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RESUMEN

El cáncer de mama ocupa en los países desarrollados el
primer lugar en incidencia y mortalidad, en Venezuela
ocupa el segundo lugar.  En este trabajo analizamos las
biopsias de cincuenta pacientes con diagnóstico de
adenocarcinoma de mama, revisando como factor
pronóstico el grado histológico del tumor tomando en
cuenta una de sus variables: el conteo de mitosis por 10
campos de 400x, ya que ésta determina la actividad
proliferativa del tumor, es por ello que queremos
determinar en cual medida se comparan el método de
conteo de mitosis en 10 campos de 400x y el índice
mitótico con el conteo de células positivas a anticuerpos
anti-antígeno nuclear de proliferación celular y anti-Ki-
67, como una forma de predecir el comportamiento
biológico de un tumor.  Encontramos una relación
estadísticamente significativa entre los tumores grado I y
III y el porcentaje de expresión de anti-antígeno nuclear
de proliferación celular y Ki-67

PALABRAS CLAVE: Mama, adenocarcinoma, índice
mitótico, PCNA, Ki-67, inmunohistoquímica.

SUMMARY

In developed countries breast cancer occupied the first
place in incidence and mortality, in Venezuela this tumor
occupied the second cause.  In this work we analyzed 50
b iops ies  o f  pat ients  w i th  d iagnost ic  o f  breast
adenocarcinoma, we analyze and determine the role of
histological grade how a prognostic factor in one of this
variables: The count of mitosis for 10 fields of 400x,
because it determines the proliferative activities of the
tumor, for these reason we want to determine and compare
in which measure the number of mitotic cells for 10 fields
of 400x and the count of positive cells to anti-proliferating
cell nuclear antigen and anti-Ki-67 are used how a form
to predict the biologic expression of a tumor.  We found
important relation with significance statistic between
tumors grade I and III and in the percent of the expression
to proliferating cell nuclear antigen and Ki-67.

KEY WORDS: Breast, adenocarcinoma, mitotic index,
PCNA, Ki-67, immunohistochemistry.

INTRODUCCIÓN

l carcinoma de la mama es una de
las neoplasias más frecuentes en
el mundo.  En los países industria-
lizados constituye la primera causa
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de muerte por cáncer en la mujer, ocupando en
Venezuela el segundo lugar (1).  Los factores
pronósticos en el cáncer de la mama son caracte-
rísticas clínicas, morfológicas y biológicas, las
cuales permiten predecir el curso clínico de esta
enfermedad (2-9).  Dentro de los factores pronós-
t icos ya establecidos o tradicionales, se
encuentran el grado histológico del tumor (10-21),
cuya importancia fue puesta de manifiesto por
primera vez por Greenhough (12), y posterior-
mente por Bloom (15).  El grado histológico
según la clasificación más usada (Scarff-Bloom-
Richardson modificada por Elston), toma en
cuenta tres variables histológicas tumorales a
saber: a. La formación de túbulos, b. El
pleomorfismo nuclear, c. El conteo de mitosis
por 10 campos de 400x (Cuadro 1).

Esta última característica es una indicación
de la actividad proliferativa del tumor, la cual,
puede ser medida mediante otras técnicas,
algunas sencillas, como la determinación del
índice mitótico (número de mitosis/1 000 células
tumorales) (22-37) y, otras más sofisticadas, tales
como, el índice de t imidina marcada, la
determinac ión de cé lu las marcadas con
bromodeoxiuridina, la citometría de flujo y, a
través de métodos inmunohistoquímicos de
antígenos asociados a células que están en el
proceso de división tales como el PCNA
(Proliferating cell nuclear antigen) o el Ki-67
(22-48).  El propósito de este trabajo es el de
determinar en cual medida se comparan el
método de conteo de mitosis en 10 campos de
400x y, el índice mitótico con el conteo de
células positivas a anticuerpos anti PCNA y
anti Ki-67.

MÉTODOS

En esta serie, la población en estudio estuvo
consti tuida por 50 pacientes con adeno-
carcinoma ductal infiltrante de la mama, tratados
con mastectomías y disección axilar, cuyas
biopsias fueron estudiadas en el Instituto

Anatomopatológico Dr. “José A. O’Daly”.  De
los informes de biopsias correspondientes fueron
tomados los datos referentes al tamaño del
tumor, número de ganglios linfáticos en la
disección axilar y, número de ganglios linfáticos
metastásicos.  En todos los casos fueron
estudiados los cortes histológicos, teñidos con
hematoxilina y eosina, utilizando un micros-
copio Nikon® modelo Labophot, a cuyo objetivo
de 400x le corresponde un diámetro de campo

Cuadro 1.  Expresión de PCNA y Ki-67 en el
adenocarcinoma ductal infiltrante de la mama;
re lac ión con act iv idad mi tót ica y var iables
morfológicas.  (Método semicuantitativo para
determinar  el grado histológico en el carcinoma de
mama.  Scarff-Bloom-Richardson modificada por
Lestón).

Característica Puntuación

Formación de túbulos:
Mayoría del tumor (>75%) 1
Moderada (10,75%) 2
Escasa o nula (<10%) 3

Pleomorfismo nuclear:
Pequeño, uniforme, regular 1
Moderado ≠ en el tamaño
y variabilidad 2
Variación marcada 3

Conteo mitótico:*
0-5  1
6-10  2
>11  3

*Se mide como número de mitosis  en 10 campos de
40x.  Depende del área del campo del microscopio
(Histopathology 1991;19:403-410).

3-5 puntos: Grado I Bien diferenciado
6-7 puntos: Grado II Moderadamente diferenciado
8-9 puntos: Grado III Poco diferenciado
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de 0,159 mm3 (16).  Se determinó el grado
histológico según la clasificación de Scarff-
Bloom-Richardson modificada por Elston (7).
Para la identificación de las figuras mitóticas,
se tomaron en cuenta los criterios de Van Diest
(19) (Cuadro 2).

es el índice mitótico, y se expresa  como  el
número  de  mitosis  por  mil (1 000) células (38,39)

(Figura 1).

Cuadro 2.  Expresión de Pcna y Ki-67 en el
adenocarcinoma ductal infiltrante de la mama;
re lac ión con act iv idad mi tót ica y var iables
morfológicas.  (Criterios para figuras mitóticas Van
Diest).

* Ausencia de membrana nuclear, de forma tal que
la mayoría de las células han pasado la profase.

* Extensiones “peludas” de material nuclear
(cromosomas condensados), ya sea en grumos
(inicio de la metafase), en un plano (metafase/
anafase), o en grumos separados (telofase),

* dos grupos de cromosomas paralelos, claramente
separados, se cuentan como mitosis separadas.

El  índice  mitótico  (número  de  mitosis  por
1 000 células tumorales), se calculó de acuerdo
al método de Simpson y col. (37), según el cual,
para el conteo, el área del campo del microscopio
se divide por una línea central, contándose los
núcleos interceptados por esta línea (n), con la
fórmula para el área de un círculo: A= p.r2 (A=
conteo estimado de células, r= n/2), se calcula
la celularidad estimada, seleccionando el área
más celular, con mitosis, con mínima necrosis y
fibrosis; en la periferia del tumor, a un aumento
de 400x.  Se cuentan las figuras mitóticas en 10
campos consecutivos, los campos 1, 5 y 10 se
utilizan para el conteo estimado de células, de
estos tres campos se obtiene un promedio, el
cual, se multiplica por 10.  La relación del total
de figuras mitóticas en 10 campos sobre el total
de células presentes en los mismos 10 campos

Figura 1.  Representación esquemática del método
de estimación del número de células por campo de
400x para determinar el índice mitótico (x1000),
utilizando la fórmula del área de un círculo (A=
π.r2).  r= n/2 - Hum pathol.  1992;23:608-611.

El porcentaje de positividad de los antígenos
Ki-67 y PCNA, se calculó utilizando secciones
histológicas del tumor consecutivas a las usadas
en la histología convencional y se empleó la
técnica de la estreptavidina biotina peroxidasa.

Todos los datos característicamente mencio-
nados fueron ingresados a una base de datos y
analizados estadísticamente, para lo cual, se
empleó el coeficiente de correlación de Pearson.
Se consideró un valor estadístico significativo
si p< 0,05 y altamente significativo si p< 0,01
(49,50).
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RESULTADOS

Al analizar los datos obtenidos, encontramos
que 13 casos evaluados (26 %) fueron grado
histológico I, 14 casos (28 %) grado II y, 23
casos (46 %) grado III.  Se realizó el conteo de
mitosis en 10 campos de 400x, encontrándose
valores entre 0 en tumores grado I o II y 30, en
un caso grado III (Cuadro 3).  El índice mitótico
(por 1 000) varió entre 0,000 en tumores grado
I y II y, 16,049 en un caso grado III.  La
celularidad tumoral observada en 10 campos de
400 x varió entre 430 y 9620 células (Cuadro 4).
El porcentaje de positividad para PCNA estuvo
comprendido entre 14,5 % en un caso grado I y,
83 % en un caso grado III.  El porcentaje de
positividad para el antígeno Ki-67 estuvo com-
prendido entre 4 % en un caso grado II y 78 %
en un caso grado III.

Tanto para el PCNA como para el Ki-67, la
inmunopositividad estuvo confinada al núcleo
de la célula, observándose un patrón difuso o
granular con diferentes grados de inmuno-
marcaje, desde leve a marcado.

Al analizar el tamaño tumoral, encontramos
que el diámetro mayor de los tumores varió
entre 2 cm y 19 cm.  De los 50 casos examinados,
34 (68 %) mostraron metástasis a ganglios
linfáticos axilares y 16 casos (32 %), no
mostraron metástasis, encontrando hasta 19
ganglios linfáticos comprometidos por el tumor.

Cuando anal izamos e l  coef ic iente de
correlación de Pearson, en cuanto al porcentaje
de positividad para el PCNA, encontramos una
correlación positiva, estadísticamente signi-
ficativa, con el conteo de mitosis en 10 campos
de 400x (r = 0,551, p = 0,000) y con el índice
mitótico (r = 0,568, p = 0,000), no hubo
correlación con el tamaño tumoral (r = 0,113, p
= 0,434) y con el número de ganglios linfáticos
axilares con metástasis (r = 0,029, p = 0,845).
Por  su par te ,  e l  K i -67 se corre lac ionó
significativamente con el conteo de mitosis en
10 campos de 400x (r =  0,568, p = 0,000) y, con

el índice mitótico (r = 0,350, p = 0,013); no
encontrándose correlación con el tamaño
tumoral (r = 0,005, p = 0,972) y las metástasis
a ganglios linfáticos (r = 0,177, p = 0,230).  Al
evaluar el grado histológico, encontramos
correlación estadísticamente significativa, entre
los tumores con grado histológico III y los
porcentajes de expresión del PCNA y Ki-67 en
los mismos; mientras que no se obtuvo
correlación estadísticamente significativa entre
los tumores de grado histológico I o II y, el
porcentaje de expresión del PCNA y Ki-67
(Cuadro 5).

Cuadro 3.  Distribución de las pacientes según el N°
de mitosis en 10 campos de 400x.

N° de mitosis N° %

0 7 14
0-5 19 38
6-10 9 18
>10 15 30

Total 50 100

Cuadro 4.  Distribución según la celularidad en 10
campos de 400x y el grado histológico.

N° de Grado I Grado II Grado III Total %
células

<1 000 1 1 2 4 8
1 000-3 000 6 10 13 29 58
3 000-6 000 3 2 7 12 24
>6 000 3 1 1 5 10

Total 13 14 23 50 100
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DISCUSIÓN

La prol i feración tumoral es un factor
pronóstico importante, y se asocia inversamente
con la sobrevida en pacientes con carcinoma de
mama.  El conteo de figuras mitóticas en 10
campos de 400x, a pesar de ser el método más
antiguo, fácil, rápido y menos costoso para
estimar proliferación tumoral, tiene como
inconvenientes la variabilidad en el tamaño del
campo de un microscopio a otro,  en la
celularidad de los especímenes y, en el tamaño
de la célula tumoral, así como también, los
tumores con marcada desmoplasia, necrosis e
inflamación, en los cuales, hay menos células
evaluables por campo y, dan la falsa impresión
de tener pocas mitosis.

También el tipo de fijador y el tiempo transcu-
rrido para la fijación, así como, la variabilidad
inter-observador (19-54).  Por estas razones,
Simpson y col. (37), desarrollaron un método de
conteo de figuras mitóticas, tomando en cuenta
la celularidad del tumor.  Por otra parte Van
Diest y col. (19),  sugirieron criterios para
reconocer figuras mitóticas, disminuyendo así
la variabilidad inter-observador.

En la actualidad, se han implementado
métodos de inmunohistoquímica para medir
proliferación tumoral, los cuales tienen la
ventaja de mantener la arquitectura tisular y
celular, son sencillos, rápidos, relativamente
económicos y reproducibles entre los diferentes
laboratorios, además muestran medidas del
contenido de ADN comparables con las
obtenidas por citometría de flujo (55).

El Ki-67, en un principio, tuvo como desven-
taja que solo podía ser realizado en tejido fresco,
por lo cual, se han desarrollado anticuerpos
anti-Ki-67, tales como, el MIB1 que pueden ser
empleados en tejidos fijados en formalina y
embebidos en parafina (9).  McCormick señaló al
MIB 1 como un marcador conf iable de
proliferación celular, lo cual, fue apoyado por
Barbareschi y col. (41,56,57).

Pierre y col. (22), reportaron un marcador
denominado Ki-S2, cuyo valor elevado expresa
una disminución de la población celular en fase
G1 y, pobre pronóstico.  El PCNA, es una
proteína que sirve como cofactor de la ADN
polimerasa delta, durante la síntesis de ADN en

Cuadro 5.  Relación entre el porcentaje de positividad para PCNA y Ki-67 y las variables morfológicas

Anticuerpos (%) Mitosis en 10 Índice mitótico Tamaño Gl con Mt
campos de 400x  (X1000)  tumoral

PCNA r 0,551 0,388 0,113 0,029
p 0,000 0,005 0,434 0,845

Ki-67 r 0,568 0,350 0,005 0,177
p 0,000 0,013 0,972 0,230

r: Coeficiente de correlación de Pearson.
PCNA: Antígeno nuclear de proliferación celular.
GL: Ganglio linfático.
MT: Metástasis.
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el ciclo celular, puede ser detectado en tejidos
fijados en formalina y embebidos en parafina y,
es un marcador de proliferación celular (57).

En este estud io,  encontramos grados
variables de positividad para PCNA y Ki-67,
con marcaje exc lus ivamente nuc lear  y
ocasionalmente citoplasmático.  Se ha sugerido
que la localización de la inmunopositividad
varía de acuerdo a la fase del ciclo celular; la
positividad citoplasmática puede atribuirse a la
reacción mezclada del anticuerpo con un epítope
citoplasmático o con el Ki-67 asociado al
ARNm, o simplemente, por sobre tinción (43).
Por otra parte, la falta de nutrientes y oxígeno
influyen en la expresión del Ki-67.

Nosotros demostramos que existe una
correlación estadísticamente significativa entre
el conteo de mitosis en 10 campos de 400x y el
índice mitótico por 1 000, tanto con el PCNA
como con el Ki-67, lo cual, reafirma la idea de
que el conteo de mitosis, sigue siendo el método
más ventajoso.  El índice mitótico por su parte,
es un método fidedigno, siempre y cuando, se
utilicen los criterios adecuados.

Weidner y col.(58), encontraron, también,
correlación entre el índice de figuras mitóticas,
el conteo de mitosis y el Ki-67, sugiriendo que
los tres valores estiman la tasa de proliferación
tumoral, siendo para ellos el menos preciso, el
conteo de figuras mitóticas en 10 campos de
400x.

Keshgegian y Cnaan (59), en 1994, evaluaron
el conteo de figuras mitóticas tanto en 10 campos
de 400x como también por 1 000 células,
fracción en Fase S (citometría de flujo), Ki-67,
MIB1 y PCNA, encontrando que el conteo
mitótico elevado se asoció al igual que el MIB1
a los otros marcadores de proliferación y, con
otros factores pronósticos tales como, alto grado
histológico, ausencia de receptores hormonales
y aneuploidía del tumor, concluyendo que los
mejores marcadores de proliferación son el
conteo de figuras mitóticas y el MIB1.  Estos
autores, también encontraron que tanto el PCNA

como el Ki-67 se correlacionan directamente
con el grado histológico y la aneuploidía del
tumor, pero no con otros factores pronósticos.
También encontraron falta de correlación entre
tamaño tumoral, edad del paciente y marcadores
de proliferación.

En esta serie, tampoco se pudo demostrar
una correlación entre el PCNA y el Ki-67 con el
tamaño tumoral y el número de ganglios axilares
con metástasis.  Resultados similares encontra-
ron Aranda y Laforga (32), quienes evidenciaron
una buena correlación entre el conteo mitótico,
índice mitótico, PCNA y MIB1, concluyendo,
en su estudio, que el conteo mitótico es el
método más seguro para e l  anál is is  de
proliferación celular en la práctica rutinaria.

Haerslev y Jacovsen (40), sí encontraron
correlación entre PCNA y metástasis a ganglios
linfáticos, también coinciden en correlacionar
PCNA con numerosas mitosis y alto grado
histológico, sugiriendo que valores elevados de
PCNA se asocian con períodos libres de recaída
más cortos y pobre sobrevida.  Frierson (60),
encontró correlación entre el PCNA con tamaño
tumoral, grado histológico y conteo mitótico,
no así con otras variables morfológicas, por lo
cual, sugirió que el PCNA es un parámetro
pronóst ico potenc ia lmente impor tante.
Schmmelpenning, coincidió con Frierson, al
encontrar correlación positiva entre el PCNA y
bajo grado de diferenciación, aneuploidía e
inmunorreactividad para c-erbB-2, siendo
negativa la correlación con metástasis ganglio-
nares y tamaño tumoral.

Algunos autores como Thomas y col. (45), no
consideran al PCNA como un buen marcador de
proliferación, debido a que no encontraron
correlación entre el PCNA y otros factores
pronósticos, ni relación con sobrevida y
recurrencia; la carencia de asociación es
explicada por varias razones, entre ellas, el
hecho de que el PCNA es sensible al tiempo de
fijación, la falta de regulación en su expresión
y su tiempo de vida media prolongado, que
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puede permitir su detección inmunohisto-
química en células que recientemente han
culminado el ciclo celular, por otro lado el
PCNA, puede estar involucrado, no sólo en la
proliferación celular, sino también, en la
reparación del ADN.

Leonardi y col. demostraron la falta de
correlación entre el PCNA y otras variables
morfológicas e inmunohistoquímicas, no así
con el Ki-67, concluyendo que éste y el PCNA,
no son iguales.  Schmitt, y col. (46), estudiaron
27 casos de cáncer de mama sin encontrar una
relación significativa del PCNA con grado
histológico, índice mitótico e inmunorreac-
t iv idad para receptores de est rógeno,
concluyendo que esto pudo ser debido a lo
escaso de la muestra y, por otro lado, a efectos
de fijación; a su vez, la falta de correlación con

el índice mitótico puede ser explicada ya que
ambos representan diferentes fases del ciclo
celular (48).

A pesar de que algunos trabajos de la
literatura son controversiales, y del auge de la
inmunohistoquímica, nosotros demostramos que
el conteo de mitosis sigue siendo el método más
importante, sencillo y económico para estimar
la proliferación tumoral y, por tanto, un factor
pronóstico valedero por sí solo.  La estimación
de las mitosis se correlaciona significativa-
mente, independientemente del método utilizado
para su contaje, con el PCNA y el Ki-67 los
cuales son marcadores de proliferación tumoral,
y  por  ende son marcadores pronóst icos
importantes cuyo valor puede predecir el
comportamiento de una neoplasia dada.
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