_00050
	295_00051
	295_00052
	295_00053
	295_00054
	295_00055
	295_00056
	295_00057
	295_00058
	295_00059
	295_00060
	295_00061
	295_00062
	295_00063
	295_00064
	295_00065
	295_00066
	295_00067
	295_00068
	295_00069
	295_00070
	295_00071
	295_00072
	295_00073
	295_00074
	295_00075
	295_00076
	295_00077
	295_00078
	295_00079
	295_00080
	295_00081
	295_00082
	295_00083
	295_00084
	295_00085
	295_00086
	295_00087
	295_00088
	295_00089
	295_00090
	295_00091
	295_00092
	295_00093
	295_00094
	295_00095
	295_00096
	295_00097
	295_00098
	295_00099
	295_00100
	295_00101

