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Abstract

Immunohistochemical detection of parafibromin in parathyroid pathology

Introduction: The definitive diagnosis of parathyroid cancer is extremely difficult, from the clinical
approach to the molecular diagnosis. A gene mutation was detected recently in patients with parathyroid
cancer. It is a suppressor tumor gene called HRPT2, which codifies for a protein that participates in PAF1
complex, the parafibromin. It has been observed that the expression of this protein it’s altered in parathyroid
cancer, what would serve like method of diagnosis by immunohystochemistry, with a sensitivity and speci-
ficity of 73-96% and 99-100%, respectively. Material and Method: The anti-parafibromin immunohysto-
chemistry staining was made in 23 parathyroids tissue samples (5 adenomas, 6 hyperplasia, 7 normal and 5
carcinomas). Results: A positive pattern is observed in almost 100% of benign pathology and 100% in normal
tissue. In the cases of carcinoma only 2 of 5 had a strong positivity. Conclusions: The pathological clinical
correlation does not allow the association of the loss of parafibromin immunoreactivity in some unequivocal
cases of parathyroid cancer. The parafibromin immunostaining does not allow to discriminate between benign
or malign pathologies.
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Resumen

Introduccién: El diagnoéstico definitivo de cancer de paratiroides es extremadamente dificil, desde
el acercamiento clinico hasta el diagnostico molecular. Se detectd recientemente en pacientes con cancer
de paratirodes un gen supresor de tumor mutado (HRPT2), que codifica para una proteina que participa en
el complejo PAF1, la parafibromina. Se ha observado que la expresion de esta proteina esté alterada en los
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casos de cancer de paratiroides, lo que serviria como método de diagndstico por inmunohistoquimica, con
una sensibilidad y especificidad de 73-96% y 99-100%, respectivamente. Material y Método: Se realizo
tincion inmunohistoquimica anti parafibromina en 23 muestras de tejido paratiroideo (5 adenomas, 6 hiper-
plasias, 7 normales y 5 carcinomas). Resultados: Se observa un patron positivo fuerte en casi 100% de la
patologia benigna y 100% en tejido normal. En los casos de carcinoma sélo 2 de 5 tenian positividad fuerte.
Conclusiones: La correlacion clinico patoldgica no permite asociar la pérdida de tincion de parafibromina
en algunos casos de cancer inequivocos. La tincion de parafibromina no permite discriminar entre patologia

benigna y maligna.

Palabras clave: Parafibromina, cancer de paratiroides, HRPT2, inmunohistoquimica.

Introduccion

El cancer de paratiroides corresponde a una en-
fermedad poco frecuente y en las principales series
reportadas con pacientes con hiperparatiroidismo
primario (HPT Irio), su incidencia es menor a un
1% en EEUU y Europa'?. La dificultad es distinguir
clinicamente, macroscOpicamente y microscopi-
camente las neoplasias benignas de las malignas;
lo que continta siendo un desafio diagnostico. La
importancia de esta distincion es critica para el
enfrentamiento clinico-quirurgico. Algunos autores
japoneses, donde esta patologia es mas frecuente
(5% de los HPT Irio), han intentado determinar
factores clinicos de sospecha, determinando que
niveles mas elevados de PTH, Fosfatasas Alcalinas
y de calcemia, junto con Densidad Osea disminuida
en el tercio distal del radio, serian factores predicto-
res de patologia maligna en hiperparatiroidismo®. El
diagnostico histologico se basa en caracteristicas de
invasion de capsula o del tejido linfatico y vascular,
sin tener hallazgos patognomonicos que den certeza
al diagndstico. Es por esto que algunos patdlogos
catalogan tumores paratiroides sospechosos como
equivocal carcinoma, que lleva a mantener al pa-
ciente en observacion estricta. El Gold Standard en
el diagnoéstico de estos pacientes es la aparicion de
metastasis o recidiva local.

De esta forma, se han realizado esfuerzos para
identificar mutaciones que apoyen el diagnoéstico.
Se ha descrito mutaciones de los genes Rb, PRADI
y Ciclina 1 sin impacto real en el diagndstico, ya
que también se han encontrado en patologia benigna
(adenoma).

Ultimamente se ha descrito el gen que codifica
una proteina que participa del complejo PAF1, es la
parafibromina, que actia como parte de este comple-
jo afectando la metilacion de histonas, aumentando
la capacidad de reclutar la RNA pol II. El gen se
llama HRPT?2 y ha sido considerado como supresor
de tumor. Mutaciones especificas en ¢l han sido de-
tectadas especialmente en pacientes con Carcinoma
de Paratiroides y en casos de adenoma asociado al
Sindrome de Hiperparatiroidismo asociado a Tumor
Mandibular (HPT-JT) y Quistes de Paratiroides,
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paciente que tienen mayor riesgo de cancer de pa-
ratiroides*°.

Un estudio multicéntrico que incluye 52 casos de
cancer de paratiroides, evalu6 la expresion de esta
proteina por inmunohistoquimica, con el uso de un
anticuerpo monoclonal anti parafibromina. Compa-
rando con muestras de patologia benigna lograron
determinar que existe una marcada pérdida de la
marcacion de la parafibromina en los casos de can-
cer. Estos autores utilizaron una escala subjetiva de-
terminando un patron de pérdida de tincion: Tincion
difusa, pérdida de tincion focal y pérdida de tincion
difusa. Asociado a la determinacion de intensidad
de la tincion de 1 a 3. Segun esta evaluacion ellos
determinaron una sensibilidad y especificidad de
96% vy 99%, respectivamente, en cuanto a pérdida
de inmunoreactividad de parafibromina en casos de
Cancer de Paratiroides®.

Otro grupo, evidenci6 que la marcacién nuclear
de parafibromina se encuentra positiva en el 98%
de los casos de Patologia Paratiroidea Benigna no
asociada a sindrome de HPT-JT, teniendo marcacion
negativa sélo 2/79 casos de adenoma paratiroideo.
En los casos de patologia maligna de paratiroides
encontraron un 73% de marcacion totalmente nega-
tiva nuclear. Existe un 20% de marcacion débil y un
7% (1/15 casos) con marcacion positiva nuclear’.
Estos autores, a diferencia de la publicacion anterior
utilizaron una clasificacion de intensidad de tincion
en que la tincioén de > del 95% de las células se cla-
sifica como tincion fuerte, < del 50% de las células
tefiidas es una tincion débil, y la ausencia de tincion
nuclear con un control interno (tejido estromal) po-
sitivo claro se clasifica como tincion negativa.

El objetivo de nuestro trabajo fue describir los
patrones de tincion nuclear en tejido paratiroideo
normal, patologia benigna y cancer de paratiroides,
como posible método de apoyo diagndstico en el
diagnostico diferencial.

Material y Método

Se obtuvo muestras de tejido paratiroideo normal
y patolégico de pacientes intervenidos por los auto-
res. Se incluyd 5 muestras de pacientes intervenidos
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por hiperparatiroidismo primario con diagndstico
final de adenoma paratiroideo, 6 muestras de pacien-
tes con hiperparatiroidismo secundario a insuficien-
cia renal con diagndstico histologico de hiperplasia
paratiroidea, 7 muestras de paratiroides normales de
pacientes sometidos a tiroidectomia total (reseccion
inadvertida) y 5 casos de cancer de paratiroides.
Todos casos intervenidos entre el afio 2000 y 2006.

La técnica de tincién inmunohistoquimica fue
llevada a cabo por un solo profesional, utilizando
anticuerpo policlonal anti parafibromina (mouse-
Chemicon) en una dilucion de 1:100. Las muestras
fueron desparafinadas y rehidratadas en bateria de
alcoholes, luego fueron sometidas a recuperacion
antigénica en buffer TRIS a 60°C por 60 min. El an-
ticuerpo primario fue incubado toda la noche a 4° C.
Se utiliz6 un anticuerpo secundario IgG anti- mouse
asociado a HRP. Se utilizé como control positivo
la tinciéon de muestras de tejido normal y control
negativo se utilizé las mismas muestras omitiendo
el anticuerpo primario.

Ademas se obtuvo cortes de cada muestra para
tincion con Hematoxilina Eosina (H&E) para el
control histopatoldgico. Todas las muestras fueron
analizadas por un solo patélogo (L.M.).

Se definid6 un patron de tincion de porcentaje
de células tefiidas y de intensidad de la tincion nu-
clear. Se considerd como tincion positiva fuerte si
las muestras presentaban > del 80% de sus células
marcadas, Tincion positiva débil cuando presentaba
< del 80% de marcacion. Tincién negativa cuando
existiera solo tejido con ausencia total de marcacion
nuclear un adecuado control interno positivo (tejido
estromal positivo). La intensidad de marcacion se
clasifico seglin la escala semicuantitativa de +, ++y
+++. Considerando el porcentaje de la mayor inten-
sidad de marcacion nuclear.

Los pacientes catalogados como carcinoma de
paratiroides fueron seguidos clinicamente mediante
la revision de sus fichas clinicas y mediante llamado
telefonico.

Los datos de correlacion histologico, de tincion

de parafibromina y seguimiento clinico fueron rea-
lizados por otro autor.

Resultados

Se realiz6 la tincién de parafibromina en 23 ca-
sos. Todos los casos fueron rediagnosticados histo-
patolégicamente por un solo patélogo utilizando la
tincion H&E. De esta forma se confirm¢é los diag-
nosticos de Adenoma, Hiperplasia y tejido normal.
En cuanto a los casos de carcinoma de paratiroides
de rediagnosticaron como inequivocos (ante la pre-
sencia de invasion vascular o de tejidos vecinos) y
sospechosos (ante presencia de invasion capsular
pero ausencia de otros patrones) (Figura 1).

En la evaluacion de la tincion de parafibromina
se clasifico como tincidén positiva fuerte 7/7 casos
de tejido normal, 6/6 casos de tejido hiperplasico,
4/5 casos de adenoma y 2/5 casos de carcinoma de
paratiroides (Tabla 1).

En algunos casos de patologia benigna (adenoma
e hiperplasia), se obtuvo patrones de marcacion
heterogéneos con disminucion de la marca hacia el
centro de la muestra, lo que determin6 una marca-
cién mas débil. De hecho el caso de adenoma cata-
logado como tincion positiva débil corresponde a un
caso de tejido con claro dafo por congelacion, ya
que habia sido utilizado en biopsia contemporanea.

Los casos de cancer de paratiroides presentaron

Tabla 1. Tejido paratiroideo normal y patolégico
clasificado segiin tincion positiva fuerte de
parafibromina nuclear (> 80% de las células,
con intensidad +++ en 30-50% de las células)

Tejido Tincién positiva fuerte
Adenoma 4/5
Hiperplasia 6/6
Normal 77
Carcinoma 2/5

Tabla 2. Diagnéstico histopatolégico revisado y tincién de parafibromina en casos de cancer de paratiroides

Carcinoma PT Diagnéstico HE Positivo débil
Caso 1 Ca
Caso 2 Sospecha
Caso 3 Ca + 10%
Caso 4 Sospecha + 10%
Caso 5 Sospecha ++30%
22

Positivo fuerte SEGUIMIENTO

+++ 50% Fallece por enfermedad
heterogéneo

+++30% 3 afos libre de enfermedad
heterogéneo

Fallece por rotura de AAA
Sin recidiva (3a)

3 anos libre de enfermedad

1 ano libre de enfermedad
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una marcada disminucién del por-
centaje total de células marcadas y
de la intensidad de la tinciéon como
se detalla en la Tabla 2. Llama la
atencion la heterogeneidad de la
tincion, presentando areas com-
pletamente negativas y otras con
tinciéon de mayor intensidad (+++)
(Figura 2). Asi mismo fue llamativo
encontrar areas con patrén histo-
patoldgico inequivoco de invasion
con marcacion positiva 100% (+++)
(Figura 3).

Al realizar la correlacion clinico
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Figura 1. Tincion Hematoxilina
Eosina y Tinciéon inmunohisto-
quimica Parafibromina en tejido
paratiroideo. A y B corresponde
a tejido PT normal — PFM 100%
(+++ 100%) 40X, C y D corres-
ponde a tejido hiperplasico con
foco oxifilico — PFM 100% (+++
30%) 20X, E y F corresponde a
Adenoma de células claras — PFM
+100% (+++ 50%) 20X, Gy H
corresponde a carcinoma de para-
tiroides con intensa desmoplasia,
invasion capsular y de tejido
circundante. La tincion PFM es
heterogénea con focos comple-
tamente negativos (flechas) 20X.

Figura 2. Patron
caracteristico de
pérdida focal de
tincién nuclear
en caso de can-
cer de paratiroi-
des inequivoco.
(40x).
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Figura 3. Caso de carcinoma de
paratiroides. En A se aprecia el te-
jido paratiroideo indistinguible de
la patologia benigna, pero existe
invasion capsular categorica, B y
C son aumentos del trombo tumo-
ral (40X). En D se observa tincion
positiva del trombo tumoral con
control interno positivo (tincion

de endotelio vascular — flecha).

patologica (Tabla 2) podemos ver que los casos re-
diagnosticados como céancer de paratiroides inequi-
voco han tenido evoluciones variables, un paciente
falleci6 por su enfermedad lo que confirma el diag-
noéstico y el otro paciente no ha presentado recidiva
en 3 afios de seguimiento.

Discusion

Existen reportes previos de deteccion IHQ de
PFM en Patologia PT, que son muy optimistas en
cuanto a la posible utilizacion de esta tincion en
diagnostico diferencial de patologia maligna.

Nuestros resultados apuntan a una clara tenden-
cia a la negatividad focal o marcacion débil, lo que
podria apoyar el uso en diagnostico diferencial. Sin
embargo, también observamos casos inequivocos de
cancer de paratiroides con focos de gran agresividad
(invasion vascular) con tincion maxima (+++).

Existen diferencias en los parametros arbitrarios
utilizados en la categorizacion de la tincion, en los
distintos grupos.

Desde el punto de vista técnico hay que tener es-
pecial cuidado en considerar el tipo de muestra, y a
qué proceso ha sido sometido. Por ejemplo, biopsia
contemporanea por congelacion previa que pueda
dafiar el tejido y alterar la eficiencia de la inmuno-
histoquimica.

En suma, la tincion de PFM es claramente po-
sitiva en casos de patologia benigna, con patron
de expresion difuso 100% y gran intensidad de la
marca (+++). En los casos de cancer disminuye
la intensidad y existe un patrén heterogéneo con
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focos claramente negativos. Sin embargo, areas de
alta agresividad tienen marcacion positiva intensa,
lo que quita validez al método en su aplicacion en
diagnostico diferencial y pronostico.
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