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HBME and cyclin D1 as diagnostic
markers for follicular thyroid carcinoma

Background: Follicular carcinomas account for 15% of thyroid
malignant tumors. The differential diagnosis between adenoma and minimally invasive follicular
carcinoma is difficult and lacks reproducibility especially in frozen sections. As the diagnosis depends
on finding foci of capsular invasion, multiple sections must be examined. Numerous
immunohistochemical markers have been studied for determining malignancy. Aim: To assess the
efficacy of HBME-1 and Cyclin-D1 as diagnostic markers for follicular thyroid carcinoma. Material
and method: We evaluated retrospectively 21 thyroidectomy specimens of 18 women and 3 men with
diagnosis of adenoma or follicular carcinomas, both by hematoxylin and eosin stain and by
immunohistochemistry using the avidin biotin method for the markers HBME-1 and Cyclin D1.
Results: The sensitivity and specificity of HBME-1 for the diagnosis of follicular thyroid carcinoma,
were 88.9% and 100%, respectively whereas for Cyclin D1 the sensitivity and specificity were 22.2%
and 100%, respectively. There were no false positive cases. Conclusions: HBME-1 has excellent
sensitivity and specificity for the diagnosis of follicular carcinoma (Rev Méd Chile 2004; 132: 279-84).
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os carcinomas foliculares de la glandula tiroi-
des (CFT) corresponden aproximadamente a
15% de los tumores tiroideos y su frecuencia
aumenta en regiones carentes de yodo. Se presen-
tan habitualmente como nédulos solitarios, en
adultos de mediana edad y en personas afiosas.
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Sin embargo, se pueden ver a cualquier edad y
predominan en la mujert:2,

Los criterios diagndsticos para los carcinomas
foliculares tiroideos definidos por la Organizacion
Mundial de la Salud son: 1. Extension neoplasica
al parénquima adyacente; 2. Invasién de vasos
sanguineos dentro o mas alla de la capsula y 3.
Invasién capsular.

Este Ultimo criterio es controvertido, ya que
hay discrepancia entre considerar invasién cuan-
do hay células neoplésicas extendiéndose dentro




de la capsula, sin traspasarla completamente, o si
se debe considerar invasién so6lo cuando la capsu-
la se encuentra completamente transgredida por
las células neoplésicas. De alli que los CFT se han
clasificado en dos grupos principales: los carcino-
mas minimamente invasores (CFMI) y los carcino-
mas invasores (Cl). En ambas situaciones existe
un potencial de malignidad. Sin embargo, la
presencia de crecimiento invasor, no es indicador
del grado de malignidad del tumor ni permite
establecer prondstico, pues se han visto carcino-
mas foliculares que muestran minima invasion de
la capsula o de vasos sanguineos que se han
asociado a metastasis y, al contrario, hay carcino-
mas con extenso compromiso vascular o capsular
con sobrevida prolongada, sin metastasis ni enfer-
medad recurrente por muchos afos.

El diagnéstico histolégico del carcinoma foli-
cular invasor, la mayoria de las veces es claro, en
cambio el minimamente invasor representa un
desafio aun en la biopsia diferida, pues el diag-
noéstico diferencial entre carcinoma minimamente
invasor y adenoma folicular es dificil y requiere el
estudio completo de la capsula del nédulo.

El diagnostico de carcinoma papilar tiene
criterios citologicos e histolégicos caracteristicos,
que permiten establecer su identidad con valores
predictivos positivos cercanos a 100% mediante
citologia, biopsia por aguja fina y su posterior
tipificacion histoldgica sin dificultad.

El grupo de patélogos endocrinos del Instituto
de Patologia de las Fuerzas Armadas de Estados
Unidos de América condujo un estudio detallado
de 95 casos de CFMI durante un periodo de 10
afios. Sus resultados demostraron que los CFMI
ocurren en una poblacién mas joven que otros
carcinomas foliculares invasores. No hubo diferen-
cia en la distribucion por sexo, tamafio del tumor,
presencia de mitosis, celularidad tumoral, oxifilia,
necrosis, atipia ni volumen de tumor en la capsula.

Las neoplasias de células de Hurtle merecen
una mencién especial, ya que son uno de los
temas mas controvertidos, especialmente desde el
punto de vista prondstico. Las neoplasias de
Hirtle son aquellas conformadas en mas de 75%
por células foliculares oncociticas u oxifilas. Co-
rresponden al 2 a 3% de los carcinomas de
tiroides y 20% de los carcinomas foliculares. Sin
embargo, los carcinomas de células oxifilas son
considerados por algunos investigadores como un

subtipo de carcinoma folicular tiroideo y otros los
consideran mas agresivos. La sobrevida de los
carcinomas foliculares de Hurtle a 15 afios es de
50-60%. Al parecer es similar a un carcinoma
folicular no oxifilo con el mismo grado de
invasion y tamafio.

Por todo lo anterior, desde el punto de vista
clinico, es importante precisar el diagnéstico entre
adenoma, CFMI, CFl y la variante folicular del
carcinoma papilar. Este Ultimo se basa exclusiva-
mente en el reconocimiento de los criterios
nucleares a la citologia. La puncién por aguja fina
ha demostrado ser el examen de elecciébn como
primera aproximacion al diagnéstico. Los criterios
para el diagnostico de carcinoma papilar permiten
un valor predictivo positivo cercano a 100%. En
cambio, los rangos de incertidumbre fluctdan
entre 7 y 75%, dependiendo de la experiencia en
el método. El error diagnéstico y los exdmenes no
concluyentes se producen en especial por la
presencia de criterios nucleares de carcinoma
papilar que no son exclusivos, alrededor de 40%
de las lesiones no neoplasicas y la imposibilidad
de diferenciar entre adenoma y carcinoma folicu-
lar mediante el examen citologico3>.

La literatura disponible para establecer diag-
noéstico y pronostico de los carcinomas foliculares
es extensa; incluye estudios inmunohistoquimicos,
marcadores de proliferacién, citometria de flujo,
andlisis cromosomal, citogenética, estudio de ploi-
dia del ADN, analisis de actividad oncogénica, etc.
Sin embargo, adin no se logra encontrar un
examen que ayude claramente a determinar la
conducta biolégica ni el pronéstico de una neo-
plasia folicular en particular.

El HBME-1, desarrollado contra un antigeno
desconocido de la superficie de las microvello-
sidades de las células mesoteliales ha mostrado
reactividad en cortes histolégicos de neoplasias
malignas del tiroides, hasta en 56% de los casos.
En una serie, 8 de 14 citologias malignas
resultaron tener reactividad para HBME-1. Las
10 lesiones benignas estudiadas fueron negati-
vas para HBME-1, demostrando no tener falsos
positivos®.

En la serie de Sack y cols, los casos que
resultaron negativos correspondieron a casos con-
siderados hibridos®.

Otro marcador es la ciclina D1, un regulador de
la progresion del ciclo celular de G1 a S, codificado



Tabla 1. Reactivos

Reactivo Laboratorio Dilucion tiempo (min)
Ciclina D1 Biogenex Monoclonal Prediluido 120
HBME-1 Dako Monoclonal 1:40 25

por un gen en el cromosoma 11g13. Se sobreexpre-
sa en numerosos tumores, incluso sin que exista
alteracion del gen, en algunos casos. En recientes
estudios se ha planteado que la ciclina D1 tiene un
rol en la génesis tumoral tiroidea. Zous y cols,
encontraron un aumento de 4 a 5 veces en la
expresion de ciclina D1 al comparar carcinomas
papilares con bocios multinodulares. Erickson y
cols encontraron 18% de sobreexpresion de ciclina
D1 en carcinomas foliculares de Hurtle comparado
con 1% hallado en adenomas?.

El objetivo de este trabajo fue corroborar la
utilidad de estos dos marcadores inmunohistoqui-
micos como herramienta diagndstica de carcino-
ma folicular del tiroides en especial del carcinoma
folicular y la variedad oxifila.

MATERIAL Y METODO

Se seleccionaron 21 casos de neoplasias folicula-
res tiroideas, revisadas por dos pat6logos. Los
nédulos fueron estudiados en su totalidad, en
cortes de 3 mm de espesor, fijados en formalina
neutra al 10%, los cortes en parafina de 4
micrones fueron motados en laminas tefiidas con
hematoxilina eosina. Utilizando los criterios para
adenoma, CFMI, Cl y de neoplasia oxifila de la
Organizacion Mundial de la Salud.

Se realiz6 técnica de inmunohistoquimica en
cortes de 4 micrones, obtenidos de bloques de
parafina, mediante técnica de avidina biotina con
recuperacion de antigenos mediante microondas.

Se utilizo el anticuerpo HBME-1 de Dako, 1:40,
incubado 25 min en buffer citrato pH6 con
complejo avidina-biotina peroxidasa.

Se utilizd el anticuerpo ciclina D1 de Bioge-
nex, prediluido, incubado por 120 min, en buffer
citrato pH6 (Tabla 1).

Se analizaron los resultados considerando po-
sitiva la tincion de membrana fina y granular

citoplasmatica en el caso de HBME-1 y la tincion
nuclear en la ciclina D1.

Se realizaron con posterioridad desgastes mul-
tiples de las inclusiones, en los casos con discor-
dancia diagnéstica entre el estudio convencional y
el anélisis inmunohistoquimico.

REsuLTADOS

De los 21 casos, 18 correspondieron a mujeres y 3
a hombres. La edad de los pacientes fluctuo entre
16 y 59 afios, los pacientes con carcinoma entre 16
y 54 afios y los pacientes con adenoma entre los
35 y 54 afios.

Se diagnosticaron mediante el examen histol6-
gico convencional, 5 adenomas foliculares, 6
carcinomas foliculares invasores y 10 carcinomas
foliculares minimamente invasores.

14/21 pacientes tenian hiperplasia nodular y 7
tiroiditis crénica asociada.

En la muestra 14/21 casos correspondieron a
neoplasias de Hurtle (Figura 1).

Ficura 1. Macroscopia de neoplasia folicular oncociti-
ca. Nodulo bien delimitado por céapsula fibrosa con
area de hemorragia.



Tabla 2. Resultados segin compromiso histolégico y estudio inmunohistoquimico

Caso Edad Tamafo Capsula Tiroides HBME1 Ciclina D1 Dg.
afos cm \ecino
1 49 14 + + + - Ca invasor
2 - 45 + - + - CFEMI
3 53 1,3 + - + - CFEMI
4 54 1 - - - - Adenoma
5 35 2 - - - - Adenoma
6 39 2,5 + - + - CFMI
7 - 0,8 + + + - Ca invasor
8 - 1,2 + + - - Ca invasor
9 48 4,8 + + + - Ca invasor
10 46 1,5 + + + + Ca invasor
11 46 1 + - + - CFEMI
12 57 5 + - + + CFEMI
13 44 6,5 + - + - CFEMI
14 39 2,5 - - - - Adenoma
15 55 2,5 + + + - Ca invasor
16 51 3,5 + - + - CFEMI
17 16 1,8 - - + - CFMI
18 59 1,5 + - + - CFMI
19 47 4,0 + - + + CFMI
20 47 3,5 - - + + CFMI
21 29 3,0 + - - - CFMI
16-59 0,8-6,5

CFMI: Carcinoma folicular minimamente invasor

El tamafio de los adenomas fluctué entre
1y 2,5cmy el de los carcinomas entre 0,8 y
6,5 cm.

Los resultados luego del andlisis inmunohisto-
quimico estan representados en la Tabla 2. El
tejido normal, con hiperplasia o tiroiditis crénica
fue negativo para ambos marcadores. De las 5
lesiones previamente diagnosticadas como ade-
nomas, 3 resultaron negativas para HBME-1, las
dos lesiones positivas al ser estudiadas con
numerosos desgastes a partir de sus inclusiones,
revelaron un foco microscépico de invasion de la
cadpsula del nddulo, sin extensién al parénquima
vecino (Figura 2).

Los 3 adenomas foliculares fueron negativos
para ciclina D1.

Los 6 Cl presentaban infiltracion inequivoca a
la histologia corriente, 4/6 fueron positivos para
HBMEL1 (Figuras 3 y 4) y 2/6 fueron negativos. En

relacion a la ciclina D1 sélo 1/6 fue positivo débil,
focal.

En los de 10 CFMI diagnosticados con histolo-
gia corriente, 9 fueron positivos para HBMEL; 6 de
ellos fueron intensamente positivos, mientras que
3 fueron positivos débiles, focales. Uno de los
casos fue negativo y correspondi6 a una variedad
histoldgica clasica, mientras que todos los oxifilos
fueron positivos.

La tincion con ciclina D1 en los carcinomas
minimamente invasores resultd negativa en 7/10
casos y positivo focal, débil en 3/10 (Figura 5).

El tejido tiroideo adyacente al tumor no pre-
sentd tincién para ciclina D1, como tampoco el
tejido hiperplasico ni el con tiroiditis crénica.

En esta pequefia serie la sensibilidad del
HBME-1 para el diagnostico de carcinoma fue de
88,9% mientras que para la ciclina D1, fue de
22,2%.



La especificidad para ambos marcadores fue
de 100%. El valor predictivo positivo del HBME-1
fue de 100%.

Discusion

Los nédulos tiroideos son una patologia frecuente
en la poblacién y es necesario establecer pardme-
tros para su diagnoéstico preciso y asi definir su
tratamiento y prondstico.

Ficura 2. Carcinoma folicular minimamente invasor.
Proliferacion folicular con compromiso capsular fo-
cal, microscépico, sin extension al parénquima tiroi-
deo adyacente (Hematoxilina - eosina 40x).

Ficura 4. Tincion inmunohistoquimica con HBME-1
positiva en posicion de membrana y citoplasmatica
en carcinoma folicular tiroideo (HBME-1 400x).

El diagnostico de carcinoma papilar y la variante
folicular de carcinoma papilar, en general, se esta-
blece mediante pardmetros morfolégicos y no re-
quiere de técnicas complementarias salvo casos muy
complejos. El valor predictivo positivo de la citologia
en cancer papilar alcanza valores de 99 a 100%.

Ficura 3. Carcinoma folicular invasor. Proliferacion
microfolicular con abundantes brotes neoplasicos en
parénquima tiroideo mas alla de la capsula. Este caso
simula hiperplasia nodular. La neoplasia es positiva
para HBME-1 el tejido sano es negativo (HBME-1 40x).

Ficura 5. Tincién inmunohistoquimica con Ciclina D1
positiva débil y focal en posicién nuclear, en caso de
carcinoma folicular tiroideo (Ciclina D1 400x).



Las neoplasias foliculares no permiten definir
por citologia su comportamiento biolégico. Nu-
merosos estudios no han arrojado un marcador
confiable pues tienen falsos positivos en el tejido
con tiroiditis vecino al tumor.

Seria deseable contar con marcadores inmuno-
histoquimicos especificos que, evaluados sobre el
tejido morfolégicamente neoplasico, nos permitan
tipificar lesiones de curso maligno. En esta muestra
aunque reducida, la ciclina D1 demostré ser un
marcador especifico en céncer tiroideo y no pre-
sento falsos positivos. Sin embargo, su sensibilidad
es baja, 22,2%. Por lo tanto, su utilidad es restringi-
da para confirmar carcinoma en una biopsia diferi-
da de compleja interpretacion ni permitiria
seleccionar pacientes que pudieran evitarse la
cirugia al aplicar la técnica a una muestra obtenida
por puncion.

El marcador HBMEL, también fue especifico al
no tefiir lesiones benignas, pero éste si fue
altamente sensible para pesquisar patologia malig-
na. Una sensibilidad de 88,9% es muy deseable
para elegir un marcador de utilidad para detectar
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