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Resumen

Se realiza un estudio descriptivo de la expresión inmuno-
histoquímica de p53, BCL-2 Ki-67, C-MYC, y ciclina D1 en
40 casos de carcinoma escamoso infiltrante en relación a
parámetros morfológicos como: tamaño, estadio, invasión
vascular, invasión de cuerpo uterino, invasión de parame-
trios y metástasis ganglionares utilizando array de tejidos.
Solamente se encuentra relación entre la expresión de ci-
clina D1 y la invasión de cuerpo uterino, de forma estadísti-
camente significativa. Se observa además relación entre la
expresión de C-MYC y Ki-67LI, C-MYC y ciclina D1, y cicli-
na D1 y Ki-67LI.

Abstract

A descriptive study of p53, BCL-2, Ki-67, C-MYC and cyclin
D1 immunohistochemical expression in 40 cervical squamous
cell carcinoma using tissue arrays, was carried out. The data
obtained were related with some clinical and morphological
parameters as tumor size, vessel, uterine body and parame-
trial invasion, and lymph node metastases. The results show
only relation between cyclin D1 expression and uterine body
invasion. Then, the relationship between C-MYC and Ki-67
expression, between C-MYC and cyclin D1 expression, and
between cyclin D1 and Ki-67LI, was observed. These results
are discussed.
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Introducción

l carcinoma escamoso invasor de cuello ute-
rino es poco frecuente en nuestro medio, a

diferencia de los procesos displásicos. Ambos, car-
cinoma invasor y displasias, tienen relación con la
infección por virus del papiloma humano (VPH).
En los procesos displásicos acontece una varie-
dad de cambios genéticos que eventualmente con-
ducen al desarrollo de carcinoma escamoso inva-
sor. Estos cambios son debidos a las alteraciones
del ciclo celular que producen los VPH llamados
de alto riesgo, y en ocasiones a la integración del
propio virus en el genoma de la célula infectada.

Por otro lado, existen algunas proteínas que se
expresan o bien solamente en procesos displási-
cos y neoplásicos, o bien con mayor intensidad
en estos procesos. Estas proteínas son detecta-
bles inmunohistoquímicamente. Entre ellas, están
p53, BCL-2, Ki-67, C-MYC, y ciclina D1.

La alteración de la función de la proteína p53,
por inactivación mediante la acción de la onco-
proteína E6, juega un papel importante en el de-
sarrollo de la neoplasia cervical.1-6 Pero la altera-
ción de la función de p53 no es debida a mutación
del gen TP53,7 ya que parece ser que la muta-
ción se puede producir en estadios tardíos de la
carcinogénesis.8 En consecuencia, la mutación de
p53 no juega un papel importante en la génesis
del carcinoma escamoso de cérvix.9 La expre-
sión inmunohistoquímica de p53 es variable y
parece creciente a medida que aumenta el grado
de displasia y, en casos de carcinoma invasor, a
medida que aumenta el estadio. No se expresa
en cérvix normal.10-15 Se ha intentado dar un va-
lor pronóstico a la expresión de p53, pero no se
ha conseguido.16,17 Algunos autores encuentran
diferencias pronósticas en la expresión de p53,
en estadios IBI,18 sin que la expresión de p53 sea
un factor pronóstico independiente.15 Otros han
asociado la expresión de p53 a mal pronóstico
en casos tratados con radioterapia.19 No se ob-
serva relación entre la inmunopositividad de p53

y la positividad para VPH en tumores primarios
ni en metástasis.15,20-23

La expresión inmunohistoquímica de BCL-2 es
escasa en cérvix normal y se incrementa en dis-
plasias y cáncer.12 La inmunoexpresión de BCL-2
no es un factor predictivo de metástasis.14 Algu-
nos autores sugieren que la inmunopositividad de
BCL-2 y p53 en carcinomas escamosos de cér-
vix se asocian a infección por VPH de forma que
pueden constituir un marcador diagnóstico inde-
pendiente para cáncer cervical.23 Algunos auto-
res han observado un patrón inverso de inmuno-
positividad entre p53 y BCL-2 de forma
estadísticamente significativa.24

La expresión de Ki-67 ha sido estudiada en le-
siones displásicas y carcinoma, observándose un
incremento de la expresión de Ki-67 acorde con
el incremento de displasia hasta el carcinoma in
situ.25 No tiene relación con la presencia de me-
tástasis ni valor pronóstico.16

Se ha demostrado expresión inmunohistoquí-
mica de C-MYC en displasias y cáncer de cérvix
uterino,26,27 incrementándose con grado de displa-
sia hasta el carcinoma.28-30 Parece que no existe
relación estadísticamente significativa entre la ex-
presión de C-MYC y el tipo de VPH o el estadio.31,32

Sin embargo, sí se ha hallado relación entre la ex-
presión de C-MYC y la producción de E6.33 En la
infección por VPH de tipo 16 y 18 se encuentra un
incremento de la expresión de C-MYC asociado a
un incremento de la expresión de p53.31

La inmunoexpresión nuclear de ciclina D1 se
observa en células parabasales y basales en cérvix
normales. Dicha inmunoexpresión disminuye al
aumentar el grado de displasia34 llegando a la au-
sencia de expresión, tanto en displasias severas
como en carcinomas escamosos infiltrantes.35 Sin
embargo, si evaluamos la inmunoexpresión cito-
plasmática de ciclina D1, observamos incremen-
to progresivo desde la displasia hasta el carcino-
ma escamoso. Ha sido mostrado que la ciclina
D1, se traslada del núcleo al citoplasma cuando la
célula está en Gi y entra en fase de síntesis.36

E
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Nuestra intención en este trabajo, es estudiar
la expresión inmunohistoquímica de algunas de
estas alteraciones genéticas, su incidencia en el
carcinoma invasor y su relación con diversos pa-
rámetros histológicos.

Material y métodos

Se estudian un total de 40 casos de carcinoma
escamoso invasor de cuello uterino procedentes
de los archivos del Servicio de Anatomía Patoló-
gica del Hospital del Mar. Se valoran los siguientes
parámetros: Tamaño tumoral, estadio, invasión
vascular, afectación del cuerpo uterino, afectación
de parametrios, y metástasis a ganglios linfáticos.
Estos datos se relacionan con la inmunoexpresión
de p53, BCL-2, Ki-67, C-MYC y ciclina D1 estu-
diada mediante array de tejidos.

Técnica de construcción de microarray

La técnica del microarray consiste en la construc-
ción de un bloque de parafina en el que se pueden
incluir cilindros de tejido de entre 0.5 y 1 mm de
diámetro, de múltiples áreas de un gran número
de casos. Para ello se seleccionan las áreas a estu-
diar en las preparaciones obtenidas previamente
y teñidas con hematoxilina-eosina. Es convenien-
te que dicha selección sea realizada por dos pa-
tólogos a doble ciego.

Una vez escogidas las áreas a estudiar, se mar-
can con un rotulador vitrográfico y se llevan al
bloque de parafina, determinando exactamente las
zonas que deben transportarse al array.

Mediante agujas de 1 mm de diámetro, se pro-
cede a pinchar las áreas «problema» en los blo-
ques de parafina «donantes», y trasladar el mate-
rial obtenido al bloque de parafina «receptor», que
constituirá el array. Las muestras se colocan ade-
cuadamente y se construye un mapa con el fin de
poder identificar cada caso. El array debe conte-
ner casos «control» y algún sistema que permita
saber cuál es el primer caso que debe leerse y en

consecuencia tener orientada la secuencia de ca-
sos que contiene el array. Deben obtenerse al
menos dos áreas por cada tumor.

Este nuevo bloque proporciona entre 100 y
200 cortes histológicos sobre los que se podrán
realizar técnicas distintas, en nuestro caso de in-
munohistoquímica. Periódicamente, cada 10 cor-
tes deberá realizarse una hematoxilina-eosina con
el fin de comprobar el buen estado de las mues-
tras a estudiar.

La principal ventaja de los microarrays es que
permite realizar estudios retrospectivos. Tiene
además una serie de ventajas respecto a técnicas
tradicionales de bloques multitisulares como son:
Aumento de la capacidad de estudio de las mues-
tras. Disminución del daño de los bloques de pa-
rafina; localización y ordenación sistemática y pre-
cisa de las muestras y posibilidad de análisis
automatizado. Dado que la tecnología de los mi-
croarrays es relativamente reciente, existen po-
cos trabajos realizados con base en esta tecnolo-
gía, entre ellos el presente.

Estudio inmunohistoquímico

Los anticuerpos utilizados, sus diluciones y recu-
peración antigénica se expresan en el cuadro I. Las
técnicas inmunohistoquímicas se realizaron según
métodos usuales. Brevemente se obtuvieron sec-
ciones en parafina de 3-4 micras, utilizando por-
taobjetos previamente tratados. Las secciones
fueron desparafinadas e hidratadas según méto-
dos usuales. Se llevó a cabo la recuperación anti-
génica. Posteriormente, se incubó con el anticuer-
po primario y se utilizó como método de
visualización el sistema EnVision (Dako Cytoma-
tion, Glostrup, Denmark). Para el revelado se uti-
lizó el cromógeno DAB y hematoxilina de Mayer
como tinción de contraste. El resultado obtenido
se observó con un microscopio óptico.

El número de células positivas para Ki-67 o lo
que es lo mismo, el índice proliferativo (IP) para
Ki-67 se obtuvo mediante el porcentaje de nú-
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cleos inmunorreactivos, en un recuento manual
de 200 células en 25xHPF para cada muestra. La
expresión de ciclina D1, se consideró positiva al
observarse en núcleo y citoplasma, y fue valorada
en ambos lugares. Todos los anticuerpos fueron
testados en los tejidos problema, a la vez que con
tejidos control previamente conocidos como
positivos y negativos. En todos ellos se evaluó el
porcentaje de células positivas, realizándose una
media aritmética entre las dos muestras corres-
pondientes a cada caso.

Detección de VPH

La hibridación in situ se realizó mediante un siste-
ma de detección «INFORM HPV» de VENTANA
basado en la hibridación in situ con sonda que
determina la presencia del virus del papiloma hu-
mano en tejido fijado en formol e incluido en pa-
rafina. Las secciones de tres micras en portaob-
jetos tratados previamente se tratan de forma
enzimática (ISH proteasa 2), para eliminar las pro-
teínas que bloquean el ADN de la célula. A conti-
nuación se realizan las siguientes etapas:

• Desnaturalización (Incubación a 75°C en SSC –
Salt Sodium Citrate Buffer) 20x/formamida.

• Incubación con sonda (Conjugada con isotiocia-
nato de fluoresceína), para virus de alto riesgo
(HPV HR probe).

• Lavado con SSC (Salt Sodium citrate Buffer)
20x/formamida.

• Amplificación y detección: La sonda conjugada
con FITC se incuba con un anticuerpo antiFITC.
Se realiza un lavado y después se incuba con un
anticuerpo anti-Ig biotinilado y con un conjuga-
do de avidina con el enzima fosfatasa alcalina
que reacciona con BICP (5bromo-4cloro-
3indolyl fosfato), en presencia de NBT (Nitro
Blue Tetrazolium: color azul en la localización
de virus).

• Lavado con SSC (Salt Sodium citrate Buffer)
20x/formamida.
Contratinción con ISH RED counterstain (Teji-

do color rosa), de ADN Papilomavirus humano
de amplio espectro VENTANA.

Las células positivas muestran el núcleo pun-
teado de azul (figura 1).

Estudio estadístico

Las variables cualitativas se resumen con su fre-
cuencia absoluta y su porcentaje correspondien-
te. Las variables continuas se resumen con su
media y desviación estándar, o con la mediana y
los cuartiles 1 y 3 en caso de no seguir una distri-
bución normal.

En los contrastes realizados en las variables
cuantitativas, se compararon los grupos utilizan-
do la prueba U de Mann-Whitney.

El nivel de significación utilizado para todos los
contrastes de hipótesis fue de 0.05.

Los datos se analizaron con el paquete estadís-
tico SPSS para Windows (versión 12.0).

Resultados

Se expresan en los cuadros II a VI
La edad media de las pacientes era de 55.7 años

con un rango entre 32 y 81 años.
El estadio de la enfermedad se expresa en el

cuadro II. La mayoría de los casos (25) estaban en
estadio IB1.

Cuadro I. Anticuerpos estudiados.

AC Casa/Clona Dilución Recup
Ciclina-D1 Dakocyt/DSC-6 1:50 AW
Ki-67 Dakocyt/MIB-1 1:100 AW
p53 Novocastra/DO-7 1:50 AW
BCL2 Biogenex/100 1:120 AW
C-MYC Dakocyt/9E10 1:50 AW

Dakocytomation (Glostrup, Denmark), Novocastra (Newcastle, UK)
Biogenex (San Ramon, CA, USA).
AW: Autoclave. Citrato a pH 7.3 a 120 aC, y 1 atmósfera de
presión.
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La presencia de VPH de alto riesgo se demos-
tró en 36 de los 40 casos (90%) con un patrón
morfológico punteado, aceptado como de inte-
gración del virus en el DNA celular.

El tanto por ciento de casos y la mediana de
células positivas se expresa en el cuadro III. Se
observó inmunorreactividad nuclear para p53 (fi-
gura 1) en 11 de los 40 casos (27.5%) con una
mediana de 12 y un rango entre 4 y 20. BCL-2
mostró inmunorreactividad citoplasmática (figu-
ra 2) en 7 casos (17.5%) con una media de célu-

las positivas de 15 y un rango entre 2 y 20. La
inmunoexpresión nuclear de Ki-67 (figura 3) se
observó en 18 casos con una media de células
positivas de 34 y un rango entre 10 y 60. Ciclina-
D1 se expresaba tanto en el citoplasma como en
el núcleo (figura 4) en 15 de los 40 casos, con una
media de células positivas de 63 y un rango entre
20 y 100. La inmunoexpresión de C-MYC (figura
5) fue observada en 25 casos (62.5%), con una
media de células positivas de 18 y un rango entre
5 y 30.

El cuadro IV muestra la relación entre los as-
pectos macro y microscópicos y los distintos
parámetros estudiados. En ella se expresa el nivel
de significación y el coeficiente de correlación de
Sperman.

Siete casos medían menos de 7 mm. Diez ca-
sos, entre 8 y 20 mm, 21 casos entre 21 y 40 mm
y 9 casos más de 40 mm de diámetro máximo.
No se observó relación entre tamaño y expresión
de p53, BCL-2, Ki-67, Ciclina D1, ni C-MYC. Tam-

Cuadro II. Estadios.

Estadio N. casos

IA1 1 (2.5%)
IB1 25 (62.5%)
IB2 8 (20%)
IIB 6 (15%)
T 40

Cuadro III. Casos positivos para p53, BCL-2, Ki-67, CCND1 y C-MYC, expresado en tanto por ciento y mediana de células
positivas.

p53 BCL-2 Ki-67 Ciclina-D1 C-MYC

Positivos 11 (27.5%) 7 (17.5%) 18 (45%) 15 (37.5%) 25 (62.5%)
Negativos 29 (72.5%) 33 (82.5%) 22 (55%) 25 (62.5%) 15 (37.5%)
Mediana de células + 12 15 34 63 18
Cuartiles, de células+ 1-3 4-20 2-20 10-60 20-100 5-30

Cuadro IV. Relación entre parámetros y aspectos histológicos.

p53 BCL-2 Ki-67 C-MYC Ciclina D1

Tamaño 0.061  -0.253 -0.159 -0.029 0.186
Estadio 0.031 0.73  0.293  0.633 0.373
IVAS 0.555   0.373  0.150  0.788 0.599
AFCU 0.369   0.467  0.507  0.450 0.034 (*)
AFPAR 1.000   0.859  0.430  0.739 0.631

Nivel de significación(*); Coeficiente de correlación de Sperman (p < 0.005)
IVAS: Invasión vascular; AFCU: Afectación de cuerpo uterino; AFPAR: Afectación de parámetros
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poco se observó relación entre estadio y expre-
sión de p53, BCL-2, Ki-67, Ciclina D1, ni C-MYC.

La invasión vascular estaba presente en 17 de
los 40 casos. No se observó relación entre la in-
vasión vascular con respecto a p-53, BCL-2, ci-
clina D1, Ki-67 o C-MYC.

Siete de los 40 casos mostraban afectación de
cuerpo uterino. Solamente se observaron diferen-
cias en relación a la expresión de ciclina D1.

Se constató afectación de parametrios sola-
mente en 6 casos. No se observó relación entre
afectación de parametrios y expresión de BCL-2,
Ciclina D1, Ki-67 ni C-MYC.

Se estudiaron ganglios linfáticos regionales en
29 de los 40 casos. Los resultados se expresan
en el cuadro V; se expresa la mediana de células
positivas en los casos sin metástasis ganglionares
(22 casos) y con metástasis ganglionares histoló-
gicamente demostradas (7 casos). La expresión
de BCL-2, ciclina D1, Ki-67 y C-MYC no mostra-

Cuadro V. Relación entre parámetros y metástasis
ganglionares (rangos promedio y número de casos).

Mediana Total
Ganglios - Ganglios + (GN/GP)

Ki-67 13.80 18.79 22/7
Ciclina D1 14.75 15.79 22/7
C-MYC 13.77 18.86 22/7
BCL-2 14.80 15.64 22/7

Ninguna de las diferencias fue estadísticamente significativa.

Cuadro VI. Correlaciones no paramétricas (Coeficiente
de correlación).

BCL-2 Ki-67 Ciclina D1 C-MYC

BCL-2 X 0.148 0.245 0.032
Ki-67 0.148 X 0.508 (**) 0.378 (*)
Ciclina D1 0.245 0.508 (**) X 0.289 (*)
C-MYC 0.032 0.378 (*) 0.289 (*) X

Coeficiente de correlación de Sperman (*): p < 0.05; (**) p < 0.001

ron relación con la presencia o ausencia de me-
tástasis ganglionares. Por lo que respecta a p-53,
de los 11 casos positivos, 2 mostraron metásta-
sis ganglionares, 6 no y en los tres restantes no se
extirparon ganglios linfáticos regionales. De los 20
casos negativos 5 mostraron metástasis ganglio-
nares, 16 no y en los 13 restantes no se extirpa-
ron ganglios linfáticos. Los resultados no son va-
lorables desde el punto de vista estadístico dada
la escasez de casos. Por lo que respecta a la de-
terminación de VPH de alto riesgo, de los 4 ca-
sos negativos, en dos no se demostraron metás-
tasis ganglionares y en los otros dos no se
estudiaron ganglios linfáticos. De los 36 casos po-
sitivos, 7 mostraron metástasis ganglionares, 20
no y en los 9 restantes no se extirparon ganglios
linfáticos. Los resultados tampoco son valorables
desde el punto de vista estadístico dada la esca-
sez de casos.

Estudiando la correlación entre la expresión de
las distintas moléculas (cuadro VI) se observa co-
rrelación entre la expresión de Ki-67 y ciclina D1:

(Ambos fueron positivos en 11 casos y negati-
vos en 20), Ki-67 y C-MYC (ambos fueron posi-
tivos en 13 casos y negativos en 12) y ciclina D1
y C-MYC (Ambos fueron positivos en 11 casos y
negativos en 11).

Discusión

Nuestra casuística es escasa y en cierta forma no
permite evaluar adecuadamente las relaciones es-
tudiadas, si bien creemos que algunos de los re-
sultados obtenidos deben tenerse en cuenta. La
alteración de p53, no es un acontecimiento inicial
en el desarrollo del carcinoma escamoso de cér-
vix, si bien en casos de infección por virus del
papiloma humano de alto riesgo, la función de p53
es anulada por la oncoproteína E6. Desde el pun-
to de vista inmunohistoquímico p53 no debería
detectarse en casos de displasia, si bien algunos
autores encuentran inmunorreactividad para p53
en estos casos y demuestran que se incrementa
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con el grado de la displasia y el cáncer.10-15 p53 no
se detecta en todos los casos de carcinoma esca-
moso infiltrante, pero en estos casos parece exis-
tir relación entre el incremento de la inmunoex-
presión de p53 y el estadio,10-15 dato que no
hemos encontrado en nuestra casuística. No se
ha hallado ningún valor pronóstico a la expresión
de p53.16,17

Tampoco hemos hallado relación entre la in-
munoexpresión de BCL-2 y los parámetros estu-
diados. Se ha dicho que la inmunoexpresión de
BCL-2 es un factor predictivo de metástasis.14

Figura 1. Carcinoma escamosos infiltrante, aumento 40x.
BCL-2.

Figura 2. Carcinoma escamosos infiltrante, aumento 40x.
CCND1.

Figura 3. Carcinoma escamosos infiltrante, aumento 40x.
C-MYC.

Figura 5. Carcinoma escamosos infiltrante, aumento 40x.
Ki-67.

Figura 4. Carcinoma escamosos infiltrante, aumento 40x.
ERB-B2.
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Sin embargo, en nuestros casos no existe rela-
ción entre la inmunoexpresión de BCL-2 y la pre-
sencia de metástasis ganglionares.

En cuanto al valor de la inmunoexpresión de
Ki-67 solamente se ha observado un incremento
de su expresión en relación directa con el incre-
mento de la displasia, hasta el cáncer,25 de forma
similar a p53, BCL-2, y C-MYC, pero no se ha
observado relación con la presencia de metásta-
sis, ni valor pronóstico.16 Nuestros resultados
abogan en este sentido.

La inmunoexpresión de C-MYC ha sido menos
estudiada. Aparte del incremento de la inmuno-
expresión acorde con el grado de displasia,26,27

no se ha hallado relación con otros determinan-
tes biológicos. Asimismo, nuestros datos abogan
en este sentido. Ngan, 2001,31 encuentra expre-
sión de C-MYC en 37% de sus casos mientras
que en los nuestros la expresión llega a 62%. No
se ha hallado relación entre la expresión de C-
MYC y la inmunoexpresión de p53, ni con los ti-
pos 16 y 18 de VPH.

La expresión de ciclina D1 se altera en los ca-
sos de displasia y cáncer de cérvix, dado que en
condiciones normales ciclina D1 interacciona con
pRB, como modulador del ciclo, y en casos de
infección por VPH de alto riesgo, es la oncopro-
teína E7 quien interacciona con pRB, de forma
que ciclina D1 no ejerce su función. En conse-
cuencia es posible que ciclina D1 sea rápidamen-
te ubicuitinizada en el núcleo y transportada al
proteosoma correspondiente citoplasmático para
ser destruida. Asimismo, ciclina D1 pasa al cito-
plasma para ser destruida en las células en fase de
síntesis (Cita ciclina D1). Este dato correlaciona-
ría con los hallazgos inmunohistoquímicos en el
sentido de que en casos de carcinoma escamoso,
ciclina D1 se expresa principalmente en citoplas-
ma, y escasamente en núcleo mientras que en ca-
sos de displasia leve se expresa tanto en el núcleo
como en el citoplasma.25 En este sentido, es inte-
resante el hallazgo de la correlación positiva en-
tre la inmunoexpresión de ciclina D1 y Ki-67, por

cuanta mayor proliferación, más número de célu-
las en fase de síntesis y en consecuencia mayor
expresión de ciclina D1, citoplasmática.

Se ha hallado también correlación entre Ki-67
y C-MYC y entre ciclina D1 y C myc. Este dato
merece mayor reflexión. C-MYC es un oncogen
que parece activarse en el carcinoma escamoso
de cérvix uterino, ya en displasias de alto grado.37

Es pues posible que C-MYC induzca mayor pro-
liferación y en consecuencia mayor expresión de
Ki-67 y ciclina D1. Los mecanismos a través de
los cuales se produce este efecto, no son objeto
de este trabajo, pero es un hecho conocido que
ciclina D1 y C-MYC son dianas de la vía WNT/
APC/beta-catenina.38

Por fin llama la atención la escasez de relacio-
nes halladas en este trabajo, a diferencia de lo ex-
presado en la literatura. Es posible que dicha es-
casez responda a que el trabajo ha sido realizado
mediante arrays de tejido, Sin embargo, el méto-
do ha sido validado en distintos trabajos (39, ci-
tas de arrays, 2 muestras de 1 mm para cada caso,
tal y como hemos procedido en este trabajo). La
otra razón que puede argumentarse es el número
relativamente bajo de casos estudiados dado que,
por ejemplo, los valores de VPH y los de p53 no
son evaluables estadísticamente.
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