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1.RESUMEN 

Esta tesis tuvo por objetivo determinar mediante la técnica de inmunohistoquímica si 
la expresión proteica de marcadores como VEGF, FGF-2, IGF-1 y su receptor (IGF-
1R) así como los receptores de ácido retinoico (RAR α y RXR) en muestras de tejido 
tiroideo canino sano y carcinomas tiroideos se asociaban con un patrón histológico 
diferencial (folicular-compacto vs compacto). Los resultados mostraron que la 
expresión de IGF-1, 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. 
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2.SUMMARY 

The objective was to determine if the protein expression of markers like VEGF, FGF-

2, IGF-1 and its receptor (IGF-1R) as well as retinoic acid receptors (RARα and RXR) 

by immunohistochemistry in samples of healthy canine thyroid tissue and thyroid 

carcinomas was related to a differential histological pattern (follicular-compact vs 

compact). The results show that IGF-1, IGF-1R and VEGF expression was greater in 

fibroblasts and endothelial cells of compact carcinomas than healthy glands. IGF-1R 

expression in fibroblasts and FGF-2 in endothelial cells of compact carcinoma were 

greater than follicular-compact carcinoma. The greater expression of factors related 

to oncogenesis in endothelial cells and fibroblasts found in compact carcinomas 

supports the relevance of the stromal cells on tumor generation. 
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3.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). Las principales afecciones 
tiroideas en los perros son el hipotiroidismo 70.5%, luego carcinoma tiroideo 16.7%, 
tiroiditis autoinmune 5.6%, hipertiroidismo 4.5% y tiroiditis no autoinmune 2.7% 
(Castillo, 2006). En esta tesina nos enfocaremos a describir el carcioma tiroideo, que 
si bien su incidencia no es muy alta, se ha visto  aumentada en los últimos años no 
solo en el perro sino también en humanos (Castillo 2010, comunicación personal; 
Harris y Bible, 2011). 

De forma similar a lo que ocurre en humanos, el cáncer de tiroides es la neoplasia 
endocrina maligna más común de los caninos y representa la principal causa de 
muerte entre los tumores endocrinos. (Barber, 2007). 
El 90% de los tumores tiroideos caninos son carcinomas, y el 16-38% de los 
pacientes (Wucherer y Wilke, 2010) o incluso hasta un 60% (Campos y col., 2012) 
muestran evidencia de metástasis en el momento del diagnóstico. En los perros, los 
tumores tiroideos derivan en su mayoría de las células epiteliales foliculares, y los 
patrones histológicos más frecuentes son folicular, folicular-compacto y compacto 
(Ramos-Vara y col., 2002; Nadeau y Kitchell, 2011). La mayoría de los tumores 
tiroideos caninos están bien a moderadamente diferenciados (Klein y col., 1995).  

Aunque la cirugía a menudo tiene éxito en las primeras etapas de la enfermedad, se 
obtienen resultados insatisfactorios en los tumores avanzados. Por lo tanto, una 
mejor comprensión de los mecanismos moleculares y las redes intracelulares 
asociadas con la oncogénesis puede contribuir a implementar nuevas opciones 
terapéuticas para estos últimos (Malaguarnera y col., 2012).  

Las alteraciones en la expresión de factores de crecimiento tales como factor de 
crecimiento insulínico tipo 1 (IGF-1), factor de crecimiento endotelial vascular 
(VEGF) y el factor de crecimiento de fibroblastos tipo 2 (FGF-2), y sus receptores, 
juegan un papel importante en la progresión del cáncer de tiroides tanto en humanos 
como en caninos (de Araujo-Filho y col., 2009, Redler y col., 2013, Campos y col., 
2014). La activación del sistema IGF se asocia con la patogénesis de una variedad 
de neoplasias en humanos debido a la acción mitogénica y las propiedades 
antiapoptóticas que presenta al unirse a su receptor (Vella y col., 2001; Ciampolillo y 
col., 2007). El IGF-1, un mitógeno potente en muchos tipos célulares, promueve la 
progresión de la mitosis a través de la inducción de la síntesis de ADN y tiene 
efectos a largo plazo sobre la proliferación, diferenciación y apoptosis celular (Jones 
y Clemmons, 1995). La evidencia experimental sugiere que el IGF-1 desempeña un 
papel significativo en la transformación, el crecimiento infiltrativo y la metástasis de 
las células tumorales (LeRoith y Roberts, 2003; Liu y Brown, 2011). Por otra parte, 
IGF-1 / IGF-1R están sobreexpresados en algunos tipos de carcinomas de tiroides 
en los seres humanos, y este aumento se correlaciona con mal pronóstico (Liu y col., 
2013). 
 
Por otro lado se sabe también que en ausencia de soporte vascular, los tumores se 
tornan necróticos e incluso mueren por apoptosis (Holmgren y col., 1995). El nuevo 
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crecimiento de la red vascular es importante debido a que la proliferación, así como 
la diseminación metastásica de las células cancerosas depende de un suministro 
adecuado de oxígeno y nutrientes y de la eliminación de los desechos (Nishida y 
col., 2006). En este sentido Restucci y col. (2003) mostraron que los marcadores 
tumorales vasculares, como la expresión de VEGF, se incrementan en asociación 
con un resultado deficiente en algunos tumores compactos caninos. Se sabe que las 
células de un carcinoma tiroideo pueden secretar potencialmente muchos factores 
provasculares para promover la angiogénesis. VEGF es esencial para el crecimiento 
de nuevos vasos en condiciones fisiológicas normales, así como en las células 
tumorales, y desempeña un papel importante en el desarrollo de metástasis a 
distancia (Lin y Chao, 2005). En los perros, se vio una mayor expresión de VEGF en 
las células endoteliales del tejido tiroideo carcinomatoso que en las glándulas 
tiroideas caninas sanas, lo cual es consistente con el mayor número de vasos 
sanguíneos y la mayor densidad celular observada en los carcinomas (Campos y 
col., 2014; Pessina y col., 2014). Se ha visto también que el FGF-2 está implicado en 
el crecimiento anormal de la tiroides humana, tanto como potencial mitógeno de 
células foliculares así como estimulando el crecimiento de células endoteliales 
tiroideas. Los informes sobre los niveles de FGF-2 en el carcinoma tiroideo son 
contradictorios (Kondo y col., 2007), y su expresión puede depender del grado de 
diferenciación (Boelaert y col., 2003). 
Por otro lado se ha visto que, en la patogenia del cáncer, los llamados factores de 
diferenciación, cumplen un importante rol, ya que redirigen las células hacia su 
fenotipo normal y pueden revertir o suprimir la carcinogénesis (Miller, 1998). Un 
ejemplo de estos son los retinoides, compuestos derivados naturales o sintéticos de 
la vitamina A que modulan el crecimiento celular, la diferenciación y la apoptosis (de 
Mello Souza y col., 2014). En caninos, los retinoides vienen siendo utilizados en el 
tratamiento de varios tipos de cáncer, tales como linfomas cutáneos, tumores de 
mastocitos y adenocorticotropinomas (White y col., 1993; Miyajima y col., 2006; 
Castillo y Gallelli, 2010), y recientemente en el carcinoma tiroideo (Castillo y col., 
2016). La acción del ácido retinoico está mediada por dos tipos de receptores, los 
receptores ácido retinoico (RARs) y los receptores de retinoides X (RXRs) 
(Kasimanickam y col., 2013). En caninos se ha reportado la expresión de ambos 
receptores en linfoma cutáneo (de Mello Souza y col., 2010). Sin embargo, su 
expresión en la glándula tiroides canina sana y/o carcinomatosa no ha sido descrita 
hasta la fecha. 
 
En base a la evidencia de que existe una conversación (cross-talk) entre los distintos 
tipos celulares que forman un tumor, es esencial comprender como es que las 
diferentes células contribuyen a la progresión tumoral a través de señales de 
proliferación y/o facilitando el acceso a nutrientes (Dvorak, 1986; Gribben y col., 
2010). De hecho, se ha demostrado que el estroma es capaz de desencadenar 
tumores y en los últimos años la investigación se ha enfocado en el estudio de la 
funcionalidad de las células que lo conforman (Bissell y Radisky, 2001) 
Además del tipo celular, debe tenerse en cuenta que la expresión de los factores 
mencionados (VEGF, FGF-2, IGF-1, IGF-1R, RARα y RXR) implicados en la 
oncogénesis también dependerá del tipo de tumor. Si bien en general se han 
establecido patrones específicos que están asociados a malignidad y pronóstico del 
paciente (Hanhan y Weinberg, 2011), hay muy pobre y aislada información respecto 
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a la relevancia del tipo de carcinoma tiroideo canino sobre la funcionalidad, 
recurrencia, sobrevida y la respuesta a la terapia. 
 
Por lo expuesto anteriormente esta tesina de grado tiene como objetivo general 
contribuir al conocimiento de cuáles son los mecanismos moleculares que pueden 
estar alterados en el carcinoma tiroideo canino, y la terapéutica del mismo, y de 
forma específica localizar y semicuantificar la expresión de receptores de ácido 
retinoico (RARα y RXR), VEGF, FGF-2, IGF-1, IGF-1R en tejido tiroideo sano y 
carcinomatoso con diferentes patrones histológicos (compactos y foliculares-
compactos) y en los distintos tipos celulares (células foliculares, endoteliales y 
fibroblastos). 
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4.REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

4.1 LA GLÁNDULA TIROIDES 

4.1.1 Anatomía 

La glándula tiroides recibe este nombre por su similitud con un escudo (del griego 

thyreos: escudo), ya que se pensaba que constituía un auténtico escudo para la 

laringe, de la misma forma que lo constituye el cartílago tiroides (Cian y col., 2004). 

La tiroides es una glándula endocrina típica de los vertebrados, impar y simétrica, de 

origen endodérmico, formada por dos lóbulos definidos, ubicados en sentido lateral y 

algo en ventral respecto del quinto al octavo anillo traqueal (Scavelli y Peterson, 

1992). El istmo que conecta ambos lóbulos es indefinido o inexistente en perros 

adultos, siendo a veces la excepción razas grandes o braquicéfalas (Belshaw, 1989), 

a diferencia del humano, donde ambos lóbulos están anatómicamente unidos. 

(Figura 1). El tamaño es variable, en perros adultos cada lóbulo tiene 

aproximadamente 5 cm de largo y 1,5 cm de ancho (Scavelli y Peterson, 1992) y el 

volumen tiroideo oscila entre 0,2 a 1,5 cm3 según el tamaño del animal (Peterson y 

Ferguson, 1992). Los lóbulos son proporcionalmente más grandes en perros 

inmaduros y razas braquicéfalas. 

Es una glándula muy vascularizada y la mayor parte de su irrigación está dada por 

dos vasos: la arteria tiroidea anterior que proviene de una rama de la carótida común 

y la arteria tiroidea posterior que tiene origen en la arteria cefálica. El drenaje venoso 

de la tiroides se realiza con las venas tiroideas anterior y posterior, en los 

correspondientes polos de cada lóbulo. La inervación de la glándula tiroides es de 

dos tipos, simpática (nervio simpático cervical) y parasimpática (nervio laríngeo 

superior y laríngeo recurrente, ambos procedentes del nervio vago). Éstas 

estructuras deben ser respetadas al momento de realizar una hemitiroidectomía o 

tiroidectomía total, o de lo contrario aparecerán complicaciones postquirúrgicas 

como parálisis facial y ronquera permanente. 

                 

 

Figura 1. Ubicación de la glándula tiroides.       
Extraído de: https://soyunperro.com/hipotiroidismo-en-perros/ (Fossum, 2004). 

https://soyunperro.com/hipotiroidismo-en-perros/


13 
 
 

El tejido tiroideo ectópico se presenta en muchos perros y gatos, éste puede residir 

en cualquier punto, desde la base de la lengua hasta la base cardíaca, ya que 

guarda relación con el desarrollo de la tiroides en la etapa embrionaria (Belshaw, 

1989; Peterson y Ferguson, 1992). El tejido ectópico es significativo, por cuanto la 

tiroidectomía quirúrgica no lo eliminará, lo cual lleva a su hiperplasia y finalmente 

reaparición del funcionamiento glandular (Belshaw, 1989). 

4.1.2 Histología 

Desde el punto de vista histológico la glándula está formada por la agrupación de 
folículos. El folículo es la unidad funcional, donde se produce la síntesis de las 
hormonas tiroideas T4 (tiroxina) y T3 (3,5,3`-triyodotironina) (Pocock y Richards, 
2005). El yodo es un elemento fundamental en la síntesis de estas hormonas, siendo 
utilizado para la yodación de la proteína específica de la célula epitelial tiroidea, la 
tiroglobulina (Tg) y así obtener las formas finales de dichas hormonas.   

Cada folículo tiene una apariencia más o menos esférica, de 15-150 µm de diámetro, 

con una cavidad central, ocupada por una sustancia coloide que constituye el 

reservorio de la Tg. Cada folículo está rodeado por un epitelio cúbico simple, cuya 

célula se denomina tirocito (Mayayo y col., 2000). Cuando las células están en 

reposo tienen una apariencia plana, cuando están estimuladas aumentan en altura, 

tomando una apariencia columnar y disminuye el volumen ocupado por el coloide. 

La cara del tirocito en contacto con el coloide o cara apical está constituida por una 

membrana festoneada de microvellosidades. La cara opuesta o basal está orientada 

hacia el exterior del folículo y está delimitada por una membrana basal gruesa en 

contacto con los capilares sanguíneos fenestrados. Las caras celulares laterales 

están unidas por desmosomas a las caras laterales de otros tirocitos. 

Entre los folículos encontramos también otro tipo de células, las parafoliculares o 

células C, productoras de calcitonina (Figura 2). 

           

 

Figura 2. Histología de la glándula tiroides.  

Extraído de: https://www.slideshare.net/Carolingio91/glandula-tiroides-5461392 

http://slideplayer.es/slide/3385295/  

https://www.slideshare.net/Carolingio91/glandula-tiroides-5461392
http://slideplayer.es/slide/3385295/
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4.1.3 Embriología 

La tiroides es la primera glándula endocrina que aparece en el desarrollo 

embrionario de los mamíferos (Mansberger y Wei, 1993). El origen de esta glándula 

es endodérmico y se forma como un apéndice en la cuarta y quinta bolsas faríngeas. 

El desarrollo de la tiroides empieza por un engrosamiento medio en el suelo de la 

faringe primitiva que acaba siendo un divertículo que se expande caudalmente. Las 

células tiroideas están al final del divertículo o conducto tirogloso. Luego la glándula 

se torna bilobulada, va creciendo y descendiendo, el conducto tirogloso se adelgaza, 

elonga y degenera. Después de fracturarse el tirogloso, la tiroides alcanza su 

localización anatómica definitiva.  

Las células tiroideas se van diferenciando y comienzan a expresarse los genes que 

son esenciales para la síntesis de hormonas tiroideas: receptor de TSH (TSH-R), Tg, 

y tiroperoxidasa (TPO), simporter yodo/sodio (NIS).  

4.1.4 Fisiología de la glándula tiroides 

La tiroides secreta dos hormonas importantes, la tiroxina y la triyodotironina, 

conocidas como T4 y T3 respectivamente.  

Ambas hormonas inducen un notable aumento del metabolismo en el organismo. La 

ausencia completa de secreción tiroidea induce un descenso del metabolismo hasta 

el 40- 50% por debajo de lo normal, mientras que la secreción excesiva incrementa 

el metabolismo en un 60-100%. La secreción tiroidea está controlada 

fundamentalmente por la tirotropina (TSH) secretada por la adenohipófisis (Guyton y 

Hall, 2001).   

4.1.4.1 Síntesis y secreción de hormonas metabólicas tiroideas 

Alrededor del 93% de las hormonas con actividad metabólica secretadas por la 

tiroides corresponden a la tiroxina (T4), mientras que el 7% restante corresponde a 

la triyodotironina (T3). No obstante, casi toda la T4 se transforma en T3 en los 

tejidos, por acción de la enzima desyodasa, y en éstos desempeñan funciones 

similares, que difieren únicamente en la intensidad de la acción.  La T3 es 4 veces 

más potente que la T4, pero su vida media es más corta, por lo que se detecta en 

menor concentración en sangre (Guyton y Hall, 2001).   

4.1.4.2 Biosíntesis de las hormonas tiroideas 

En el proceso de biosíntesis de hormonas tiroideas, el yodo es un oligoelemento 

esencial. La principal fuente de yodo proviene de los alimentos y del agua, 

constituyendo éste el factor limitante para la síntesis hormonal en condiciones 

fisiológicas. Los requerimientos diarios de yodo en caninos oscilan entre 100-150 

µg/día (Belshaw, 1989; Edney, 1992). El yodo ingerido en la dieta alcanza la 

circulación en forma de yoduro (Iˉ) y se absorbe como tal en el tracto 

gastrointestinal.  
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La primera etapa de la formación de las hormonas tiroideas consiste en el transporte 

de los yoduros desde la sangre hacia las células foliculares. La membrana basal de 

estas células posee la capacidad de bombear activamente el yoduro al interior 

celular a través de un transportador Na/I Symporter (NIS), y de un segundo 

transportador en la membrana apical denominado pendrina (PDS).  Este proceso es 

denominado atrapamiento de yoduro. La hormona TSH estimula la actividad de la 

bomba de yoduro en las células tiroideas. 

Dentro del tirocito, el retículo endoplasmático rugoso y el aparato de Golgi secretan 

una gran molécula proteica denominada tiroglobulina, con un peso molecular de 660 

kDa. Cada molécula de tiroglobulina contiene unas 70 tirosinas que son los 

principales sustratos que se combinan con el yodo para formar las hormonas 

tiroideas.  

El primer paso crítico de la formación consiste en la conversión de iones yoduro en 

una forma oxidada de yodo (activa) que posteriormente es capaz de combinarse 

directamente con el aminoácido tirosina.  La oxidación del yodo está catalizada por 

la enzima peroxidasa y su peróxido de hidrógeno acompañante, que constituyen un 

sistema eficaz para oxidar los yoduros.  

La enzima peroxidasa se encuentra en la región apical del tirocito, así proporciona el 

yodo oxidado justo en el momento en que la tiroglobulina abandona el aparato de 

Golgi, atraviesa la membrana celular y se almacena en el coloide (Figura 3).  

 

Figura 3. Proceso de incorporación y oxidación de yoduro en la célula folicular 

tiroidea. Biosíntesis de hormonas tiroideas (Guyton-Hall, 2001). 

La unión del yodo con la molécula de tiroglobulina recibe el nombre de organificación 

de la tiroglobulina.  El yodo oxidado se une directamente, aunque con lentitud con el 

aminoácido tirosina. Para acelerar el proceso, el yodo oxidado se une a una enzima 

llamada yodasa, y se realiza en segundos o minutos. 
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Por consiguiente, a medida que la tiroglobulina se libera del aparto de Golgi o se 

secreta al folículo a través de la membrana apical de la célula, el yodo se une con la 

sexta parte de las tirosinas contenidas en la molécula de tiroglobulina. 

A continuación, la yodación de la tirosina ocurre en etapas sucesivas: la tirosina se 

yoda primero a monoyodotirosina (MIT) y luego a diyodotirosina (DIT).  

El principal producto hormonal es la molécula de tiroxina, que aún forma parte de la 

molécula de tiroglobulina. En otras ocasiones, aunque en la minoría de los casos, 

una molécula de MIT se une a un DIT formando triyodotirosina. 

4.1.4.3 Almacenamiento de la tiroglobulina 

La glándula tiroidea es una de las pocas glándulas endocrinas capaces de 

almacenar grandes cantidades de hormona. Una vez finalizada la síntesis, cada 

tiroglobulina contiene hasta 30 moléculas de tiroxina y algunas de triyodotirosina. De 

esta forma, los folículos almacenan en el coloide una cantidad necesaria para cubrir 

las necesidades del organismo. 

4.1.4.4 Liberación de tiroxina y triyodotironina de la glándula tiroidea 

Para que este proceso se lleve a cabo, en primer lugar, es necesario la liberación de 

la tiroxina y triyodotirosina de la molécula de Tiroglobulina, y así estas hormonas 

serán liberadas hacia la sangre en forma libre. 

Cabe recordar que estas moléculas se encuentran en el coloide, rodeadas de 

células foliculares. Estas últimas emiten proyecciones en su parte apical que rodean 

porciones del coloide, formando vesículas pinocíticas, que penetran en la célula 

tiroidea fundiéndose con los lisosomas. El resultado de esto, es la formación de 

vesículas digestivas. Las enzimas proteinasas presentes en estas vesículas digieren 

moléculas de tiroglobulina y liberan T3 y T4 en forma libre. Estas difunden a través 

de la base del tirocito hacia los capilares circundantes, llegando al torrente 

sanguíneo. 

Las tirosinas yodadas también se liberan de las moléculas de tiroglobulina en este 

proceso. Una enzima desyodasa actúa escindiendo el iodo, el cual es reciclado por 

las células foliculares para formar nuevas hormonas tiroideas.   

4.1.4.5 Funciones fisiológicas de las hormonas tiroideas 

Las hormonas tiroideas aumentan la transcripción de un gran número de genes, y 

como consecuencia se sintetizan en las células blanco diversas enzimas, proteínas 

estructurales, proteínas transportadoras y otras sustancias. Esto se debe a que sus 

receptores son nucleares, se encuentran unidos a las hebras de ADN o están cerca 

de éstas. Al producirse la unión hormona - receptor, se activa la formación de ARN 

mensajero, el cual es transportado hacia los ribosomas para iniciar la traducción.  
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Cabe aclarar que si bien la mayoría de la hormona tiroidea secretada por la glándula 

corresponde a la tiroxina, los receptores intracelulares tienen más afinidad con la 

triyodotirosina, por lo que la mayoría de la tiroxina dentro de las células blanco 

pierden un yoduro (Guyton y Hall, 2001).  

Otra de las funciones de las hormonas tiroideas es elevar la actividad metabólica 

celular, actuando en casi todos los tejidos del organismo. Esto ocurre como 

consecuencia del aumento del número y de la actividad de las mitocondrias, con el 

consiguiente aumento de la formación de ATP en la respiración celular.  

En este mismo sentido, aumentan el transporte de iones a través de la membrana 

celular, sobre todo de ion K y Na actuando sobre la bomba Na- K ATPasa, enzima 

que mediante el transporte activo requiere energía, produce calor y acelera el 

metabolismo.  

Las hormonas tiroideas también tienen su acción frente al crecimiento; estimulan el 

metabolismo de los glúcidos aumentando la captación de glucosa por parte de las 

células, de los lípidos aumentando la remoción de los depósitos de TAG, 

incrementando los AG libres, aumentando así la oxidación en las células para formar 

ATP. A su vez, disminuye la concentración de colesterol, ya que aumenta su 

excreción biliar, de fosfolípidos y TAG plasmáticos.  

Aumenta la necesidad de vitaminas, sobre todo las que actúan como coenzimas de 

proteínas secretadas en mayor cantidad, aumenta el metabolismo basal y reduce el 

peso corporal. 

Como consecuencia del aumento de energía, el incremento de las hormonas 

tiroideas ejerce su acción frente a diversos sistemas del organismo. En el sistema 

cardiovascular aumenta el gasto cardíaco, la frecuencia cardíaca y la fuerza de 

contracción. También aumenta la frecuencia respiratoria porque aumenta la 

demanda de oxígeno; aumenta la motilidad digestiva y aumenta además la 

secreción de otras glándulas endocrinas. 

En esencia, ningún tejido u órgano escapa a los efectos del exceso o insuficiencia 

de hormona tiroidea (Coates, 1997).   

4.1.4.6 Regulación de la secreción de hormona tiroidea  

La función tiroidea está finamente regulada por la hormona estimulante de la tiroides 

(TSH), secretada por la hipófisis, que se encuentra a su vez bajo control 

hipotalámico (eje Hipotálamo-Hipófisis-Tiroides) (Figura 4). 

La TRH es una amida tripeptídica: piroglutamil-histidil-prolina-amida. Actúa 

directamente sobre las células tirotropas de la adenohipófisis incrementando a 

través de un sistema de segundos mensajeros la secreción de TSH. Esta hormona 

es sintetizada en el hipotálamo, en las neuronas de los núcleos supraóptico y 

paraventricular, y es transportada hacia la adenohipófisis por el sistema porta 
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hipotálamo–hipofisario, donde interactúa con su receptor de membrana. La 

producción y liberación hipotalámica de TRH está controlada por rutas neurales 

desde centros cerebrales superiores (Chastain, 1990). La TRH tiene dos acciones 

principales sobre las células tirotropas, produce la liberación al torrente sanguíneo 

de la TSH ya sintetizada y almacenada en los gránulos de secreción y a su vez 

activa la síntesis de TSH. 

La TSH o tirotropina, segregada por la hipófisis en las células tirotropas 

adenohipofisarias, es una glicoproteína con un peso molecular de 28.000 D, 

compuesta de dos cadenas, α y β que deben estar unidas para que la molécula 

tenga actividad biológica. La cadena α es idéntica a la de otras trofinas hipofisarias 

(LH y FSH), en tanto que la cadena β es la que le confiere la especificidad funcional, 

ya que es quien reconoce el receptor de membrana en el tirocito. Una vez 

sintetizada, la TSH es almacenada en los gránulos secretorios y liberada a la 

circulación por acción de la TRH. La vida media sérica de la TSH es relativamente 

corta, aproximadamente 10 a 15 minutos.  

La interacción entre la TSH y su receptor localizado en la membrana basal del 

tirocito eleva la proteólisis de tiroglobulina que está almacenada en los folículos, 

incrementa la actividad de la bomba de yoduro, intensifica la yodación de la tirosina, 

aumenta el tamaño y la actividad secretora de las células tiroideas, y eleva el 

número de células tiroideas. Es decir, dicha interacción aumenta la síntesis de 

hormonas tiroideas (T4 y T3) en los folículos, puesto que participa en todos los 

pasos biosintéticos además de estimular la liberación de T4 y T3 hacia la circulación 

sistémica.  

El efecto precoz más importante del incremento de la TSH consiste en comenzar la 

proteólisis de tiroglobulina y la consiguiente liberación hacia el torrente sanguíneo de 

T3 y T4 libres.  

El AMPc actúa como mediador del efecto estimulador de la TSH. La acción de la 

TSH en las células tiroideas se explica a través del mecanismo de acción hormonal 

mediante segundo mensajero. Este consiste primero en la unión de la TSH con la 

adenilciclasa de la membrana en el dominio citosólico y esto a su vez incrementa la 

formación de AMPc en la célula. Por último, el AMPc actúa como segundo 

mensajero en la célula, incrementando la secreción de hormonas tiroideas.  

Además, la TSH vía AMPc promueve el crecimiento del tirocito directamente a través 

de la unión a su receptor e indirectamente estimulando la secreción de factores de 

crecimiento o de receptores de factores de crecimiento (Guyton y Hall, 2001).   

A pesar del papel central del AMPc existe cooperación con otras vías de 

señalización, necesarias para que los tirocitos desarrollen una actividad mitógena 

completa en respuesta a TSH (Kimura, 2001; Medina, 2000).   

Esta vía de señalización es activada en células tiroideas por varios factores de 

crecimiento tales como la insulina/IGF-1, el factor de crecimiento de los hepatocitos 

(HGF) o el factor de crecimiento epidérmico (EGF) (Kimura, 2001). El más 
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importante en el metabolismo tiroideo es el IGF- 1, ya que permite el efecto 

mitógeno de la TSH y estimula por sí mismo la síntesis de proteínas y el crecimiento 

celular (Deleu y col., 1999). 

Una vez en sangre, las hormonas tiroideas se combinan en más de un 99% con 

proteínas plasmáticas sintetizadas por el hígado, como la globulina ligadora de 

hormona tiroidea, albúmina y prealbúmina ligadora tiroidea con gran afinidad, 

haciendo que la liberación hacia los tejidos sea lenta. Sólo una pequeña cantidad de 

la hormona permanece libre; esta fracción es la biológicamente 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 

desyodinación extratiroidea de la T4, en los tejidos periféricos (hígado, músculo, 

riñones) por la acción de la enzima desyodasa tipo I.  

4.1.4.7 Eje hipotálamo-hipófisis-tiroides 

Con el fin de mantener una actividad metabólica normal es preciso que en todo 

momento se secrete una cantidad adecuada de hormona tiroidea. Para lograrlo, 

existen mecanismos específicos de retroalimentación que actúan a través del 

hipotálamo y de la adenohipófisis y controlan la secreción tiroidea (Figura 4). 

 

Figura 4. Regulación endócrina del eje hipotálamo-hipófisis-tiroideo. 
Extraído de: http://www.e-sanitas.edu.co/Diplomados/endocrino/modulo_5/fisiologia1.html 

Los niveles circulantes de T4 y T3 regulan la secreción tanto de TRH como de TSH 

a través de una retroalimentación negativa. La molécula efectora de dicha 

retroalimentación negativa es fundamentalmente la T3. A nivel de la pituitaria, la T3 

inhibe la liberación de TSH inducida por TRH y la expresión de los genes de TSH  y 

 (Dieguéz y Aguilar, 1997). A nivel hipotalámico existen receptores para T3 y esta 
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hormona inhibe la expresión del gen de TRH así como su síntesis. La T3 reduce aún 

más la liberación de TSH al disminuir el número de receptores de TRH.  

La T4 puede también puede sufrir desactivación a través de otra enzima, desyodasa 

tipo III, presente en cerebro, placenta y vasos sanguíneos que la convierte en T3 

reversa (T3r), inactiva biológicamente. La proporción de conversión de T4 a T3 o T3r 

depende del estado metabólico del organismo (Larsen y Berry, 1994).  

La autorregulación tiroidea es un mecanismo intrínseco de regulación mediante el 

cual la tiroides puede modular la cantidad de Yodo que capta y la cantidad de 

hormona tiroidea que sintetiza, con independencia de la TSH. En respuesta a un 

aumento brusco de la administración de Yodo, reduce su transporte activo y, por 

ende, las concentraciones de yodo intratiroideo por debajo de los niveles inhibitorios, 

alcanzándose así una nueva situación de equilibrio. Disminuye a su vez la formación 

de AMPc en respuesta a TSH, la síntesis de tiroglobulina, la yodación y la liberación 

de hormonas tiroideas (efecto Wolf – Chaikoff) (Eng y col.,1999).  

4.2 CÁNCER EN CANINOS 

Los tumores son proliferaciones anormales de los tejidos que se inician de manera 
aparentemente espontánea, de crecimiento progresivo, sin un límite definido, 
carentes de finalidad y regulados por leyes propias más o menos independientes del 
organismo. (Withrow y Vail, 2007). Las neoplasias pueden desarrollarse a partir de 
cualquier sitio anatómico y tejido del cuerpo y pueden comprometer cualquier tipo de 
célula (Schereiderman y Levin, 1980).  

Vogelstein y Kinzler (2004), definen al cáncer como una enfermedad de origen 
genético. Si bien el proceso de oncogénesis es complejo y difícil de entender, se ha 
demostrado que se produce por la activación de oncogenes, la inactivación de genes 
supresores de tumores y alteraciones en la expresión génica. Todos los genotipos 
tumorales comparten disfunciones de la fisiología celular que conducen a la 
malignidad: autosuficiencia en generar sus propios factores de crecimiento, 
insensibilidad a los factores inhibitorios de crecimiento, resistencia a la apoptosis, 
capacidad replicativa ilimitada e inmortalización, angiogénesis continua, e invasión 
de tejidos y metástasis (Hanahan y Weinberg, 2000) (Figura 5).   

 
Figura 5. Las características-Hallmark-del cáncer. 
Extraído de: http://eatthisroot.blogspot.com.uy/2015/05/67-seis-sellos-del-cancer.html 
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Con respecto a la epidemiología, se sabe que el cáncer es una de las causas de 
muerte más comunes en perros geriátricos y la casuística sigue aumentando. 
Bronson (1982), plantea que un 45% de los perros que vivieron 10 años o más 
murieron de cáncer. 
El género es otro factor a tener en cuenta: el riesgo tumoral en hembras y machos 
parecería ser similar exceptuando algunos tipos de cáncer como el de mama más 
prevalente en hembras y el tumor de glándulas perineales más frecuente en 
machos. Por otro lado, la participación de factores genéticos como la raza podría 
determinar la aparición de cáncer. Existen razas más susceptibles a desarrollar 
tumores como la Boxer; así como hay otras que son poco afectadas por éstos como 
la raza Beagle (Withrow y Vail, 2007). Se deben considerar además otros factores de 
riesgo que predispondrían a la aparición de tumores, tales como la falta de 
pigmentación de la piel y mucosas, tamaño y peso corporal (Flores, 1986) y factores 
de tipo extrínseco medioambientales por ser pesticidas, humo de tabaco, luz solar, 
ciclofosfamida, radiaciones.  

4.3 CARCINOMA TIROIDEO 

En caninos, el carcinoma de tiroides es la patología que afecta con mayor frecuencia 
a la glándula tiroides después del hipotiroidismo (Castillo, 2006). Generalmente se 
presenta como una masa voluminosa, indolora, afuncional y unilateral, ya que en el 
perro los lóbulos tiroideos no están unidos anatómicamente como sucede en los 
seres humanos. Cuando la implicancia es bilateral, el tumor suele ser más invasivo y 
de peor pronóstico (Mooney y Boyd, 2007). 

Estos tumores suelen ser localmente invasivos (tráquea, músculos cervicales, 
esófago, laringe y vasos sanguíneos) y si bien la mayoría de las veces se originan 
en la tiroides (región cervical), pueden residir en cualquier parte, desde la base de la 
lengua hasta la base cardíaca. Los signos clínicos presentes en perros con tumores 
de tiroides benignos o malignos son similares y están relacionados en su mayoría a 
la compresión de la masa tumoral sobre los órganos que rodean la tiroides 
provocando disfagia, disnea, tos, disfonía, pérdida de peso y anorexia (Birchard y 
col., 1981., Harari y col., 1986).  

Las masas neoplásicas que se encuentran en la tiroides derivan de las células 
foliculares tiroideas, de vestigios del conducto tirogloso ó de las células 
parafoliculares (células C) (Capen, 2002). 

Desde el punto de vista endocrino, en la mayoría de los casos los perros se 
mantienen eutiroideos hasta que se destruye más del 75% del parénquima tiroideo 
(Mooney y Boyd, 2007). En este mismo sentido, Pessina y col. (2012) estudiaron la 
expresión de transcriptos por Rt-PCR en tejido tiroideo canino (sano vs carcinoma), 
demostrando que la expresión de TTF-1 y IGF-1 fue mayor en el grupo contralateral 
sano con respecto a la glándula carcinomatosa, lo que sugiere un mecanismo 
compensatorio para mantener la condición de eutiroideos en los perros con cáncer. 
Un porcentaje menor de pacientes con carcinoma tiroideo pueden cursar con 
hipotiroidismo (16 a 30%) y un 10% son hipertiroideos (Castillo y col., 2006; Barber, 
2007).  
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Es frecuente que el único motivo de consulta sea la presencia de una masa en el 
área anatómica de la tiroides detectada 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). 

4.3.1 Etiología 

En caninos, en los tumores tiroideos, como en muchas otras condiciones 
neoplásicas se desconoce la etiología exacta (Bailey y Page, 2009). Si bien el 
cáncer es una enfermedad de base genética como se mencionó, numerosos 
estudios sugieren una asociación entre neoplasia tiroidea y 1) deficiencia o exceso 
de yodo, 2) radiación ionizante, 3) hipersecreción crónica de TSH (Feldman y 
Nelson, 2007).  

En perros se desconoce si la concentración de yodo en la dieta afecta el desarrollo 
del cáncer de tiroides; sin embargo, se ha visto que desde que se generalizó el 
consumo de alimento balanceado las patologías tiroideas han ido en aumento 
(Castillo, comunicación personal). En cachorros se vio que el exceso de yodo 
proveniente del alimento balanceado comercial afectaba la función y morfología 
tiroidea (Castillo y col., 2001; Castillo y col., 2003). En humanos, hay estudios que 
sugieren que el contenido de yodo en la dieta puede influir en la aparición del cáncer 
de tiroides. Las ingestas muy altas o muy bajas incrementan el riesgo de este tipo de 
cáncer, asociándose la deficiencia de yodo a la variante folicular y los niveles 
excesivos a la variedad papilar (Ferris y Berbel, 2001). La información experimental y 
experiencia clínica en perros no ha rechazado ni afirmado estas tendencias 
(Feldman y Nelson, 2007). 

Los perros han sido utilizados como modelo para investigar la dosis y el tiempo de 

exposición a la radiaciones capaces de desarrollar neoplasias de tiroides y otros 

cánceres en humanos (Benjamin, 1997), y Verschueren (1992) demostrándose que 

la irradiación puede ser causa de neoplasia tiroidea en el perro.  

Devilee y col., (1994) identificaron una mutación del p53 (gen supresor, que detiene 
el ciclo celular en la fase G1, lo que permite la reparación del ADN dañado o la 
inducción de la apoptosis si el daño es irreparable), en uno de 23 casos de 
carcinoma de tiroides en caninos. 

4.3.2 Antecedentes y Epidemiología 

Los tumores de tiroides representan sólo 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 endocrinología, ya que es la 
neoplasia maligna más común del sistema endocrino (Barber, 2007).  
Si bien el cáncer en general ha disminuido en el mundo, la incidencia de este tumor 
ha ido en aumento. Datos estadísticos indican que su incidencia ha aumentado en 
particular en las últimas dos décadas, tanto en humanos como en caninos, con 
reportes que evidencian que se ha duplicado (Castillo, 2006; Harris y Bible, 2011) o 
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inclusive quintuplicado en algunos países del mundo (Instituto Nacional de Cáncer, 
2004). 
Los tumores de tiroides en el perro se presentan en pacientes de mediana a 

avanzada edad (9 a 10 años) (Brodey, 1968; Leav, 1976; Patnaik y Lieberman, 

1991; Turrel y col., 2006). No se ha encontrado una predilección 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 cáncer de tiroides que el 

hombre (Henderson y col., 1982; Bukhari y col., 2010). Algunos estudios consideran 

que ciertas razas caninas (Bóxer, Beagle, y el Golden Retriever) tienen mayor riesgo 

de desarrollar cáncer de tiroides (Barber, 2007).  

En el Uruguay, son escasos los estudios sobre carcinoma tiroideo canino que 

aborden aspectos epidemiológicos. Elgue y col. (2012), estudiaron la casuística y 

frecuencia de los diferentes tipos de cáncer en los pacientes atendidos en el período 

2005-2010 reportando que el 11-15% del total de los perros atendidos presentaron 

cáncer y solo un porcentaje menor correspondió al carcinoma tiroideo por lo que se 

agrupo en “otros canceres”. Además, se demostró que el sexo y la edad son factores 

asociados a la presencia del cáncer, siendo las hembras y los perros gerontes 

seguidos de los de mediana edad los más afectados. A su vez, las razas Rottweiller 

y Bóxer tendieron a presentar mayor proporción de cáncer que las demás razas. El 

otro trabajo evaluó específicamente la casuística del carcinoma tiroideo en el 

período 2005-2014 y concluyó que estos tumores fueron en su mayoría carcinomas 

de tipo folicular, lo que coincide con la bibliografía internacional. Asimismo, no se 

encontró predisposición de sexo para este tipo de cancer, y una de las razas más 

afectadas fue el Golden Retriever con una edad promedio de 9 años. (Tesis de 

grado, Daniela Rodriguez Víctora, 2015).  

4.3.3 Tipos Histopatológicos 

Más del 90% de los tumores tiroideos detectables en caninos son carcinomas y un 
porcentaje significativo de estos son grandes, invasores, palpables y clínicamente 
inquietantes (Lurye y Behrend, 2001). Los tumores tiroideos pueden clasificarse de 
diferentes maneras, pero utilizando una clasificación sencilla podemos mencionar 3 
formas de cáncer según el grado de diferenciación: bien diferenciados, pobremente 
diferenciados e indiferenciados o anaplásicos (DeLellis, 2004; Kiupel y col., 2008). 
En caninos, la mayoría de los tumores están bien o moderadamente diferenciados, 
se originan en el epitelio folicular y por lo general son subclasificados como folicular, 
folicular-compacto, compacto (sólido) y papilar acorde al patrón histológico (Brodey y 
Kelly, 1968; Leav y col., 1976; Harari y col., 1986; Mitchell y Tjian, 1989; Klein y col., 
1995) (Figura 6). 

Los carcinomas diferenciados se caracterizan por conservar las funciones propias de 
la glándula, como la captación de yodo, la biosíntesis hormonal, la de Tg, TPO y 
NIS. El pronóstico de estos tumores no es tan severo como el indiferenciado, que es 
muy agresivo, no concentra el yodo y produce tempranamente metástasis (Pisarev y 
Juvenal, 2010). El carcinoma papilar, si bien es el cáncer de tiroides más común en 
los seres humanos (70 a 90% de los casos), se presenta en forma esporádica en 
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perros (Leav y col., 1976; Worth y col., 2005). Los carcinomas de origen medular, 
que asientan en las células parafoliculares, estarían menos representados, sin 
embargo, algunos autores consideran que estarían subdiagnosticados, ya que es 
difícil diferenciarlos histológicamente del tipo compacto (Carver y col., 1995; Campos 
y col., 2014). 

Además de los mencionados pueden presentarse otros tumores tiroideos de baja 
incidencia en caninos como los que derivan de vestigios de conducto tirogloso y los 
de origen no epitelial (linfoma, sarcoma, etc.) (Capen, 2002). 

 
 Folicular                    Folicular-compacto    Compacto                  Papilar  

Figura 6. Aspecto microscópico del carcinoma folicular y papilar. Tomado de Aspectos 

Histológicos del cáncer diferenciado de Tiroides, Cano Valdez, 2009. 

4.3.4 Diagnóstico  del carcinoma tiroideo 

Generalmente es el dueño 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 
diagnóstico es en promedio 1 a 2 meses pudiendo llegar a 1 a 2 años. Estas masas 
tienden a ser firmes y no dolorosas, pueden estar bien circunscriptas, ser móviles o 
fijas.  

La estadificación rutinaria en caninos con carcinoma de tiroides consta de una 
evaluación de la salud general que incluya análisis de laboratorio (hematología, 
bioquímica y urianálisis), radiografía de tórax y evaluación citológica e 
histopatológica de los nódulos linfáticos regionales, la ecografía cervical también 
debe usarse para confirmar que la masa sea de origen tiroideo y para evaluar 
invasividad y vascularización de la misma.  

El descubrimiento incidental de una masa cervical en el examen físico de rutina es 
poco común, quizá esto se deba a que la palpación cuidadosa de la glándula no 
forma parte del examen físico de rutina para muchos veterinarios clínicos (Barber, 
2007).  

4.3.4.1 Signos clínicos  

La mayoría de los perros se presenta a la consulta por una masa palpable en la 
región ventral del cuello. Los signos clínicos están a menudo relacionados con la 
compresión o invasión de estructuras vecinas y son generalmente el motivo de 
consulta, incluyendo tos, disfagia, disfonía y disnea como consecuencia de 
compresión traqueal o parálisis laríngea (Brodey y Kelly, 1968; Birchard y Roesel, 
1981;  Harari y col., 1986; Carver y col., 1995). 
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4.3.4.2 Evaluación de la masa cervical (TNM = Tumor, Nódulos linfáticos, 

Metástasis)  

Los oncólogos veterinarios utilizan un sistema de estadificación clínica de los 
tumores, inicialmente desarrollado por la Organización Mundial de la Salud. (Tabla 
1). 

Tabla 1. Estadificación Clínica de los Tumores (tomada de Withrow, 2009).  

 

 4.3.4.3 Estatus Hormonal tiroideo 

La mayoría de los perros con carcinoma de tiroides no muestran signos de función 
tiroidea alterada, manifestándose como eutiroideos (70%), al evaluar la función de la 
glándula tiroides mediante la medición de las hormonas T4 total/libre y TSH. Un 
porcentaje menor de pacientes puede cursar con hipotiroidismo (16-30%).La 
hipofunción del lóbulo sano se debe a la liberación por parte del tumor de citoquinas 
y óxido nítrico que tienen un efecto inhibidor de la función tiroidea (Dumont y col., 
1991; Cocks y col., 2000; Kimura y col., 2001). Además, conforme la célula tiroidea 
se va indiferenciando más, va perdiendo sus características funcionales, siendo la 
última en perderse la captación de yodo. 

Por otro lado, Leav y col. (1976), reportaron en perros con tumores tiroideos un 22% 
de animales clínicamente hipertiroideos. Esto podría deberse a la activación 
persistente de la adenilato ciclasa, estando la vía sintética de hormonas exacerbada, 
pudiendo ser la causa de esto una mutación en el TSH-R o menos frecuentemente 
en el gen de la proteína Gs α como ha sido reportado en humanos (Palos –Paz y col. 
2008).   
Por tanto la medición de las hormonas tiroideas no es de gran ayuda para un 
diagnóstico certero de carcinoma, sí lo es para evaluar el estatus hormonal del 
paciente y proceder al respecto. 
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4.3.4.4 Ultrasonografía cervical  / Tomografía computarizada  / Resonancia 
magnética 

La ultrasonografía es un procedimiento simple, no invasivo, accesible y no más 
costoso que las radiografías o patología clínica. El uso rutinario de esta herramienta 
modificará la frecuencia del diagnóstico de este tipo de lesiones en el perro. La 
tomografía computarizada (CT) y particularmente de la resonancia magnética (MRI) 
aporta mayor información en cuanto al grado de invasión de la masa tiroidea sobre 
estructuras vecinas. La escintigrafía con pertecnetato de tecnecio-99m (Tc99m) o 
menos frecuentemente yodo radioactivo (I131), si se dispone de ella podría ser de 
utilidad para evaluar la funcionalidad de la glándula, identificar enfermedad local 
residual después de la cirugía, tumores ectópicos o metástasis. 

4.3.4.5 Biopsia y citología 

A diferencia de lo que ocurre en humanos (Schlumberger, 1998; Fraker y King, 
2001), la precisión de la citología en caninos con masas tiroideas no es buena, sólo 
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, la hemodilución 
es un problema común en estas citologías (Kent y col., 2002). 

4.3.5 Tratamiento del carcinoma tiroideo 

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). La escisión quirúrgica produce el 
mejor resultado con la menor morbilidad cuando el tumor se mueve libremente sin 
invasión de tejidos profundos (Carver y col., 1995; Panciera y col., 2004); pero 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). En perros sin tratar, el tiempo de sobrevida 
medio es de sólo 3 meses (Worth y col., 2005), pero la cirugía en tumores movibles 
no metastáticos aumenta el tiempo de sobrevida significativamente (Klein y col., 
1995). La recurrencia post-cirugía va a depender además del tipo de tumor, siendo 
de peor pronóstico los carcinomas anaplásicos, los compactos o foliculares-
compactos (Klein y col., 1995; Radinsky, 2007).  
Las neoplasias tiroideas no quirúrgicas se pueden manejar con radioterapia, siendo 
la de tipo externa la utilizada con mayor frecuencia. Si bien hay reportes que 
sostienen que los tumores tiroideos caninos son relativamente resistentes a la 
irradiación, algunos estudios han demostrado que la radiación externa ayuda en el 
control local del tumor en aquellos casos en que la resección quirúrgica no es total 
(Brearley y col., 1999; Theon y col., 2000; Pack y col., 2001; Barber, 2007). La 
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terapia con I131 postcirugía, tanto en humanos como en caninos, se recomienda para 
destruir carcinoma microscópico local oculto o metastásico 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, 
(Adams y col., 1995; Schlumberger, 1998; Fraker y col., 2001; Panciera y col., 2004; 
Worth y col., 2005; 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 es el alto costo y la necesidad de una 
infraestructura apropiada así como también las regulaciones legales de cada país.  

Respecto al uso de tirotropina recombinante humana (rhTSH), en humanos se vio 
que mejora la absorción de yodo radioactivo en pacientes con cáncer de tiroides 
diferenciado (Pisarev y Juvenal, 2010). En perros, si bien la experiencia es limitada, 
Campos y col. (2012) no encontraron un claro beneficio con el protocolo que ellos 
utilizaron. Estos autores mencionan que esto podría deberse no solo 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 en el perro. 

El rol de la quimioterapia en el manejo de tumores tiroideos en caninos no está del 
todo aclarado. Los estudios publicados son pocos y con un bajo número de 
animales. La quimioterapia se puede considerar en pacientes con carcinomas no 
quirúrgicos y/o con metástasis macroscópicas. La doxorrubicina ha sido la droga 
más utilizada, pero su eficacia se aplica a carcinoma tiroideo diferenciado. Hay 
trabajos que mencionan que el 30-50% de los perros tratados mostraron una 
respuesta parcial (reducción del volumen mayor al 50%) (Jeglum y Wereat, 1983; 
Ogilvie y col.,1989). Resultados similares se reportaron con el uso de 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 quimioterápicos 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 medular, no 
siendo tan específicos para el carcinoma tiroideo folicular (Zatelli y col., 2005; 
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Campos y col., 2014). En caninos el uso de AINES en el tratamiento de carcinoma 
tiroideo necesita una mayor investigación. 

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 o nulos 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, no encontrando un beneficio en la sobrevida de los pacientes (Campos 
y col., 2014).  

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 ácido 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 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). Castillo y col. (2016) evaluaron la 
recurrencia tumoral y la sobrevida de caninos con carcinoma tiroideos con distinto 
patrón histopatológico sometidos a diferentes tratamientos: cirugía (control), cirugía + 
isotretinoína 9-cis (AR9-cis) y cirugía + doxorrubicina. En este estudio se demostró 
que el tratamiento con AR9-cis post-cirugía aumenta de forma significativa el tiempo 
de recurrencia y sobrevida al compararlo con los otros dos tratamientos.  Además se 
vió que el tipo histológico de tumor modificó la respuesta al tratamiento, 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 control). 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 
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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 que el 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 proteica en diferentes tipos celulares (tirocitos, fibroblastos y células 
endoteliales) y en diferentes tipos de carcinoma (folicular, folicular-compacto y 
compacto). 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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5.OBJETIVOS 

5.1 General                                                               

Contribuir al conocimiento de las bases moleculares y terapéutica del cáncer de 
tiroides en caninos. 

5.2 Específico 

Localizar y semicuantificar la expresión de VEGF, FGF-2, IGF-1 y su receptor así 
como los receptores de ácido retinoico (RARα/RXR), en tejido tiroideo sano y 
carcinomatoso con diferentes patrones histológicos (folicular-compacto y compacto) 
y distintos tipos celulares (foliculares, fibroblastos y células endoteliales).
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6.HIPÓTESIS 

La hipótesis de este trabajo es que existen alteraciones en la expresión de proteinas 
vinculadas a la carcinogénesis tiroidea que son dependientes del tipo celular así 
como también del tipo de tumor presente (grado de diferenciación). 

Existen marcadores con valor predictivo respecto al pronóstico del paciente. 

Las tiroides caninas sanas y carcinomatosas expresan receptores de ácido retinoico. 
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7.MATERIALES Y MÉTODOS 

7.1 Diseño experimental 

Todos los procedimientos del ensayo 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 participación de sus perros en este estudio. 

7.2 Muestras de tejido 

Las muestras de tejido fueron colectadas en la unidad de Endocrinología de la 
Facultad de Medicina Veterinaria, de la Universidad de Buenos Aires, Argentina y del 
Hospital Veterinario de Facultad de Veterinaria, Montevideo, Uruguay. 

Se utilizaron dos grupos de muestras: tejido tiroideo normal obtenido a partir de 
pacientes eutanasiados por razones ajenas a patologías tiroideas como ser 
politraumatismos severos o agresividad (grupo sano, n=8); y carcinomas tiroideos de 
origen folicular que fueron obtenidos post-cirugía (grupo carcinoma, n=16). Los 
carcinomas se dividieron en dos subgrupos acorde al patrón histopatológico 
predominante: carcinomas foliculares-compactos (n = 8) y carcinomas compactos (n 
= 8). Las muestras fueron fijadas con formaldehído al 4% en PBS (fosfato buffer 
salino) y embebidas en parafina para su posterior utilización en la técnica de 
inmunohistoquímica. Se realizó tinción con hematoxilina/eosina para el estudio 
histopatológico y los tumores se clasificaron según los criterios descritos por 
Mesissner y Warren (1969). Los tumores fueron evaluados por un único 
antomopatólogo acorde a los criterios establecidos por la World Health Organization 
(WHO). Además, para una correcta clasificación se determinó tiroglobulina y 
calcitonina por inmunohistoquímica acorde a lo reportado por Patnaik y Lieberman 
(1991). Se incluyeron en esta tesis todos los carcinomas de origen folicular es decir, 
positivos para tiroglobulina y negativos para calcitonina. 
 

7.3 Inmunohistoquímica 

La inmunorreactividad para VEGF, FGF-2, IGF-1, IGF-1R, RARα, RXR, tiroglobulina 
y calcitonina se visualizó en secciones transversales de 5-µm tanto en el tejido 
tiroideo sano como en los carcinomas usando la técnica inmunohistoquímica 
avidina-biotinaperoxidasa. Las secciones de tejido embebidas en parafina fueron 
desparafinadas y rehidratadas, y se realizó la recuperación antigénica. Las 
secciones fueron pretratadas en un horno de microondas a 900 W en tampón de 
citrato de sodio 0,01 M (pH 6,0) durante 9 minutos, y después se dejó enfriar durante 
20 min. Después de lavar en tampón (PBS 0,01 M, pH 7,4), la actividad de 
peroxidasa endógena no específica se bloqueó por exposición a peróxido de 
hidrógeno al 3% en metanol durante 10 min a temperatura ambiente. Después de 
otro lavado en tampón (10 min), las secciones se bloquearon en suero normal de 
caballo o cabra diluido en PBS (Vectastain, Vector Laboratories, Burlingame, CA) 
durante 30 minutos a temperatura ambiente en una cámara humidificada. 
Las secciones de tejido se incubaron con los anticuerpos primarios durante una hora 
en una cámara de humedad a temperatura ambiente.  Después de la unión del 
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anticuerpo primario, las secciones se incubaron con un anticuerpo secundario 
biotinilado (IgG de caballo anti-ratón o de cabra anti-conejo), diluido 1:200 en caballo 
normal (tiroglobulina e IGF-1) o suero de cabra (los anticuerpos restantes). Se utilizó 
un kit Vectastain ABC (Vector Laboratories) para la detección de todas las proteínas. 
El sitio de la enzima unida se visualizó mediante la aplicación de 3, 3'-
diaminobencidina (DAB) en H2O2, un cromógeno que produce un precipitado 
marrón insoluble cuando se incuba con la enzima, usando un kit DAB (Vector 
Laboratories). Los controles negativos para cada proteína se obtuvieron mediante la 
sustitución del anticuerpo primario con una IgG no inmune homóloga a 
concentraciones equivalentes, diluido 1:100 en PBS. (Santa Cruz). Se adjunta tabla 
con los anticuerpos utilizados para cada proteína. 
 
Tabla 2. Información de Anticuerpos primarios utilizados para la localización de los 

antígenos. 

Antígeno Proveedor Ac. Primario Ac. Secundario Dilución 

TG Santa Cruz 

Biotecnology 

Monoclonal 

Mouse 

Horse anti- 

mouse IgG 

1:75 

VEGF Santa Cruz 

Biotecnology 

Policlonal 

Rabbit 

Goat anti-rabbit 

IgG 

1:200 

FGF-2 Santa Cruz 

Biotecnology 

Policlonal 

Rabbit 

Goat anti-rabbit 

IgG 

1:200 

IGF-1 Santa Cruz 

Biotecnology 

Policlonal Goat Horse anti-Goat 

IgG 

1:50 

IGF-1R Abcam Policlonal 

Rabbit 

Goat anti-rabbit 

IgG 

1:50 

RAR α Santa Cruz 

Biotecnology 

Policlonal 

Rabbit 

Goat anti-rabbit 

IgG 

1:100 

RXR  Santa Cruz 

Biotecnology 

Policlonal 

Rabbit 

Goat anti-rabbit 

IgG 

1:100 

Calcitonina Dako Policlonal 

Rabbit 

Goat anti-rabbit 

IgG 

1:1000 

 

7.4 Análisis de imagen 

La densidad celular, los vasos sanguíneos y la inmunotinción de proteínas 
inmunorreactivas en los diferentes tipos celulares se estimaron en quince fotografías 
a lo largo del slide a 40X tomado de cada corte histológico. La evaluación fue 
realizada por dos observadores independientes cegados al grupo. Se evaluaron tres 
tipos de células: foliculares, 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 (Pessina y col., 2014), 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). 
El promedio de las variables mencionadas en las 15 imágenes capturadas de cada 
sección histológica se utilizó para el análisis estadístico. 
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7.5 Análisis estadístico 

Para el análisis de los datos obtenidos se utilizó el paquete estadístico SAS (Sistema 
de Análisis, SAS Institute, Cary, NC,EE.UU). Se realizaron análisis univariados en 
todas las variables para identificar los valores atípicos y verificar la normalidad de los 
residuales.  
La intensidad de tinción promedio se analizó con un modelo estadístico que incluyó 
el efecto de la condición de los animales (sanos, carcinoma folicular-compacto y 
carcinoma compacto), tipo celular (foliculares, fibroblastos y células endoteliales) y 
sus interacciones. 
Los datos se presentaron como promedios ± SEM. El nivel de significación es de P < 
0,05. 
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8.RESULTADOS 

8.1 Número de vasos sanguíneos y densidad celular 

La densidad celular de los carcinomas 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 (células por campo: 288 ± 24, 221 ± 24 y 142 ± 24, 
respectivamente, P< 0,03).  

Se observó un significativo efecto de grupo en cuanto al número de vasos 
sanguíneos (P= 0,007), los carcinomas foliculares-compactos presentaron y los 
compactos tendieron a presentar un mayor número de vasos que las glándulas 
tiroideas sanas (P= 0,01 y P< 0,1, respectivamente). 

8.2 Localización de proteínas 

VEGF, FGF-2, IGF-1, IGF-1R, RARα, RXR presentaron tinción citoplasmática en las 
células foliculares, endoteliales y fibroblastos (Figuras 7, 8 y 9), pero se observó 
además tinción nuclear de IGF-1R, RARα y RXR en algunas muestras de 
carcinomas, y únicamente en células foliculares. Más específicamente en cinco 
muestras analizadas de carcinoma (dos compactos y tres foliculares-compactos) 
presentaron una tinción nuclear positiva para IGF-1R, aunque el porcentaje de 
células positivas era demasiado bajo para analizarlo estadísticamente. 
La tinción nuclear para RARα (3 carcinomas compactos y 5 foliculares-compactos) y 
RXR (un carcinoma compacto y un folicular-compacto) también se detectó 
únicamente en células foliculares  
Para todos los ensayos no se observó inmunotinción positiva cuando el anticuerpo 
primario fue reemplazado por una IgG no específica (control negativo).  

 

 

Figura 7. Inmunorreactividad del factor de crecimiento similar a insulina-1 (IGF-1, A) 
y el receptor del factor de crecimiento similar a insulina-1 (IGF-1R, B) en el 
carcinoma tiroideo compacto. Se muestra el marcaje citoplasmático en células 
foliculares. El asterisco (*) muestra la expresión en el tejido tiroideo sano. Todas las 
imágenes fueron capturadas con una ampliación de 400 ×. 
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Figura 8. Inmunotinción citoplasmática del Factor de crecimiento endotelial vascular 

(VEGF, A) y factor de crecimiento fibroblástico-2 (FGF-2, B) en carcinoma tiroideo 

compacto. El asterisco (*) muestra expresión en el tejido tiroideo sano. Todas las 

imágenes fueron capturadas con un aumento de 400 ×. 

 

Figura 9. Imunomarcaje citoplasmático del receptor de ácido retinoico alfa (RARα, A) 
y receptor de retinoides X (RXR, B) en carcinoma tiroideo compacto. El asterisco (*) 
muestra expresión en el tejido tiroideo sano. Todas las imágenes fueron capturadas 
con una ampliación de 400 ×. 

La intensidad de tinción de IGF-1 e IGF-1R fueron mayores en carcinomas 
compactos que en los tejidos tiroideos sanos, aunque las diferencias no alcanzaron 
significación estadística (P= 0,09 y P= 0,07, respectivamente). Si se observaron 
diferencias significativas entre grupos acorde al tipo celular (P< 0,001). La expresión 
de IGF-1 e IGF-1R fue mayor en fibroblastos y células endoteliales de carcinomas 
compactos que en los tejidos tiroideos sanos (P< 0,05), mientras que no se 
observaron diferencias en las células foliculares. (Figura 10 A y B). 
Las células endoteliales de los carcinomas foliculares-compactos presentaron mayor 
tinción de IGF-1R que la de las glándulas tiroideas sanas (P< 0,05). No se 
encontraron diferencias entre los carcinomas compactos y foliculares-compactos, 
excepto en los fibroblastos de los carcinomas compactos que presentaron mayor 
tinción de IGF-1R (P< 0,05). 
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Figura 10. Intensidad de tinción del factor de crecimiento similar a insulina -1 (IGF-1, 
A) y del receptor del factor de crecimiento similar a insulina -1 (IGF-1R, B). Los datos 
se expresan como la mínima cuadrada ± S.E.M. Las letras dentro del mismo gráfico 
indican diferencias.  

En general, la expresión de VEGF fue mayor en los carcinomas que en los tejidos 

tiroideos sanos (P< 0,05); no encontrándose diferencias significativas entre grupos 

para FGF-2. El tipo celular y la interacción tipo celular / grupo fue significativa para 

VEGF y FGF-2 (P< 0.05). Los fibroblastos y las células endoteliales de los 

carcinomas compactos mostraron una marcación más fuerte para el VEGF que en 

los tejidos tiroideos sanos (P< 0,05) (Figura 11A). No se detectaron diferencias en la 

intensidad de marcado de FGF-2 en células foliculares y fibroblastos, mientras que 

las células endoteliales de carcinomas compactos mostraron mayor inmunomarcaje 

FGF-2 que los otros dos grupos (P< 0,05) (Figura 11B). 

      
 

Figua 11. Intensidad de tinción del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF, 
A) y factor de crecimiento fibroblastico-2 (FGF-2, B). Los datos se expresan como la 
mínima cuadrada ± S.E.M. Las letras dentro del mismo gráfico indican diferencias, 
(P< 0,05) (cuadrado de las medias más/menos error estándar).  

La inmunotinción para RARα y RXR fue significativa para ambos factores al 

considerar el tipo celular y la interacción tipo celular / grupo (P< 0,01) Las células 
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endoteliales de los tumores compactos presentaron una mayor marcación de RARα 

que los tumores folicular-compacto y las glándulas sanas (P< 0,01). Se observó un 

patrón de expresión de RARα alterado de acuerdo a los grupos (interacción tipo de 

tumor y tipo celular) (P< 0,05). Mientras que en las glándulas sanas se encontró una 

mayor tinción en las células foliculares que en los fibroblastos y las endoteliales 

(P<0,05), no se encontraron diferencias en el carcinoma folicular-compacto respecto 

al tipo de célula. Se observó un perfil similar de expresión de RXR, con marcado 

más fuerte en células foliculares que fibroblastos y células endoteliales de glándulas 

sanas (P< 0,05). No se encontraron diferencias en la expresión de RXR entre los 

tipos celulares en ambos tipos de carcinoma (Figura 12 A y B).  

                                                                    

     
Figura 12. Intensidad de inmunotinción del receptor de ácido retinoico alfa (RARα, A) 
y receptor de retinoides X (RXR, B). Los datos se expresan como la mínima 
cuadrada ± S.E.M. Las letras dentro del mismo gráfico indican diferencias.  

En general, la inmunotinción en los diferentes tipos celulares dependió del estatus 
del animal. En animales sanos, la expresión de VEGF, FGF-2 e IGF-1R 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.  
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9.DISCUSIÓN  

La mayoría de los tumores tiroideos caninos se originan del epitelio folicular y se 
clasifican como foliculares, compactos o folicular-compacto (una mezcla de ambos 
patrones) (Barber, 2007). Como fue reportado previamente (Pessina y col., 2014), la 
densidad celular y el número de vasos sanguíneos fueron mayores en los 
carcinomas tiroideos que en las glándulas sanas. La densidad celular se incrementó 
en los carcinomas compactos en comparación con los carcinomas foliculares 
compactos, lo cual es consistente con su correspondiente clasificación histológica. 

Hasta donde sabemos, este es el primer informe que muestra la detección 
simultánea de IGF-1 / IGF-1R en glándulas tiroideas sanas y carcinomatosas en 
perros. La inmunorreactividad citoplasmática de ambos factores se observó en 
células foliculares, fibroblastos y células endoteliales, como se informó anteriormente 
para otros cánceres en perros (Buishand y col., 2012; Maniscalco y col., 2014). En 
los carcinomas, una porción de las células foliculares de la tiroides tenía 
inmunomarcación nuclear positiva para IGF-1R, lo cual es consistente con los 
hallazgos de Sarfstein y col. (2012), quien describió la translocación de IGF-1R al 
núcleo en células de cáncer de mama e identificó un nuevo mecanismo de 
autorregulación del gen del IGF-1R. En el presente estudio, la intensidad de tinción 
de IGF-1 y IGF-1R fue mayor en los fibroblastos y las células endoteliales de los 
carcinoma compacto que en los de los tejidos tiroideos sano, mientras que el 
carcinoma folicular-compacto tenía intensidad de marcado intermedio. 
Estos hallazgos son consistentes con los estudios en seres humanos, como el 
reporte de Vella y col. (2001), quienes mostraron que el IGF-1 y su receptor están 
sobreexpresados en el cáncer de tiroides, lo que sugiere que el IGF-1R se activa de 
forma autocrina / paracrina. El aumento simultáneo de la expresión de IGF-1 e IGF-
1R en el estroma (fibroblastos y células endoteliales) apoya la existencia de un 
crosstalk (conversación) entre estos tipos celulares. Esto puede conducir a la 
activación de señales de proliferación y/o facilitar el acceso de nutrientes, 
contribuyendo así al crecimiento tumoral (Bissell y Radisky, 2001; Gribben y col., 
2010). Estos factores se expresaron a un nivel intermedio en los carcinomas 
foliculares-compactos, lo cual es consistente con el grado de diferenciación de este 
tipo de tumor en comparación con el carcinoma compacto. De hecho, se ha 
demostrado recientemente (Castillo y col., 2016) que los carcinomas foliculares 
compactos tiroideos tuvieron un mayor tiempo libre de enfermedad que los 
carcinomas compactos en perros. 

En el presente estudio, hemos demostrado que el patrón de expresión de VEGF fue 
similar a la de IGF-1 / IGF-1R en los diferentes grupos, como lo demuestra la 
upregulation (regulación en más) de la expresión de VEGF en fibroblastos y células 
endoteliales de los carcinomas compactos. La mayor expresión de VEGF en las 
células endoteliales en los carcinomas compactos en comparación con el tejido 
tiroideo sano concuerda con lo reportado previamente por Pessina y col. (2014). 
Estos resultados coinciden con los resultados de Campos y col. (2014), que sugieren 
que el VEGF puede desempeñar un papel importante en la progresión del cáncer de 
tiroides canino. Nuestros resultados actuales mostraron que la expresión de FGF-2 
fue mayor en las células endoteliales de los carcinomas compactos que en las de las 
glándulas sanas y los tumores foliculares- compactos. Estos datos son consistentes 
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con el patrón de expresión de VEGF en el mismo tipo de célula y apoyan el hecho 
de que el VEGF estimula a las células endoteliales a producir FGF-2, lo que 
favorece aún más el proceso de angiogénesis (Pallares y col., 2006). 
En general, los datos sugieren una retroalimentación positiva entre VEGF y FGF-2 
que contribuye a la progresión tumoral, a pesar de la mayor eficacia del sistema 
VEGF para la neovascularización en comparación con FGF-2 como se informó 
anteriormente (Giavazzi y col., 2003).  

En este trabajo, no se encontraron diferencias en la expresión de IGF-1 / IGF-1R, 
VEGF y FGF-2 en las células foliculares entre los grupos, mientras que la expresión 
de estos factores en las células del estroma si difirió. La progresión del tumor se 
promueve por un crosstalk entre las células tumorales y el tejido de soporte 
circundante, ya sea por contacto célula a célula, o mediada por moléculas 
secretadas (Bouziges y col., 1991). De hecho, el propio estroma puede 
desencadenar el desarrollo tumoral (Bissell y Radisky, 2001), y una hipótesis sobre 
la oncogénesis se basa en la funcionalidad de las células estromales, a pesar de 
que los mecanismos por los cuales el tumor y las células estromales coevolucionan 
no están del todo claros (Gribben y col., 2010). 

La expresión de RARα y RXR en glándulas tiroides sanas y carcinomatosas en 
caninos no había sido reportada previamente. En los seres humanos, se ha descrito 
la expresión de estos receptores de ácido retinoico en tejido tiroideo sano, en líneas 
celulares tiroideas y en adenomas y carcinomas tiroideos (Hoftijzer y col., 2009). Sin 
embargo, la expresión de estos receptores en perros sólo había sido descrita en el 
linfoma, el melanoma y el osteosarcoma (Miyajima y col., 2006, y de Mello Souza y 
col., 2010, 2014). En el presente estudio, no se encontraron diferencias en la 
expresión de RARα en las células tumorales, pero las células endoteliales de los 
tumores compactos presentaron mayor expresión de RARα que los otros grupos 
(folicular-compactos y sanos).  La expresión de RARα en células foliculares no difirió 
entre los carcinomas y las glándulas tiroides sanas. El papel de este receptor en la 
progresión del carcinoma tiroideo aún no está claro y se necesitan más estudios 
para ayudar a entender dicho mecanismo.  
Estos hallazgos van en el mismo sentido con lo reportado recientemente por Castillo 
y col. (2016), quienes sostienen que el tipo de tumor modifica la respuesta a los 
tratamientos. Mientras que en los carcinomas foliculares no se encuentran 
diferencias entre tratamientos, los perros con carcinomas foliculares-compactos y 
compactos tratados con isotretinoína 9-cis (RA9-cis) presentaron un mayor tiempo 
de recurrencia y sobrevida que los tratados con doxorrubicina post-cirugía o cirugía 
solamente. Miyajima y col. (2006) demostraron que en las células mastocíticas de 
los caninos, la expresión de RARα se correlacionó positivamente con la respuesta al 
tratamiento con ácido retinoico. Si bien los datos para RXR son preliminares debido 
a que el presente estudio no evaluó todas las isoformas de RXR, y solo algunas se 
modifican en el cáncer (Haugen y col., 2004), se observó una alteración en el patrón. 
En las glándulas tiroideas sanas se encontró un mayor contenido de RXR en las 
células foliculares respecto a 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.De 
hecho, Haugen y col. (2004) demostraron que mientras RXRγ se expresaba en 
diferentes líneas celulares de tumores tiroideos humanos, no se expresaba en tejido 
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tiroideo normal. Además, ninguna de las isoformas RXR se expresa en linfocitos 
caninos no tumorales, mientras que RXRγ se expresa en el 78% de las células T 
tumorales (de Mello Souza y col., 2014).  

En conclusión, los factores relacionados con la proliferación y la angiogénesis 
estudiados en esta tesis, se expresaron a niveles más altos en fibroblastos y/o 
células endoteliales de carcinomas compactos que en los de las glándulas sanas, 
con expresión principalmente intermedia en carcinomas foliculares compactos, lo 
que sugiere un papel importante de las células estromales en la progresión tumoral. 
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10.CONCLUSIONES 

El mayor contenido proteico de factores vinculados con la proliferación y 

angiogénesis (IGF1, 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 conformando la base de la oncogénesis. 

La cantidad de proteína depende del patrón histopatológico, siendo mayor el 

contenido de factores mitogénicos (IGF-1/IGF-1R) y angiogénicos (VEGF/FGF-2) en 

las células del estroma en los cánceres compactos.  

Estos resultados sostienen el rol de las células del estroma (fibroblastos y células 

endoteliales) en la progresión del tumor. 

Las glándulas tiroides sanas y carcinomatosas (folicular-compacto y compacto) 

expresan receptores RARα y RXR. 
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Abstract  

Immunohistochemical markers (IGF-1, IGF-1R, VEGF, FGF-2, RARα and RXR) were evaluated in healthy 
canine thyroid glands (n=8) and in follicular-compact (n=8) and compact thyroid carcinomas (n=8). IGF-1, IGF-
1R and VEGF expression was higher in fibroblasts and endothelial cells of compact carcinoma than in healthy 
glands (P < 0.05). Compared to follicular-compact carcinoma, compact carcinoma had higher IGF-1R 
expression in fibroblasts, and higher FGF-2 expression in endothelial cells (P < 0.05). RARα expression was 
higher in endothelial cells of compact carcinoma than in those of other groups (P < 0.05). The upregulation of 
these proliferation- and angiogenesisrelated factors in endothelial cells and/or fibroblasts and not in follicular 
cells of compact carcinoma compared to healthy glands supports the relevance of stromal cells in cancer 
progression.   

Keywords: Canine, Histology, Immunohistochemistry, Thyroid carcinoma.  

 
Introduction 

Similar to humans, thyroid cancer is the most common endocrine malignancy in dogs and the leading cause of 

death among endocrine cancers (Barber, 2007). Ninety percent of canine thyroid tumours are carcinomas, and 

16–38%, and even up to 60%, of patients show evidence of metastasis at the time of diagnosis (Wucherer and 

Wilke, 2010; Campos et al., 2012). In dogs, the most frequent thyroid tumour types are derived from follicular 

epithelial cells, and the most common histological patterns are follicular, follicularcompact and compact 

(Ramos-Vara et al., 2002; Nadeau and Kitchell, 2011). Most canine thyroid tumours are well to moderately 

differentiated (Klein et al., 1995). Although surgery is often successful in the early stages of the disease, 

unsatisfactory results are obtained in advanced tumours. Therefore, a better understanding of the molecular 

mechanisms and intracellular networks associated with oncogenesis may help discover new therapeutic options 

for these malignancies (Malaguarnera et al., 2012).   

Alterations in the expression of growth factors such as insulin-like growth factor (IGF)-1, vascular endothelial 

growth factor (VEGF) and fibroblast growth factor (FGF)-2, and their receptors, play a role in the progression of 

thyroid cancer in humans and dogs (de Araujo-Filho et al., 2009; Redler et al., 2013; Campos et al., 2014). The 

activation of the IGF system is associated with the pathogenesis of a variety of human  neoplasias because of 

the mitogenic and anti-apoptotic properties of its cognate receptor (Vella et al., 2001; Ciampolillo et al., 2007). 

IGF-1, a potent mitogen in many cell types, promotes the progression of mitosis via the induction of DNA 

synthesis and has long-term effects on cell proliferation, differentiation and apoptosis (Jones and Clemmons, 

1995). Experimental evidence suggests that IGF-1 plays a significant role in the transformation, infiltrative 
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growth and metastasis of tumour cells (LeRoith and Roberts, 2003; Liu and Brown, 2011). Moreover, IGF-

1/IGF-1R are overexpressed in some types of thyroid carcinomas in humans, and it is correlated with poor 

prognosis (Liu et al., 2013).   

In the absence of vascular support, tumours may become necrotic or even apoptotic (Holmgren et al., 1995). 

New growth in the vascular network is important because the proliferation, as well as metastatic spread, of 

cancer cells depends on an adequate supply of oxygen and nutrients, and the removal of waste products (Nishida 

et al., 2006). In addition, tumour angiogenesis is controlled by positive and negative modulators produced by 

neoplastic, stromal and tumour-infiltrating cells (Carmeliet and Jain, 2000). Studies showed that vascular tumour 

markers, such as VEGF expression, are increased in association with poor outcome in some canine compact 

tumours (Restucci et al., 2003). VEGF is essential for the growth of new vessels under normal physiological 

conditions as well as in tumour cells, and it plays an important role in the development of distant metastases (Lin 

and Chao, 2005). In dogs, VEGF is expressed at higher levels in endothelial cells of canine thyroid glands with 

carcinoma than in those of healthy glands, which is consistent with the higher number of blood vessels and cell 

density (Campos et al., 2014; Pessina et al., 2014). FGF-2 is also implicated in abnormal human thyroid growth, 

both as a potential follicular cell mitogen and as a stimulator of thyroid endothelial cell growth. Reports on FGF-

2 levels in thyroid carcinoma are contradictory (Kondo et al., 2007), and its expression may depend on the 

degree of differentiation (Boelaert et al., 2003).   

Differentiating factors redirect cells toward their normal phenotype and may reverse or suppress carcinogenesis 

(Miller, 1998). Retinoids are natural or synthetic derivatives of vitamin A that modulate cell growth, 

differentiation and apoptosis (de Mello Souza et al., 2014). In dogs, retinoids are used to treat various types of 

cancer such as cutaneous lymphoma, mast cell tumours and corticotroph adenoma of the pituitary (White et al., 

1993; Miyajima et al., 2006; Ohashi et al., 2006; Castillo et al., 2006; Castillo and Gallelli, 2010), and recently 

in thyroid carcinoma (Castillo et al., 2016). The action of retinoic acid is mediated by retinoic acid receptors 

(RARs) and the retinoid X receptors (RXRs) (Kasimanickam et al., 2013). Both receptors are expressed in 

cutaneous lymphoma in dogs (de Mello Souza et al., 2010); however, their expression in the thyroid gland has 

not been described to date.   

Based on evidence showing that primary tumours are composed of a multitude of stromal cell types in addition 

to cancerous cells (Tlsty and Coussens, 2006), we investigated different  markers (VEGF, FGF-2, IGF-1, IGF-

1R, RARα and RXR) in compact and follicular-compact canine thyroid carcinomas.   

 

Materials and Methods 

 

Experimental design  

All experiments were performed in accordance with the regulations of the Animal Experimentation Committees 

of the Faculty of Veterinary Medicine, Universidad de la República, Uruguay, and the Faculty of Veterinary 

Sciences, University of Buenos Aires, Argentina.  Tissue samples  

Tissue samples were collected from the Endocrinology Unit, Faculty of Veterinary Medicine, University of  

Buenos Aires, Argentina, and the Veterinary Hospital, Faculty of Veterinary Medicine, University of Uruguay. 

Canine tissue samples were selected as follows: normal thyroid tissues were obtained from dogs that had been 

euthanised for reasons unrelated to thyroid disease (traumatized or aggressive patients) and had 

histopathologically normal thyroid glands (healthy group, n = 8); thyroid follicular carcinomas were obtained 

postsurgically (carcinoma group, n = 16). Tumours were classified according to the World Health Organization 

(WHO).    

Haematoxylin and eosin stained specimens were classified into two categories, namely, follicularcompact 

carcinoma (n = 8) and compact carcinoma (n = 8), according to the predominant histological pattern and 

following established criteria for thyroid neoplasms. Classification of thyroid tumours according to 

thyroglobulin and calcitonin immunohistochemistry was performed as previously described (Patnaik and 

Lieberman, 1991); all tumours included in this study were positive for the former and negative for the latter. All 

samples were processed in the Laboratory of Nuclear Techniques, Faculty of Veterinary Medicine, University of 

Uruguay 

 
Immunohistochemistry  
Samples were fixed in 4% paraformaldehyde in phosphate-buffered saline (PBS) and embedded in paraffin for 
immunohistochemistry. Immunoreactivity against VEGF, FGF-2, IGF-1, IGF-1R, RARα, RXR, thyroglobulin 
and calcitonin was assessed in transverse  
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5 μm sections of healthy thyroid gland and thyroid carcinoma specimens using the avidin-biotin peroxidase 
immunohistochemical technique, as previously described (Pessina et al., 2014). Paraffin embedded tissue 
sections were de-waxed and rehydrated, and antigen retrieval was performed. Sections were pretreated in a 
microwave oven at 900 W in 0.01 M sodium citrate buffer (pH 6.0) for 9 min, and then allowed to cool for 20 
min. After washing in buffer (0.01 M PBS, pH 7.4), non-specific endogenous peroxidase activity was blocked 
by exposure to 3% hydrogen peroxide in methanol for 10 min at room temperature. After another wash in buffer 
(10 min), sections were blocked in normal horse or goat serum diluted in PBS (Vectastain, Vector Laboratories, 
Burlingame, CA) for 30 min at room temperature in a humidified chamber. Sections were incubated with the 
primary antibodies for one hour a humidity chamber at room temperature (Table 1).   

Negative control immunolabeling was performed for each receptor by replacing the primary antibody with non-
immune IgG (Santa Cruz Biotechnology), diluted 1:100 in PBS. After primary antibody binding, sections were 
incubated with a biotinylated secondary antibody (horse anti-mouse or goat anti-rabbit IgG; Vector 
Laboratories), diluted 1:200 in normal horse (thyroglobulin and IGF-1) or goat serum (the remaining 
antibodies). A Vectastain ABC kit (Vector  

Laboratories) was used for the detection of all proteins. The site of the bound enzyme was visualised by 3, 
3’diaminobenzidine (DAB), a chromogen that produces a brown insoluble precipitate when incubated with the 
enzyme, in H2O2 using a DAB kit (Vector  

Laboratories).   

 
Table 1. Primary antibodies used for immunohistochemistry.  
  

Antibody   
Antibody 

Name   
Antibody Type   Dilution   

Calcitonin   A 0576a   Rabbit polyclonal   1:1000   

Thyroglobulin   sc-365997b   Mouse monoclonal   1:75   

VEGF   sc-152 b   Rabbit polyclonal   1:200   

FGF-2   sc-79 b   Rabbit polyclonal   1:200   

IGF-1   sc-1422 b   Goat polyclonal   1:50   

IGF-1R   ab 5497c   Rabbit polyclonal   1:50   

RARα   sc-551 b   Rabbit polyclonal   1:100   

RXR   sc-831 b   Rabbit polyclonal   1:100   
aDako, Glostrup, Denmark. bSanta Cruz Biotechnology, Inc, Dallas, TX. cAbcam, Cambridge, USA.  

 
Sections were counterstained with haematoxylin and dehydrated before mounting with Entellan® (Merck, 
Darmstadt, Germany). For each protein, all samples were analysed using same immunohistochemical assay.  

 

Image analysis  

Cell density (number of cells/field) and number of blood vessels were counted in 15 images captured from each 
histological section at 40× magnification. Three cell types, namely, follicular cells, endothelial cells and 
fibroblasts, were evaluated in the same images. Immunolabeling of the nucleus or cytoplasm was scored as 
negative (˗), faint (+), moderate (++) or intense (+++) by two independent observers who were blinded to the 
treatment groups (Pessina et al., 2014). The average labeling intensity was calculated as (1 × n1) + (2 × n2) + (3 
× n3), where n is the number of cells in each field exhibiting faint (n1), moderate (n2) and intense (n3) labeling 
(Boos et al., 1996). The average of the abovementioned variables in the 15 images captured from each 
histological section was used for statistical analysis. Statistical analysis  

Univariate analyses were performed on all variables to identify outliers and to verify the normality of residuals. 
Antigen immunolabeling intensity was evaluated by analysis of variance using a mixed model (Statistical 
Analysis System, SAS Institute, Cary, NC). The statistical model used to assess labeling intensity included 
observer effects, animal group (healthy thyroid gland, follicular-compact carcinoma and compact carcinoma), 
and cell type (follicular cells, fibroblasts and endothelial cells) and their interactions. Cell density was analysed 
by PROC MIXED (SAS, V9.0) with the animal group included in the model. Since blood vessels were not 
detected in the images of most healthy animals (7/8), the number of blood vessels was analysed by PROC 
GENMOD using a binomial distribution (presence or not of vessels) including the animal group in the model. 
Data are presented as the least square mean ± pooled S.E.M. The level of significance was set at P < 0.05. 
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Results 
Number of blood vessels and cell density Cell density was higher in compact carcinomas and follicular-compact 
carcinomas than in healthy glands (cells per field: 288 ± 24, 221 ± 24 and 142 ± 24, respectively, P < 0.03). 
Moreover, the number of cells per field tended to be higher in compact carcinomas than in follicular-compact 
carcinomas (P = 0.06). A significant group effect was observed regarding the number of blood vessels (P = 
0.007), with a greater number of blood vessels observed in thyroid follicularcompact carcinomas than in healthy 
thyroid tissue (P = 0.01), and in compact carcinomas than in the healthy group (P < 0.1), although the latter did 
not reach statistical significance.   

 
Protein localisation   
Positive immunolabeling for IGF-1, IGF-1R, VEGF, FGF-2, RARα and RXR was observed in the cytoplasm in 
all cell types analysed (Figs. 1, 2 and 3). Five carcinoma samples (two compact and three follicularcompact) had 
positive labeling for nuclear IGF-1R, although the percentage of positive cells was too low for statistical 
analysis.  Nuclear RARα and RXR labeling was also detected in follicular cells in eight (three compact and five 
follicular-compact) and two (one compact and one follicular-compact) carcinoma samples. For all assays, no 
immunolabeling was observed when the primary antibody was replaced by non-specific IgG.  

  

  
Fig. 1. Immunoreactivity of insulin-like growth factor-1 (IGF-1, A) and insulin-like growth factor-1 receptor (IGF-1R, B) in 
thyroid compact carcinoma. Cytoplasmic labeling in follicular cells is shown. The asterisk (*) shows expression in healthy 
thyroid tissue. All images were captured at a magnification of 400×.  
  
Overall, IGF-1 and IGF-1R labeling intensities were higher in compact carcinoma than in healthy thyroid 
tissues, although the differences did not reach statistical significance (P = 0.09 and P = 0.07, respectively). IGF1 
and IGF-1R expression was higher in fibroblasts and endothelial cells of compact carcinomas than in those of 
healthy thyroid tissues (P < 0.05), whereas no differences were observed for follicular cells (Fig. 4A and B).   

No differences were observed between compact and follicular-compact carcinomas, except in fibroblasts, where 
compact carcinomas showed higher IGF-1R labeling intensity (P < 0.05).  

  
Fig. 2. Vascular endothelial growth factor (VEGF, A) and fibroblast growth factor-2 (FGF-2, B) cytoplasmic labeling in 
thyroid compact carcinoma. The asterisk (*) shows expression in healthy thyroid tissues. All images were captured at a 
magnification of 400×.  

 

  
Fig. 3. Cytoplasmic immunolabeling of retinoic acid receptor alpha (RARα, A) and retinoid X receptor (RXR, B) in thyroid 
compact carcinoma. All images were captured at a magnification of 400×.  
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Fig. 4. Immunolabeling intensity of insulin-like growth factor-1 (IGF-1, A) and insulin-like growth factor-1 receptor (IGF-
1R, B). Data are expressed as the least square mean ± pooled S.E.M. Different letters within the same cell type indicate 
differences, P < 0.05.   
  
Overall, VEGF expression was higher in compact carcinomas than in healthy thyroid tissues (P < 0.05) and 
follicular-compact carcinomas (P < 0.1). Stronger labeling for VEGF was detected in fibroblasts and endothelial 
cells of compact carcinomas than in those of normal thyroid tissues (P < 0.05) (Fig. 5A). No differences in FGF-
2 labeling intensity were detected in follicular cells and fibroblasts, whereas endothelial cells of compact 
carcinomas showed higher FGF-2 immunolabeling than the other two groups (P < 0.05) (Fig. 5B).   

In endothelial cells, RARα immunolabeling was higher in compact carcinomas than in the other two groups (P < 
0.01). An altered pattern of RARα expression in different cells types according to group was observed; a 
stronger labeling in follicular cells than fibroblasts and endothelial cells of healthy glands was found (P <  

0.05), whereas no differences according to cells types in follicular compact carcinoma were observed, and 

endothelial cells presented greater RARα labeling than fibroblasts in compact carcinoma (P < 0.05) (Fig. 6A). 

Similar profile of RXR expression was observed, with stronger labeling in follicular cells than fibroblasts and 

endothelial cells of healthy glands (P < 0.05), whereas RXR expression in both types of carcinomas did not 

differ according to cell type (Fig. 6B). 

 

  
Fig. 5. Immunolabeling intensity of vascular endothelial growth factor (VEGF, A) and fibroblast growth factor-2 (FGF-2, B). 
Data are expressed as the least square mean ± pooled S.E.M. Different letters within the same cell type indicate differences, P 
< 0.05.  
  

  
Fig. 6. Immunolabeling intensity of retinoic acid receptor alpha (RARα, A) and retinoid X receptor (RXR, B). Data are 
expressed as the least square mean ± pooled S.E.M. Different letters within the same cell type indicate differences, P < 0.05.  
  

Discussion  
Most canine thyroid tumours arise from the follicular epithelium and are classified as follicular, compact or a 
mixture of the two patterns (follicular-compact) (Barber, 2007). As reported previously (Pessina et al., 2014), 
cell density and the number of blood vessels were higher in thyroid carcinoma tissues than in healthy glands. 
Cell density was increased in compact carcinomas when compared to follicular-compact carcinomas, which is 
consistent with their corresponding histological classification.   
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To the best of our knowledge, this is the first report showing simultaneous detection of immunoreactive IGF-

1/IGF-1R in healthy and carcinomatous thyroid glands in dogs. Cytoplasmic immunoreactivity of both factors 

was observed in follicular cells, fibroblasts and endothelial cells, as reported previously for other cancers in dogs 

(Buishand et al., 2012; Maniscalco et al., 2014). In carcinomas, a portion of thyroid follicular cells had positive 

immunolabeling for nuclear IGF-1R, which is consistent with the findings of Sarfstein et al. (2012), who 

described the translocation of IGF-1R to the nucleus in breast cancer cells and identified a novel mechanism of 

IGF-1R gene autoregulation. In the present study, IGF-1 and IGF-1R labelling intensity was higher in fibroblasts 

and endothelial cells of compact carcinoma than in those of healthy thyroid tissues, while follicular-compact 

carcinoma had intermediate labelling intensity. These findings are consistent with human studies, such as the 

report by Vella et al. (2001), who showed that IGF-1 and its receptor are overexpressed in thyroid cancer, 

suggesting that IGF-1R is activated in an autocrine/paracrine manner. The simultaneous increase of IGF-1 and 

IGF-1R expression in the stroma (fibroblasts and endothelial cells) supports the existence of crosstalk between 

these cell types; this can lead to the activation of proliferation signals and/or facilitate nutrient access, thus 

contributing to tumour growth (Bissell and Radisky, 2001; Gribben et al., 2010). These factors were expressed at 

an intermediate level in follicular-compact carcinomas, which is consistent with the degree of differentiation of 

this type of tumour compared with compact carcinoma. Indeed, we have recently shown (Castillo et al., 2016) 

that thyroid follicular compact carcinomas had a greater time to recurrence than compact carcinomas in dogs.  In 

the present study, we showed that the pattern of expression of VEGF was similar to that of IGF-1/IGF1R in the 

different groups, as demonstrated by the upregulation of VEGF expression in fibroblasts and endothelial cells of 

compact carcinoma. The upregulation of VEGF in endothelial cells in compact carcinoma when compared to the 

healthy thyroid tissue was consistent with the findings of our previous study (Pessina et al., 2014). This is in 

agreement with Campos et al. (2014) that suggested that VEGF may play an important role in the progression of 

canine thyroid cancer. Our present results showed that FGF-2 expression was higher in endothelial cells of 

compact carcinoma than in those of healthy glands or follicularcompact glands. These data were consistent with 

the pattern of VEGF expression in the same cell type, and support the fact that VEGF stimulates endothelial cells 

to produce FGF-2, which further enhances angiogenesis (Pallares et al., 2006). Overall, data suggest a positive 

feedback loop between VEGF and FGF-2 that contributes to tumour progression, despite the higher efficacy of 

the VEGF system for neovascularization compared to FGF-2 as reported previously (Giavazzi et al., 2003). In 

the present study, no differences in follicular cell expression of IGF1/IGF-1R, VEGF and FGF-2 were found 

among groups, whereas the expression of these factors in stromal cells differed. Tumour progression is promoted 

by crosstalk between the tumour and its surrounding supporting tissue either via cell-to-cell contact, or mediated 

by secreted molecules (Bouziges et al., 1991). Indeed, the stroma itself can trigger tumour development (Bissell 

and Radisky, 2001), and one hypothesis on oncogenesis is based on stromal cell functionality, despite the fact 

that the mechanisms by which tumour and stromal cells co-evolve remain unclear (Gribben et al., 2010).    

The expression of RARα and RXR in healthy thyroid glands and thyroid carcinomas in dogs has not been 
reported previously. In humans, the expression of these retinoic receptors in healthy thyroid tissue, thyroid cell 
lines, and in thyroid adenomas and carcinomas has been reported (Hoftijzer et al., 2009); however, the 
expression of these receptors in dogs has only been described in lymphoma, melanoma and osteosarcoma 
(Miyajima et al., 2006; Ohashi et al., 2006; de Mello  

Souza et al., 2010, 2014). In the present study, RARα expression in follicular cells did not differ in carcinomas 
and healthy thyroid glands. However, endothelial cells of compact carcinomas showed higher expression of 
RARα than those of the other groups (healthy and follicular-compact carcinomas), and further studies are 
needed to help our understanding of the role of this receptor in carcinoma progression. Retinoic receptor 
expression in thyroid carcinoma is consistent with our recent study (Castillo et al., 2016) in which isotretinoin 9-
cis (RA9-cis) treatment increased time of recurrence and survival time in dogs with follicular-compact and 
compact thyroid carcinoma when compared to doxorubicin after surgery. Miyajima et al. (2006) showed that in 
canine masts cells, RARα expression was positively correlated with response to retinoic acid treatment. Because 
the present study did not test all isoforms of RXR, these data should be considered preliminary. Indeed, Haugen 
et al. (2004) showed that while RXRγ was expressed in different cell lines of thyroid human tumours, it was not 
expressed in normal thyroid tissue. Moreover, none of the RXR isoforms are expressed in canine nontumoural 
lymphocytes, whereas RXRγ is expressed in 78% of tumour T cells (de Mello Souza et al., 2014).  In 
conclusion, factors related to proliferation and angiogenesis were expressed at higher levels in fibroblasts and/or 
endothelial cells of compact carcinomas than in those of healthy glands, with mostly intermediate expression in 
follicular-compact carcinomas, suggesting a role of stromal cells in tumour progression.  
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