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1. Datos generales  
          
1.1. Título. “Expresión de marcadores de proliferación celular  Ki-67, p16 y p53 

en queratoacantomas de conjuntiva”  

     

1.2. Área de estudio. Estudio correspondiente al área de los servicios de 

Patología y Córnea y superficie ocular de la Asociación para Evitar la 

Ceguera en México IAP (APEC).   

   

1.3. Fecha probable de inicio y de terminación del estudio: Se planea el 

inicio del estudio en el mes de enero 2017 con término en julio del año 2018 

 

1.4. Investigador principal: Se llevará a cabo por el Dr. Antonio Cáceres 
Castro médico residente de primer año de la especialidad en oftalmología.  

Teniendo como responsabilidad: Elaboración de protocolo de investigación, 

revisión de expedientes para obtención de los datos de los pacientes que 

cumplen con criterios de inclusión, recolección, transporte y pago de costos 

de las muestras histopatológicas para su estudio en el hospital ABC y APEC, 

análisis y entrega de resultados. 

  

1.5. Colaboradores en la Asociación para Evitar la Ceguera en México:  

- Dra. Dolores Ríos y Valles- Valles: Apoyo en revisión bibliográfica, 

interpretación y diagnóstico Inmuno–histopatológico. 

- Dr. Abelardo A. Rodríguez-Reyes: Interpretación y diagnóstico inmuno-

histopatológico 

- Dra. Ivette Hernández-Ayuso: Interpretación y diagnóstico inmuno-

histopatológico 

- Dra. Nallely Ramos –Betancourt: Diseño del protocolo y análisis 

estadístico.  
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1.6. Coordinador del estudio: Dr. Abelardo A. Rodríguez Reyes/ Servicio 

Patología   

  

1.7. Departamentos participantes:  
 Servicio de Patología de la APEC 

 Servicio de Córnea y superficie ocular de la APEC  

 

 

1.8. Instituciones participantes: 

 APEC 

 

2. Marco teórico            
2.1. Síntesis del proyecto:  
Se procesarán marcadores Ki-67, p16 y p53 marcadores que se usan para ver 

proliferación celular y pronóstico de malignidad en queratoacantomas de 

conjuntiva 

 

 Antecedentes.  
Los tumores de superficie ocular se dividen en dos grandes grupos en 

benignos y malignos, sobre los tumores benignos los queratoacantomas son 

una lesión frecuente en piel, pero poco frecuente  en mucosa y  conjuntiva 

con menos de una docena de casos reportados de queratoacantoma en 

conjuntiva en la literatura desde Freeman en 19611 se caracteriza por un 

crecimiento rápido de uno a dos meses, en forma nodular con  cráter central 

y queratina en su superficie que aparece en zonas expuestas a luz 

ultravioleta, tiene a involucionar de 8 meses  a 2 años dejando cicatriz,3-7 se 

han reportado casos de lesiones con características de  queratoacantomas 

con comportamiento maligno e invasión intraocular.2 Del grupo de  tumores 

malignos  los más frecuente son los provenientes de estirpe epitelial  con un 

amplio rango desde lesiones premalignas como queratosis actínica, 

displasias (neoplasia intraepitelial- NIC) hasta llegar al carcinoma invasor 
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(compromiso de membrana basal), generalmente su localización es 

perilimbal aunque pueden abarcar cualquier localización de la superficie 

ocular son de aspecto  gelatinosas, elevadas, con vaso nutricio, de 

crecimiento lento. Pueden tener un aspecto papilomatoso o cambios 

leucopláquicos y cuando involucran córnea, son lesiones grisáceas, con 

márgenes digitiformes e irregulares, y pueden presentar cualquier grado de 

vascularización.10-12 

 
Epidemiologia: no se cuenta con datos estadísticos sobre 

queratoacantomas, solo hay reportes de casos en la literatura mientras que 

la epidemiologia de las neoplasias epiteliales de superficie ocular (NESO) es 

variable en países desarrollados y los que están en vías de desarrollo,  

también se relaciona a países con mayor exposición actínica con una 

prevalencia de 2 casos/ 100,000 personas año en personas de 60-70 años 

y de piel clara, los casos reportados en pacientes jóvenes se han relacionado 

a un estado inmunocomprometido.13 

 
Diagnóstico: el estudio histopatológico sigue siendo el gold estándar, 

aunque con tinciones de rutina: hematoxilina y eosina (H&E) y ácido 

peryódico de Schiff (PAS) es difícil diferenciar entre queratoacantoma y 

neoplasias escamosas, y al ser ambas de estirpe epitelial no hay un 

marcador inmunohistoquimico (IHQ) que los pueda diferenciar, los Ki67, p16, 

p53 nos podría aportar información diagnostica y pronostica.  

 
p16, p53 y Ki-67 
La progresión del tumor resulta de la acumulación de múltiples mutaciones 

tanto en genes supresores de tumor como en oncogenes. Los genes 

supresores de tumor y sus proteínas juegan un papel importante en la 

prevención del crecimiento de tumores al regular negativamente el 

crecimiento celular; p53  es el prototipo de gen supresor de tumor. Consiste 

en 11 exones y se localiza en el cromosoma 17p13. Una mutación de p53 
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lleva a disminución en la expresión de la proteína Bcl-2, que es una proteína 

de membrana necesaria para la longevidad celular y facilitar un sistema 

inmune saludable.15 Se ha encontrado positividad de p53 hasta en el 70% 

de los casos de NESO.10 

La extensión de la proliferación celular es un indicador de agresión del tumor, 

y puede ser medido inmunohistoquímicamente por el índice de MIB-1. MIB-

1 es un anticuerpo para el antígeno de Ki67 en el núcleo de las células 

neoplásicas. Este antígeno se expresa en las células durante las fases G1, 

S, G2 y M del ciclo celular y, por tanto, es un indicador de proliferación 

celular. 15 

El Virus del Papiloma Humano (VPH) ha sido implicado en la etiología de 

diversos carcinomas de células escamosas (cervico-uterino, colorectal, 

laríngeo, esofágico, vesical). En las NESO se ha reportado una prevalencia 

entre 33 hasta 100% de los casos. Se ha observado un incremento en la 

expresión de p16 en lesiones escamosas asociadas a VPH, y su grado de 

expresión y tinción en la inmunohistoquímica correlaciona con el grado de 

displasia, siendo intensa en las lesiones de alto grado, con un patrón difuso 

tanto nuclear como citoplásmico. La expresión aumentada de p16 es dada 

por la neutralización de proteínas supresoras de tumor p53 y pRb por los 

oncogenes E6 y E7 de las células infectadas con VPH. Los subtipos de VPH 

de bajo riesgo suelen mostrar menor expresión de p16 debido a que 

producen oncogenes E6 y E7 con menor habilidad para neutralizar a los 

supresores tumorales endógenos. Por tanto, la expresión de p16 es 

comúnmente empleada como un marcador de infección por los subtipos de 

VPH de alto riesgo.1 

 

 

 

3 Justificación.  

Existen escasos reportes en la literatura del diagnóstico y tratamiento del  

queratoacantoma de la conjuntiva, a pesar de ser catalogada como una 
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entidad benigna se han reportado algunos casos con comportamiento 

maligno con invasión intraocular que se confunde con carcinomas 

escamoso2, el propósito de este estudio es aportar información mediante 

marcadores inmunohistoquimicos Ki-67, p16 y p53 para la diferenciación de 

estas dos entidades. 

 

4 Planteamiento del problema.  

¿Los queratocantomas de conjuntiva expresaran marcadores de 

inmunohistoquímica Ki-67,p16 y p53?  

 
5 Objetivos  

5.1 Principal  
Describir la expresión inmunohistoquímica de Ki-67, p16 y p53 en 

queratoacantomas de conjuntiva  

5.2 Secundarios  
- Relacionar el tamaño de la lesión con los niveles de expresión de los 

marcadores de proliferación celular 

- Describir datos demográficos sobre queratoacantomas de conjuntiva  

 

 

6 Hipótesis. 
6.1 General: Los queratoacantomas de conjuntiva presentaran expresión 

positiva de los marcadores inmunohistoquímicos de proliferación celular 

Ki67, p16 y p53 
6.2 Especificas: 

-Los marcadores inmunohistoquímicos proliferación celular (Ki-67, p16 y 

p53) tendrá una expresión baja menor a 20% en  queratoacantoma de 

conjuntiva  

- A una mayor expresión de los marcadores de proliferación celular se 

encontrará mayor tamaño de la lesión 
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7 Diseño del estudio.   

- Transversal  

- Observacional 

 

8 Metodología           

7.1  Lugar y duración. Asociación para Evitar la Ceguera en México. Fecha 

probable de inicio 1 de enero de 2017 a agosto 2017 

7.2  Población. Muestras histopatológicas con diagnóstico de 

queratoacantoma de conjuntiva del servicio de patología de la Asociación para 

Evitar la Ceguera en México.   

7.3 Unidad de observación: Ojos (conjuntiva) 

7.4 Universo: Muestras histopatológicas con diagnóstico de queratoacantoma 

de conjuntiva del servicio de patología de la Asociación para Evitar la 

Ceguera en México  

7.5 Método de muestreo: Reclutamiento consecutivo.     

7.6 Obtención de la población: Se utilizaran las muestras histopatológicas del 

servicio de Patología de la APEC con diagnóstico de queratoacantoma de 

conjuntiva 

   

8 Criterios de inclusión.  
 Muestra histopatológica con diagnóstico de queratoacantoma de 

conjuntiva del servicio de patología de APEC 

 

9 Criterios de exclusión.   

 Muestras de conjuntiva con diagnostico no concluyente a diagnóstico de 

queratoacantoma de conjuntiva del servicio de patología APEC 
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10.1 Variable principal de desenlace: Porcentaje de expresión de 

marcadores de proliferación celular Ki67, p16 y p53 en 

queratoacantomas de conjuntiva 

10.2 Variables Dependientes o de efecto: Diagnóstico, Tiempo de 

evolución, localización, tamaño de la lesión, marcadores de 

proliferación celular. 

10.3 Variables Independientes: Edad, Sexo.  

10.4 Unidades de Medición de la variable: Expresión de los marcadores 

medido en porcentaje  

10.5 Instrumento de Medición: Microscopio de luz  

10.6 Momento de la medición: Una sola vez (Maniobra) 

 

VARIABLES DE ESTUDIO 

VARIABLE INDICADORES CLASIFICAC
IÓN 

ESCALA 
DE 

MEDICIÓN 

OPERALIZACION 
DE LAS 

VARIABLES 

Sexo Caracteres sexuales 

primarios 

Categórica Nominal 

(Dicotómica

) 

1=Femenino 

2= Masculino 

Edad Años de vida 

cumplidos 

Cuantitativa Discreta 0 a 100 años 

 

Diagnóstico 

Diagnóstico 

histopatológico 

Categórica Nominal 

(Politómica) 

1= Queratoacatoma 

 

Tiempo de 
evolución 

 

Número de días 

transcurridos de la 

aparición de la 

lesión hasta el 

Cuantitativa Discreta 0 a infinito 

Margarita
Texto escrito a máquina

Margarita
Texto escrito a máquina
10  Variables en estudio.  
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momento de la 

resección quirúrgica 

Localización Localización 

anatómica de la 

lesión  

Categórica Nominal 

(Politómica) 

1= Nasal 

2= Temporal 

 

Tamaño de la 
lesión  

Dimensión 

anatómica de la 

lesión medida en 

milímetros  

Cuantitativa Continua 

(decimales) 

Medición en mm 

0 a infinito 

Marcadores de 
proliferación 

celular  

Inmunohistoqu
ímica 

Proteína Ki67 

(Proporción de 

proliferación de 

células observadas 

mediante su tinción 

bajo el microscopio)  

Cuantitativa Discreta Definida en 

porcentaje 

0-100% 

 Proteína P16 

(Expresión positiva 

nuclear y 

citoplasmática en 

patrón de banda, 

basal y suprabasal) 

Categorica  Nominal 1 = Positvo 

2= Negativo  

 

 

Proteína P53 (Índice 

de expresión 

mediante su tinción 

observado bajo 

microscopio) 

Cuantitativa Discreta Definida en 

porcentaje  

0-100% 
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11  Tamaño de la muestra.  
Por ser el queratoacantoma en conjuntiva una entidad rara, con menos de una 

docena de casos reportados en la literatura médica, no se puede saber la 

frecuencia en la población, sin embargo se incluirán 30 casos que sería la serie 

más grande reportada de queratoacantomas de conjuntiva. 

    

 

11.1        Método. 

11.1.1 Aleatorización: 

 Los pacientes del estudio serán incluidos por muestreo consecutivo 

 

12      Procedimientos durante el estudio: 

12.1 Visitas: No se requiere la visita médica del paciente ya que se tomarán 

para su estudio las muestras histopatológicas ya existentes en el servicio de 

patología de la APEC 

12.2. Revisión de expedientes: Se hará una revisión de expedientes para la 

obtención de datos referentes a edad y sexo asi como del resultado 

histopatológico para el diagnóstico, tamaño, localización y tiempo de evolución 

de la patología. 

12.3 Procesamiento de las muestras histopatológicas: las muestras son 

procesadas con la siguiente metodología: deshidratación, aclaramiento e 

infiltración, por medio de un esquema corto (1. Enjuagar en agua corriente 2. Alcohol 

al 96%, 3 cambios de 15 a 20 minutos c/u 3. Alcohol absoluto, 3 cambios de 15 

minutos c/u 4. Partes iguales de alcohol absoluto y xileno 15min. 5. Xileno, 2 

cambios 15min. c/u. 6. Parafina, 3 cambios 15min. c/u. 7. Parafina, al vacío de 15 a 

20 min. 8. Inclusión; tiempo total de procesamiento: 3-4horas). Después de su 
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inclusión en parafina, se realizó microtomía con un grosor de 3 micras, dado que es 

un tejido altamente celular. Las cintas se colocaron en baño de flotación con agua 

corriente, se separaron individualmente y se colocaron en láminas limpias y 

previamente marcadas. Las láminas se escurrieron verticalmente de 30 a 45  

minutos y se colocaron acostadas a una temperatura de 60ºC, donde 

permanecieron hasta la mañana siguiente. A las laminillas obtenidas se les realizo 

tinción con Hematoxilina-Eosina tradicional, las cuales serán revisadas y 

clasificadas por dos patólogos oculares 

 Inmunohistoquímica: Los anticuerpos específicos se colocarán sobre el tejido y 

serán calentados durante 4 minutos. Posterior a ello se introducen las laminillas con 

el tejido montado en el equipo Ventana Benchmark Ultra para realizar la técnica de 

inmunohistoquímica de forma automatizada. Los anticuerpos utilizados, la casa 

comercial, la clona y la dilución serán los siguientes: p16 (Biocare, monoclonal, 

dilución 1:200), p53 (BioSystem, clona DO7, dilución 1:100) y Ki67 (Biocare, clona 

SP6, dilución 1:100).  

 

12.4 Evaluación de los resultados: La interpretación de los marcadores se llevará 

acabo de la siguiente forma: para p53 y ki67 se evaluarán contando 10 campos de 

40X contando en porcentaje de 0 a 100%  el número de células positivas para la 

tinción, la tinción considerada como positiva es nuclear para ambos marcadores. 

Para p16 la tinción considerada como positiva debe ser tanto nuclear como 

citoplásmica, y deberá tener expresión en capas suprabasales y en patrón de 

“barrar” (>10 células continuas) asi como su intensidad (leve, moderado e intenso) 

en el mismo número de campos de alto poder.  

La evaluación será hecha por 2 patólogos con alta especialidad en patología ocular 

y un patólogo con alta especialidad en inmunohistoquímica y Oncopatología 
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Ejemplo: 

 

Fotomicrografía: Expresión de Ki-67 en un “hot spot”  se observa expresión nuclear 

tanto en capa basal como suprabasal (X40)   



15 
 

 

Fotomicrografía: Expresión nuclear de p53 en capas basal, con tinción positiva en 

nuclear (X10) 
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Fotomicrografía. Expresión de p16 en la periferia basal y capas suprabasales. 

Y tinción positiva tanto nuclear como citoplasmatica (x10) 

 

       12.2.4 Recolección y análisis de datos: Se realizara mediante el programa 

SPSS             versión 22. 

13 Aspectos éticos El protocolo fue sometido a revisión y aprobado por parte del 

Comité de Investigación de la Asociación para Evitar la Ceguera en México. La 

investigación corresponde a una investigación sin riesgo para el paciente, 

según el artículo 17 de la Ley General de Salud en Materia de Investigación 

para la Salud de nuestro país (CAPITULO I / TITULO SEGUNDO: De los 

Aspectos Éticos de la Investigación en Seres Humanos). 
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14 Organización           
14.1   Recursos        

  
14.1.1 Recursos humanos. Médico investigador principal, Médicos 

y personal asistente del servicio de patología 

14.1.2 Recursos Materiales. Muestras histopatológicas de tumores 

de conjuntiva, microscopio de luz, tinciones hematoxilina-

eosina y reactivos de inmunohistoquimica.  

   

              

15      Cronograma de actividades  

CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES 

 Enero 2017 Febrero a 
Junio 2017 

Julio 2017 a 
junio 2018 

Julio  2018 

Presentación 
de protocolo 

X    

Recolección 
de pacientes 

 X   

Elaboración 
de base de 
datos 

  X  

Análisis de 
información 

  X  

Reporte final    X 
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Presentación 
de trabajo 
final  

   X 

            

16 Resultados 

Se revaloro por dos 2 patólogos con alta especialidad en patología ocular y se 

confirmó el diagnóstico de queratoacantoma de conjuntiva en 29 casos de 2,222 

biopsias de conjuntiva del servicio de patología en un periodo de 13 años. 

 

La edad promedio de los pacientes fue 45.4 (SD 17.8, 23-83) años, 56% de 

género masculino, la evolución promedio de los síntomas fue 1.5 (1-8) meses, el 

diagnóstico clínico más frecuente fue granuloma piógeno, seguido de 

queratoacantomas, en 7 casos se pensó en una lesión maligna de superficie 

ocular: carcinoma epidermoide y neoplasia intraepitelial de la conjuntiva tabla 1 

Tabla 1 

Diagnóstico clínico Total de casos 
Granuloma Piógeno 7 

Queratoacantoma   6 

Carcinoma epidermoide 5 

Neoplasia intraepitelial de conjuntiva 2 

Pterigión 2 

Papiloma 1 

Amiloide 1 

Hiperplasia pseudoepiteliomatosa 1 

Diagnostico inespecífico 5 

 30 
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Fotografía A, B: Fotografía clínica de dos casos diferentes de queratoacantoma 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fotografía C, D: Fotografía clínica de dos casos diferentes de queratoacantoma 

 

En antecedentes personales patológicos no se encontró alguna relación directa 

con queratocantoma solo 8 pacientes tenían algún antecedente patológico  

 

 

A B 

C D 
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Antecedente personales patológicos  

 Exposición rayos UV por profesión, resina dentales. 

 Trauma penetrante 

 Psedofaquía ambos ojos / Diabetes mellitus tipo 2 

 Diabetes mellitus tipo 2, hipertensión, dislipidemia  

 Diabetes mellitus tipo 2, hipertensión  

 Trauma hace 7 meses en misma localización 

 Resección de Pterigión 5 meses previo  

 Pinguécula en la localización de queratoacantoma  

 

No se reportó ninguna recurrencia hasta el primer año en 12 casos que se tenía 

seguimiento en expediente  

El volumen de la lesión medido en las piezas histológicas fue de 45mm (SD 17, 

38-53mm) y el índice de proliferación de Ki -67 no se relacionó al volumen de la 

lesión (r -0.14, p 0.5) Tabla 3 

La expresión de Ki-67 fue 5.5 (5.2, 2.9-7.2) de p53  25 (26, 14-36) p16 fue positivo 

en 9 (39%) casos. Tabla 2 

Tabla 2 

# 
caso 

Ki 67 % de 
expresión 

p53 % de 
expresión 

Patrón de expresión  de p53 p16 

1 5 18 Basal Negativo 

2 10 90 Basal Positivo 

3 1 8 Basal Negativo 

4 1 17.5 Difuso Negativo 

5 5 45 Basal y suprabasal Negativo 

6 1 30 Basal Positivo 

7 5 10.8 Basal Positivo 

8 10 17.5 Basal y suprabasal Negativo 
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9 11 11.8 Basal Negativo 

10 10.5 57.5 Basal y suprabasal Positivo 

11 13.5 3 Basal y suprabasal Negativo 

12 16 4.6 basal Positivo 

13 19.5 57 Basal y suprabasal Negativo 

14 11.5 19 Basal Positivo 

15 7.3 8.3 Basal Negativo 

16 12 5.7 Basal Negativo 

17 16.5 20 Difuso Negativo 

18 3.8 19 Basal y suprabaasal Positivo 

19 2.1 17 Basal Negativo 

20 6.5 15.5 Basal Negativo 

21 3.8 7.5 Basal Positivo 

22 2.1 17 Basal Positivo 

23 no valorable 9.3 Basal Negativo 

24 29.5 1 Basal y suprabasal Positivo 

25 7.2 14.7 Basal Negativo 

26 5 35 Basal Negativo 

27 2 7.1 Basal Negativo 

28 1 5.5 Basal Negativo 

29 2 2 Basal  

 

Tabla 3 
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17 Discusión  

El queratoacantoma en piel es un diagnóstico debatido siendo para algunos 

dermatopátologos17,18,19 un carcinoma epidermoide bien diferenciado y otros que 

defienden que es otra entidad que es una lesión benigna con regresión 

espontanea pero escasos reportes de malignización o de siempre tratarse de un 

carcinoma escamoso con características similares a queratoacantoma2, 

clínicamente el diagnostico de queratoacantoma es difícil o no sospechado por su 

baja frecuencia como en este estudio que menos de la mitad de los casos se 

diagnosticó clínicamente. Histopatológicamente igualmente es un reto para el 

patólogo, la inmunohistoquímica podría ayudar pero no hay un anticuerpo 

específico que diferencia estas dos patologías ya que ambas proviene de una 

misma estirpe: epitelial, por eso es necesario estudiar el patrón de expresión de 

estas lesiones y este es el primer estudio de queratoacantomas de conjuntiva. 

Para nosotros es importante mantener estas dos entidades separadas ya que en 

el contexto de lesiones en la piel es más fácil realizar una biopsia escisional y 

estudiarla ya que las complicaciones son menores, en comparación a una biopsia 

ocular donde es difícil por las mismas dimensiones dejar bordes libres sobretodo 

resecar la lesión en su espesor completo y el defecto se debe recubrir con algún 

injerto (membrana amniótica) y las complicaciones van desde dellen 

postquirúrgico, perforación intraocular, simbléfaron.  

El tratamiento igualmente variaría si se considera el queratoacantoma dentro del 

grupo de neoplasia escamosa de superficie ocular (NESO) y pasaría el tratamiento 

de ser únicamente vigilancia estrecha a terapia con antimetabolitos / citotóxicos 

como: mitomicina C, 5-fluracilo o interferón alfa 2-B con sus respectivos efectos 

adversos como: deficiencia de células de limbo, erosiones corneales superficiales, 

estenosis de puntos lagrimales, síndrome “Flu – like” 
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18 Conclusiones  

Este estudio se recolecto 29 casos, la serie más grande de queratoacantomas sin 

embargo es pequeña para análisis estadístico, se necesita continuar con más 

estudios para obtener una mayor base y se pueda comparar con su diagnóstico 

diferencia carcinoma epidermoide   
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