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Background: Several molecules that may have a role in tumor proliferation, differentiation 
and invasion, have been detected in thyroid carcinoma. Some of these molecules are NIS, c-
MET, TIMP1 an ephrinB2. Aim: To detect the presence of these molecules in tissue samples 
of thyroid carcinoma and relate their expression to the biological behavior of the tumor. Ma-
terial and Methods: Tissue samples were prospectively obtained from 35 patients operated 
for a papillary thyroid carcinoma. Twelve patients had regional lymph node involvement. 
NIS, c-MET, TIMP1 and EphrinB2 were detected by real time polymerase chain reaction 
(RT-PCR) and immunohistochemistry. Results: The expression of markers by RT-PCR was 
non significantly higher among tumors with lymph node involvement. Immunohistochemistry 
showed a significantly lower nuclear expression and a higher cytoplasmatic expression of 
EphrinB2 in tumors with lymph node involvement. Conclusions: Immunohistochemical ex-
pression of EphrinB2 could be useful for the initial staging of papillary thyroid carcinoma.

Key words: Papilary thyroid carcinoma, molecular markers, ephrin B2, RT-PCR, immuno-
histochemical expression.
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Introducción

E l cáncer papilar de tiroides es la neoplasia endocrina 
más frecuente con una incidencia en el año 2003 
en USA de 10 x 100.000 habitantes1. En Chile, no 

existen estudios, pero diversos grupos han mostrado un 
aumento en la casuística de esta enfermedad2, lo que ha sido 
atribuido a factores aún no bien caracterizados.

El pronóstico de esta neoplasia maligna es en general 
favorable, con una mortalidad acumulada de 5 a 6 casos por 

millón de habitantes3. Se han elaborado diversos sistemas 
de clasificación pronóstica (TNM, AMES, MACIS, etc) que 
pretenden establecer un pronóstico de sobreviva global y 
de quedar libre de enfermedad4,5. Sin embargo, existen ca-
sos de tumores inicialmente considerados de bajo riesgo, 
por tamaño o variante histológica, que pueden tener gran 
agresividad, con invasión de tejidos vecinos y metástasis a 
distancia. El proceso de invasión y metástasis tiene múlti-
ples etapas que implican la invasión de la cápsula tumoral, 
el compromiso de tejidos vecinos, la penetración a vasos 
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sanguíneos y linfáticos y su posterior diseminación a dis-
tancia. En la literatura se ha descrito un gran número de 
macromoléculas que intervienen en los procesos de proli-
feración, invasión y angiogénesis que podrían explicar este 
comportamiento. 

La mayoría de los estudios se han realizado detectando 
la expresión del mRNA a través de transcripción reversa 
asociada a reacción en cadena de la polimerasa (RT-PCR) 
o del uso de técnicas de mayor complejidad y costo (Mi-
croarrays y PCR en tiempo real). Además, es posible de-
tectar la expresión de la proteína en las células tumorales 
por inmunohistoquímica, a través del uso de anticuerpos 
monoclonales específicos6-8. Sin embargo, los resultados 
se han expresado en general en forma individual para cada 
marcador o en forma masiva con múltiples mRNA simul-
táneamente, especialmente para la discriminación de pa-
tología benigna de maligna9. Hasta la fecha no existe una 
modalidad de detección rutinaria y clínicamente aplicable 
de estos marcadores, ni estudios de relevancia comparativa 
entre ellos en relación al pronóstico de la enfermedad.

Dentro de las proteínas estudiadas, NIS (cotranspor-
tador de Na/I), regula la entrada de yodo al tirocito, paso 
fundamental en la síntesis de hormonas tiroideas. Ha sido 
ampliamente estudiado en tejido tiroideo normal, y se ha 
observado una disminución de su expresión en tejido tiroi-
deo tumoral10,11.

La sigla c-MET identifica al receptor del factor produ-
cido por las células mesenquimáticas que estimula la pro-
liferación y morfogénesis de las células epiteliales (HGF/
SF). Estudios con inmunohistoquímica han mostrado resul-
tados contradictorios ya que su expresión se ha descrito au-
mentada o también disminuida en el cáncer de tiroides12,13.

TIMP1 es el inhibidor tisular de la metaloproteasa 1, 
enzima involucrada en la degradación de membranas ba-
sales y matriz extracelular, proceso fundamental en la in-
vasión tisular y angiogénesis. TIMP1 se encuentra sobre-
expresado en diversas neoplasias, y recientemente ha sido 
detectado en tejido tiroideo tumoral14,15.

Ephrin B2 es el ligando transmembrana de una proteí-
na con actividad tirosina kinasa (EphR). Recientemente ha 
sido detectado sobre-expresado en numerosos tumores, en-
tre ellos tiroideos16,17 y estaría involucrado en procesos de 
angiogénesis.

También se ha descrito la presencia de mutaciones en la 
isoforma B de la Ser/Thr kinasa RAF (B-RAF) asociadas a 
la génesis del cáncer papilar de tiroides, con una frecuencia 
de 30-58%; sin embargo, los datos respecto a la asociación 
de esta mutación con fenotipos tumorales de mayor agre-
sividad son contradictorios18,19, y las técnicas principales 
de detección son de complejidad significativa (SSCP o se-
cuenciación).

Nuestra hipótesis es que el nivel de expresión de un 
panel de marcadores moleculares detectados en el cáncer 
papilar de tiroides (NIS, c-MET, TIMP1 y EphrinB2) puede 
tener una asociación significativa con criterios clásicamen-
te descritos para agresividad histológica, y así poder utili-

zarlos con fines pronósticos en el manejo postoperatorio de 
estos pacientes.

Estos marcadores fueron elegidos por su relación con 
los mecanismos de regulación de la función del tirocito y 
de su proliferación tumoral, además de existir la posibilidad 
de estudiarlos a través de RT-PCR e inmunohistoquímica 
en forma simultánea.

El objetivo general del estudio fue detectar la presencia 
de marcadores previamente asociados al cáncer papilar de 
tiroides y correlacionar su nivel de expresión con criterios 
de agresividad histológica, en un grupo de pacientes porta-
dores de esta enfermedad.

Los objetivos específicos fueron determinar a través de 
RT-PCR e inmunohistoquímica la expresión del mRNA y 
proteínas de NIS, c-MET, TIMP1 y EphrinB2 en muestras 
de cáncer papilar de tiroides con metástasis ganglionares  y 
comparar su expresión con muestras de carcinoma papilar 
de tiroides de pacientes sin evidencia de metástasis. 

Sujetos y Métodos

Los pacientes fueron sometidos a la cirugía de tiroides 
indicada por sus médicos tratantes, e informados de las ca-
racterísticas del estudio previamente  a la operación, fir-
mando una carta de consentimiento informado aprobada por 
el Comité de Ética de nuestro centro.

La pieza operatoria fue destinada al análisis anátomo 
e histopatológico de rutina y parte de ella se almacenó a 
-80 oC en el Banco de Tumores del Hospital Clínico de la 
Universidad de Chile hasta realizar el estudio molecular e 
inmunohistoquímico.

RT-PCR
La extracción de RNA se realizó con Trizol (Invitrogen 

Corp, EE UU). El RNA de las muestras seleccionadas para 
estudio fue sometido a transcripción reversa en un volumen 
final de 20 mL utilizando random-hexámeros como partido-
res. Posteriormente, 2 mL del cDNA obtenido se utilizaron 
para llevar a cabo una reacción de PCR con partidores es-
pecíficos para los marcadores a estudiar. Se incluyó a 18S 
como control de amplificación.

Las secuencias de partidores utilizados fueron:
NIS  	 TCTCTCAGTCAACGCCTCT
	 ATCCAGGATGGCCACTTCTT

c-MET	 ACAGTGGCATGTCAACATCGCT 		
	 GCTCGGTAGTCTACAGATTC 

TIMP1	 GGGGCTTCACCAAGACCTACAC
	 AAGAAAGATGGGAGTGGGAACA

EphrinB2    	 GCAAGTTCTGCTGGATCAAC
	 AGGATGTTGTTCCCCGAATG

18S	 GTAACCCGTTGAACCCCATT
	 CCATCCAATCGGTAGTAGCG
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La intensidad de la expresión de mRNA de los distintos 
marcadores se comparó con la del control de amplificación 
18S, estableciendo una razón de expresión: marcador/18S 
para cada caso. Dicha razón fue cuantificada utilizando el 
programa computacional UN-SCAN IT gel (Silk Scientific 
Inc, EUA).

Inmunohistoquímica
Se utilizaron anticuerpos monoclonales específicos para 

NIS, c-MET, TIMP1 y EphrinB2 (Santa Cruz Biotechnolo-
gy, EE UU) en cortes histológicos de los casos estudiados. 
La presencia e intensidad de la expresión de dichas proteí-
nas fue analizada en forma ciega por el mismo observador, 
estableciendo un puntaje objetivo en unidades arbitrarias de 
intensidad de tinción (U.A.) para el análisis de cada caso, 
similar al realizado en otros estudios20.
1 punto	 negativo	 Sin tinción
2 puntos	 ± focal	 Tinción mínima focal	
3 puntos	 ±	 Tinción mínima difusa (< 10% células)
4 puntos	 + focal	 Tinción leve focal
5 puntos 	 +	 Tinción leve difusa (10-25% células)
6 puntos	 ++	 Tinción moderada (25-50% células)
7 puntos	 +++	 Tinción intensa (> 50% células)

Una vez obtenida la intensidad de expresión por RT-
PCR e inmunohistoquímica para cada marcador, se com-
paró ésta entre los casos con y sin metástasis ganglionares 
utilizando test de t de 2 colas.

Resultados

Pacientes
Un total de 35 pacientes fue sometido a tiroidectomía 

total por patología nodular de la glándula. Se efectuó disec-
ción ganglionar en los casos en que el estudio preoperatorio 
o los hallazgos intraoperatorios demostraron adenopatías. 
Ninguno de los casos catalogados como sin metástasis te-
nía adenopatías en la ecografía cervical preoperatoria, ni 
tampoco ha requerido reexploración cervical durante el se-
guimiento.

Análisis histológico
En el período del estudio se obtuvieron 35 piezas qui-

rúrgicas de cáncer papilar de tiroides mayores de 1 cm, 12 
con metástasis y 23 sin metástasis ganglionares, identifica-
das con técnicas de análisis histológico habitual (hematoxi-
lina-eosina).

El tamaño promedio de los tumores con metástasis fue 
2,3 cm (dispersión 1 a 4,5 cm), distribuyéndose, según la 
clasificación TNM, en seis casos T1 N1 M0, dos T2 N1 M0, 
dos T3 N1 M0 y dos T4 N1 M0.

El tamaño promedio de los tumores sin metástasis fue 
1,9 cm (dispersión 1 a 3,5 cm). Correspondieron a 14 casos 
T1 N0 M0  y nueve T2 N0 M0. En 12 de las piezas quirúrgi-
cas catalogadas como sin metástasis se obtuvieron ganglios 
cervicales, pero todos ellos fueron normotípicos.

RT-PCR
Se logró obtener una adecuada cantidad de cDNA en 

25 muestras (10 con metástasis y 15 sin metástasis) para 
realizar la PCR con los partidores específicos para cada 
marcador (Figura 1).

Como puede observarse en la Figura 2, la expresión nor-
malizada de todos los marcadores fue mayor en los tumores 
que presentaban metástasis ganglionares, comparados con 
los tumores sin metástasis; sin embargo, dicha expresión no 
alcanzó a ser diferente estadísticamente. 

Inmunohistoquímica
La intensidad de expresión proteica de los distintos 

marcadores en los cortes histológicos estudiados fue va-
riable, detectándose algunas diferencias importantes en la 
expresión de ellos en el núcleo y en el citoplasma de las 
células tumorales (Figura 3).

+: Control de amplificación positivo.  
 -: Control de amplificación negativo.
 Normal: Tejido tiroideo normal. 
Meta (-): Cáncer papilar sin metástasis ganglionar. 
Meta (+) Cáncer papilar con metástasis ganglionar. 
bp: Pares de bases.

Figura 1. Gel agarosa 1% con bandas de amplificación obtenidas 
por PCR de los marcadores estudiados. PM: Marcador de peso mo-
lecular. 
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se observó una leve menor expresión de NIS y TIMP, sin 
alcanzar significación estadística (p = 0,13 y 0,15, respec-
tivamente) en el grupo de tumores con metástasis, pero se 
objetivó una mayor expresión (p < 0,05) de ephrinB2 en 
este grupo (Figura 5).

	
Discusión

El estudio de marcadores pronósticos en cáncer tiroi-
deo se ha limitado a detectar criterios de malignidad en el 
estudio pre y postoperatorio de los nódulos tiroideos. Sin 
embargo, la detección precoz de factores que influyan en 
el comportamiento biológico del cáncer papilar de tiroides 
parece de primera importancia para establecer categorías 
de agresividad independientes de los factores de riesgo tra-
dicionales.

Este trabajo permitió, por primera vez en Chile, reali-
zar estudios de RT-PCR en muestras de tiroides preserva-
das en frío en un banco de tumores, obteniendo cantidades 
de cDNA adecuadas para su análisis en la mayoría de los 
casos. La mayor expresión comparativa de los marcadores 
estudiados por RT-PCR en las muestras provenientes de tu-
mores con metástasis ganglionares, si bien no alcanzó sig-
nificancia estadística, fue un hallazgo constante para todos 
los marcadores analizados, lo cual se relaciona con los me-
canismos de regulación que estas macromoléculas pueden 
ejercer sobre distintas etapas de la proliferación tumoral. 
Entre ellas, destaca la mayor expresión de NIS, hallazgo 
que en otros trabajos no se ha relacionado necesariamente 
con mayor agresividad tumoral21.

Es probable que un número mayor de casos estudiados 
se pudiera mostrar diferencias significativas con esta téc-
nica.

Figura 2. Expresión de mRNA de los marcadores estudiados, 
normalizados con la expresión del marcador constitutivo 18S 
(marcador/18S).

Figura 3. Corte histológico con aumento 40x de pieza operatoria de cáncer papilar de tiroides, con tinción inmunohistoquímica para 
EphrinB2 de predominio nuclear (flechas en foto izquierda) y citoplasmático (flechas en foto derecha). El recuadro central muestra el control 
negativo. Barras = 50 mm.

En el caso de la tinción nuclear, no hubo diferencias en 
la expresión de NIS, cMet y TIMP; sin embargo, EphrinB2 
se expresó con significativa menor intensidad (p < 0,05) en 
el grupo de tumores sin metástasis ganglionares (Figura 4). 

Al analizar los resultados de expresión en citoplasma, 
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Figura 4. Expresión proteica evaluada por inmunohistoquímica en 
el núcleo celular de los marcadores estudiados (U.A: Unidades arbi-
trarias de intensidad de tinción). *p < 0,05.

Figura 5. Expresión proteica evaluada por inmunohistoquímica en 
el citoplasma celular de los marcadores estudiados. (UA: Unidades 
arbitrarias de intensidad de tinción). *p < 0,05.

En los 4 marcadores estudiados no se observaron dife-
rencias significativas en la intensidad de la expresión in-
munohistoquímica de las proteínas analizadas (NIS, cMET, 
TIMP1 y ephrinB2); sin embargo, hay una diferencia 
significativa en la localización intracelular del marcador 
ephrinB2, la que en los tumores con metástasis gangliona-
res, y por tanto con mayor agresividad, se localiza en mayor 
cuantía en el citoplasma y en menor cantidad en el núcleo 
celular. Este fenómeno podría traducir diferencias en los 
mecanismos postransduccionales de control de la prolifera-
ción que regularían la migración de esta proteína a la mem-
brana celular para interactuar con su receptor de membrana 
(EphR) y potenciar su actividad tirosin-kinasa. 

Las técnicas de inmunohistoquímica utilizadas en este 
estudio son fácilmente reproducibles en la práctica clínica 
habitual, por lo que la detección de ephrinB2 con predomi-
nancia en el citoplasma de células tumorales en muestras 
histológicas de cáncer papilar de tiroides, podría utilizarse 
como método complementario a los clásicos de etapifica-
ción en el estudio de esta neoplasia.
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