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RESUMEN.  

Este trabajo se llevó a cabo con la finalidad de examinar el patrón de expresión inmunohistoqu ímico de la actividad de proliferación celular mediante Ki-

67 y su relación con los distintos grados de diferenciación de carcinoma epidermoide de cuello uterino. Seleccionamos aleatoriamente 50 biopsias de 

cuello uterino de los archivos del departamento de Patología, Facultad de Medicina de la Universidad de Valencia, obtenidas entre la década de los 

años 1940 y 1980. Para la determinación del ant ígeno de proliferación celular Ki-67 utilizamos un anticuerpo monoclonal clon MIB-1. El estudio 

histopatológico de las 50 biopsias cervicales confirmó el diagnóstico previo de carcinoma epidermoide. A manera general, las muestras presentaron 

buen estado de conservación. Los carcinomas epidermoides de nuestra serie se agruparon de acuerdo al grado de diferenciación tumoral y de estos el 

76% (38/50) reveló expresión del antígeno Ki-67, con una intensidad entre moderada/alta, independientemente del grado de diferenciación tumoral. La 

expresión marcada de Ki-67 es característico de la lesión neoplásica invasora del cuello uterino.  
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Introduccion      

INTRODUCCIÓN. 
  
  
El carcinoma de cuello uterino representa el segundo cáncer más común en la mujer a nivel mundial y es la primera causa de mortalidad femenina en 

los países en v ías de desarrollo (Vizcaino et al, 2000; Bekkers et al, 2004). La estrecha relación existente entre el Virus Papiloma Humano (VPH) y el 

cáncer de cuello uterino está bien establecido basada en las evidencias moleculares como resultado de las investigaciones sobre la carcinogénesis 

cervical, que indican que dicho proceso se inicia con una infección persistente por ciertos  tipos de VPH de alto riesgo oncogénico, independientemente 

de la existencia de otros factores de riesgo, cumpliendo de ésta forma un papel causal en la transformación maligna de las células epiteliales de la 

mucosa cervical (Bosch et al, 1995; Walboomers et al, 1999; Muñoz et al 2003; Clifford et al, 2003). 

  

La infección de las células cervicales por el VPH se manifiesta mediante cambios en la funci ón de los productos de los genes y la detección de estas 

alteraciones podría ser de gran importancia en la pesquisa, diagnóstico y pronóstico de la neoplasia cervical. Existen una serie de marcadores de tumor 
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cuya utilidad  se eval úa continuamente, entre ellos se incluyen PCNA, Ki-67, ciclina E, p16INK4a, Ant ígeno MN, CEA y telomerasa, todos ellos para el 

reconocimiento de lesión neoplásica tanto de origen escamoso como glandular asociadas a infección por VPH oncogénico y también para dilucidar el 

origen de las atipias epiteliales (Keating et al, 2001). 

  

La actividad proliferativa de un tumor se mide mediante la expresión inmunohistiquímica del  antígeno asociado a proliferación celular  Ki-67 , el cual se 

expresa exclusivamente en el núcleo de las células que se encuentran en fase de proliferación (G1, S, G2 y M) y no se detecta en aquellas en fase G0, 

en reposo (Robbins, 2000). En el caso de la enfermedad neoplásica del cuello uterino, la medición inmunohistoqu ímica de Ki-67 se utiliza para predecir 

la progresión de la neoplasia intraepitelial cervical grados 1 / 2 a carcinoma in situ e igualmente para determinar el grado de agresividad tumoral y 

metástasis, demostrando as í tener valor pronóstico (Keating et al, 2001; Kruse et al, 2003). Por otra parte, la interacción de las oncoproteinas virales de 

los VPH de alto riesgo con las proteínas reguladoras del ciclo celular p53 y pRb   que ocurre en la neoplasia cervical invasora, puede verse reflejada 

entre otras, mediante la expresión anormal de Ki-67 (Bar et al, 1996;  Yaziji y Grown, 2001; Pahuja et al, 2003). 

  

Según Brown y Gatter (1990) el anticuerpo monoclonal Ki-67 es un recurso fácil y rápido para evaluar con exactitud la fracción de crecimiento de las 

neoplasias humanas, afirmación que comparten Sahebali et al 2003 quienes sugieren que se utilice como parte del panel de procedimientos para 

complementar la pesquisa y diagnóstico del cáncer cervical y sus lesiones precursoras. 

  

La utilidad de la evaluación de la expresión de Ki-67 en combinación con otros biomarcadores y la presencia de ADN -VPH como complemento en el 

diagnóstico del cáncer de cuello uterino y sus lesiones precursoras se ha demostrado mediante la elevada expresi ón de estos parámetros en el 

espectro de lesiones neoplásicas del cérvix (Al-Saleh et al, 1995; Keating et al, 2001; Cameron et al, 2002; Pirog et al, 2002; Agoff et al, 2003; Carrilho 

et al, 2005). 

  

Este estudio se llev ó a cabo con la finalidad de examinar el patrón de expresión inmunohistoquímico de la actividad de proliferaci ón celular mediante Ki-

67 y su relación con los distintos grados de diferenciación de carcinoma epidermoide de cuello uterino. 

  

  

Material y Métodos      

MATERIALES Y MÉTODOS.  

  

Material.  

Seleccionamos aleatoriamente 50 biopsias de cuello uterino de los archivos del departamento de Patología, Facultad de Medicina de la Universidad de 

Valencia, obtenidas entre la década de los años 1940 y 1980; estas muestras de tejido fueron fijadas en formalina  buferada al 10% e incluidas en 

parafina. Se realizaron cortes en blanco de 3 a 5 micras y se recolectaron en láminas con poly -L-lisine para estudio inmunohistoqu ímico. Uno de los 

cortes se tiñó con la técnica de  Hematoxilina -Eosina (HE) convencional para corroborar la presencia del tumor y grado de conservación de la muestra. 

  

  

Metodolog ía.  

Para la determinación del ant ígeno de proliferación celular Ki-67, utilizamos un anticuerpo monoclonal anti Ki-67 humano clon MIB-1 (DakoCytomation, 

Denmark A/S), que permite realizar un ensayo inmunohistoquímico cualitativo para la evaluación  de la expresión del antígeno de proliferación celular, 

sobre cortes de tejido fijados con formalina e incluidos en parafina.  Previo a la inmunotinción, las muestras de tejido se dejaron durante toda la noche a 

37 ºC y el día del ensayo se colocaron 15 minutos en la estufa de 60ºC; para desparafinar se incluyeron en xilol (varios pasos) y luego para hidratar en 

alcoholes graduales (90º, 80 º y 70º). La recuperación antigénica se realizó con una solución de citrato buffer previamente diluido al 1:10 en el autoclave, 

durante 3 minutos. 

El proceso de inmunotinción se inicia con la aplicación de 200 microlitros de reactivo bloqueante de peroxidasa endógena metanol-H2O2 al 3% 

previamente preparado e incubamos las muestras durante 20 minutos a temperatura ambiente.  Luego bloqueamos la colágena con 200 microlitros de 

una solución de suero de caballo al 20% y dejamos durante 15 minutos. Sin lavar, cubrimos las muestras con 200 microlitros del reactivo de anticuerpo 

anti -Ki-67 clon MIB-1 recién diluido 1:50 durante1 hora.  Posteriormente añadimos 200 microlitros del anticuerpo secundario dilución 1:200, 15 minutos. 

Seguido el complejo avidita -biotina al 10%, durante 15 minutos. Entre pasos, eliminamos el exceso de reactivo y enjuagamos cada vez, 3 veces con 

PBS. Finalmente, revelamos la reacción introduciendo las muestras en una solución de sustrato cromógeno DAB preparada unos minutos antes de usar 

e inmediatamente llevamos la muestra a estufa de 37ºC, durante 3 minutos.  Sumergimos la muestra en hematoxilina de Harris durante 12-15 segundos 

para contrastrar.  
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Interpretación de los resultados de la inmunotinción para Ki-67. 

Para determinar el patrón de expresión de Ki-67 realizamos un contaje celular abarcando aproximadamente 1000 células (15 campos microscópicos). 

Se consideró una reacción positiva cuando la célula mostr ó un núcleo intensamente teñido de marrón y para la distribución de estas se utilizó la escala 

semicuantitativa descrita por Mirhashemi et al 2003:          

            Mínima: menos del 10% de células positivas. 

            Moderada: entre el 10% y el 50% de células positivas.  

            Alta: más del 50% de células positivas. 

La figura N º1 muestra un ejemplo de cómo observamos la expresión inmunohistoquímica de Ki -67 en uno de los casos de carcinoma epidermoide de 

nuestra serie.  

  

  

  

    
FIGURA Nº 1. Caso 70C-20969. A. Carcinoma epidermoide anaplásico de cérvix (HE) 400X. B. El mismo caso con inmunotinción 
positiva para Ki-67 (núcleos teñidos de marrón). 400X. 

 
 

Resultados      

El estudio histopatológico de las 50 biopsias cervicales confirmó el diagnóstico previo de carcinoma epidermoide de cuello uterino, considerando los 

criterios histopatológicos estandar establecidos por Wright et al 1994; a manera general, las muestras presentaron buen estado de 
conservación, a excepción de 3 casos cuyas muestras de tejido eran diminutas y se encontraban artefactadas. 

Los 50 carcinomas epidermoides se agruparon de acuerdo al grado de diferenciación tumoral  y as í obtuvimos 10 carcinomas epidermoides maduros y 

bien diferenciados, 10 moderamente diferenciados, 10 inmaduros (pobremente diferenciados), 10 inmaduros e indiferenciados (muy mal diferenciados) 

y finalmente un grupo de 10 carcinomas denominados misceláneos que incluyó 7 casos de carcinoma epidermoide anaplásico (con ausencia total de 

diferenciación) y 3 carcinomas de células pequeñas. 
   
En la  FIGURA Nº 2 se representa el porcentaje de expresión inmunohistoquímica de Ki-67 en los casos de carcinoma epidermoide estudiados. El 76% 

de los carcinomas epidermoides de cuello uterino fueron positivos para Ki-67, con inmunoreactividad entre moderada y alta. 

  
En la  TABLA N º I se muestra el n úmero de casos de carcinoma epidermoide con expresión de Ki-67 de acuerdo a al grado de diferenciaci ón tumoral. 
Se observó expresión de Ki-67   en todos los grados de tumor epidermoide del cuello uterino. 
  
                                                                                                      Expresión de Ki-67 

  
Grado de diferenciación tumoral  

  
Mínima  

  
Moderada/Alta  
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           Total                                                                                    12                             38  
             
Hubo 2 casos de carcinoma epidermoide cervical que presentaron áreas de carcinoma in situ y de atipia coilocitótica asociadas; la mayor expresión de 
Ki-67 (77%) se apreció en el área de carcinoma in situ más que en la coilocitosis que fue de 58% (estos datos no se muestran).  
Las zonas de epitelio cervical (tanto escamoso como endocervical) con características histológicas normales adyacentes al tumor y presentes en 6 de 
los 50 casos de carcinoma epidermoide de este estudio, mostraron algunos núcleos con tinción marrón de poca intensidad y sólo a nivel de las células 
que estaban inmediatamente por encima de la membrana basal. Imagen semejante revelaron las células inflamatorias que se diferenciaban bien del 
resto de la población celular normal y neoplásica.  
  

  

    
FIGURA Nº 2. Se representa el porcentaje de expresión inmunohistoquímica de Ki-67 en los casos de carcinoma epidermoide 
estudiados. 

 
 

Carcinoma bien diferenciado  2 8 
Carcinoma moderadamente diferenciado 2 8 

Carcinoma inmaduro  2 8 

Carcinoma inmaduro e indiferenciado  3 7 

Misceláneos 3 7 

Discusi ón      

DISCUSIÓN. 

Las mediciones de la proliferación celular y anormalidades en el contenido nuclear de ADN se han evaluado ampliamente en varios tumores como un 

marcador adjunto de diagnóstico y pronóstico (Stoler, 2003).  

  

En el estudio de la neoplasia cervical estos índices de proliferación podrían ser relevantes ya que como es sabido, en la carcinog énesis del cuello 

uterino están involucradas las oncoproteínas de un VPH de alto riesgo, que alteran el control del ciclo celular e inducen una proliferaci ón celular masiva 

y descontrolada. Este hecho quedaría reflejado en la expresión inmunohistoqu ímica excesiva del antígeno de proliferación celular Ki-67, tanto en las 

lesiones intraepiteliales como en las invasoras. 

  

Yaziji y Gown (2001) plasman una revisión de la utilidad de las técnicas de inmunohistoquímica en la evaluación de malignidades ginecológicas, 

señalando por ejemplo que, espec íficamente en cuello uterino el tejido displásico desarrollado está asociado con alteraciones cualitativas y cuantitativas 

de Ki-67. 

  

En este estudio, el 76% (38/50) de los casos de carcinoma epidermoide cervicales mostró inmunoreacción positiva para Ki-67 entre moderada y alta; los 

12 casos restantes también revelaron inmunotinción aunque mínima. Estos resultados son similares a los obtenidos por Bar et al 1996 y Agoff et al 
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2003. En otras investigaciones se encontraron porcentajes de expresión de Ki-67 en carcinomas epidermoides cervicales en un rango comprendido 

entre el 50% y 80%; nuestros resultados también encajan en este rango (Garzetti et al, 1995; Carrilho et al, 2003).  

  

En esta serie siempre hubo expresión de Ki-67 independientemente del grado de diferenciación tumoral a diferencia de otros estudios en los que 

obtuvieron resultados variables en relación al grado histológico del tumor cervical. Kedzia et al en el 2002 analizaron la expresión de Ki-67 y otros 

biomarcadores en células de cáncer cervical, encontraron que aquellos carcinomas pobremente diferenciados revelaron mas alteraciones en los 

parámetros estudiados, considerando a estos hallazgos de mal pronóstico. En el caso del estudio realizado por Carrilho y colaboradores (2003) en 

mujeres de Mozambique, sobre 47 carcinomas de cuello uterino concluyen que la expresión Ki-67 (55,5%) está asociada a este tumor, principalmente al 

histotipo escamoso keratinizante (bien diferenciado).  Garzetti et al 1995 indican que el índice de proliferación celular medido con MIB-1 fue elevado 

pero sin correlacionarse con el grado histológico; la positividad celular fue de 49,9% en los carcinomas grado 1 y de 50% en los de grado 2 y 3. Pahuja y 

colaboradores en el  2003 evaluaron 18 carcinomas epidermoides de varios grados de diferenciación  y una elevada expresión de Ki-67 se observó en 

aquellos carcinomas pobremente diferenciados. 

  

La variabilidad en el porcentaje de expresión y extensión del antígeno Ki-67 en carcinomas de cuello uterino e inclusive en las lesiones cervicales 

preinvasivas podría atribuirse a varios factores, entre ellos a diferentes metodologías aplicadas, tipos de anticuerpos utilizados, recuperación antigénica, 

métodos de evaluación de la expresi ón antig énica (cualitativos, semi-cuantitativos, cuantitativos) y a diferencias en la calidad de la preservación del 

material de tejido original (Carrilho et al, 2003).  
  
La mayoría de la publicaciones recientes en relación a la inmunoexpresión de Ki-67 en lesiones del cuello uterino se han realizado sobre material tisular 

proveniente de lesiones precursoras del carcinoma invasor mostrando que la respuesta de Ki-67 se eleva a medida que aumenta la severidad de la 

lesión (Keating et al, 2001; Kruse et al, 2003; Carrillo et al, 2005). En este trabajo hubo 2 casos de carcinoma epidermoide cervical que presentaron 

áreas de carcinoma in situ y de atipia coilocit ótica; la mayor expresión de Ki-67 (77%) se apreció en el área de carcinoma in situ más que en la 

coilocitosis que fue de 58%. Estos resultados coinciden con los anteriormente citados en que la mayor expresión de Ki-67 se aprecia en aquellas áreas 

compatibles con lesión intraepitelial cervical de alto grado grado. 

  

  

Conclusiones       

CONCLUSIONES.  

  

1. El 76% (38/50) de los carcinomas epidermoides de cuello uterino expresó Ki-67, con una intensidad entre moderada / alta, 

independientemente del grado de diferenciación tumoral.  

2. La expresión marcada de Ki-67 es característico de la lesión neoplásica invasiva del cuello uterino.  

3. La inmunoreactividad de Ki-67 puede verse afectada por una serie de factores entre ellos, una fijación inadecuada del tejido así como 

tejidos muy antiguos preservados en condiciones desconocidas.  

4. Es fundamental la determinación de la presencia de ADN-VPH y tipificación en las muestras de tejido de cuello uterino para establecer una 

relación con la expresión inmunohistoquímica de Ki-67. 
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