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Expressao KI-67 e P16'™** em carcinomas espinocelulares periorais
quimicamente induzidos em camundongos.

Expression of Ki-67 and P16 jn chemically-induced perioral squamous cell
carcinomas in mice.
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RESUMDO

Objetivo: avaliar a influéncia da expressdo imuno-histoquimica das proteinas Ki-67 e p16™N%42 sobre parametros clinico-morfolégicos
em carcinomas espinocelulares periorais quimicamente induzidos com 9,10-dimetil-1,2-benzantraceno (DMBA) em modelo murino.
Métodos: as lesdes foram induzidas topicamente na comissura labial de dez camundongos Swiss durante 20 semanas, sendo determinado
0 momento de surgimento dos tumores e volume tumoral médio até 26 semanas. Na analise histopatoldgica, as varidveis estudadas
foram gradacéo histoldgica de malignidade tumoral e expressdo imuno-histoquimica das proteinas Ki-67 e p16™<4. A correlacdo entre
as variaveis estudadas foi determinada pela aplicacdo do teste de correlacdo de Spearman. Resultados: o tempo médio de surgimento
das lesdes periorais foi 21,1+2,13 semanas. Volume tumoral médio foi de 555,91+£205,52mm3. Dos tumores produzidos, 80% foram
classificados como de baixo escore e 20%, alto escore. Evidenciou-se positividade difusa para Ki-67 em 100% das lesdes — indice de
marcacao (PI) de 50,1+18,0. Verificou-se correlacao direta forte entre a imunoexpressao do Ki-67 e o volume tumoral (R=0,702) e fraca
correlacdo com o escore de malignidade (R=0,486). A expressao da proteina p16™%*2 foi heterogénea, mostrando fraca correlacdo com
o volume tumoral (R=0,334). Nao houve correlacdo entre a expressao imuno-histoquimica das duas proteinas estudadas. Conclusao:
Em modelo experimental de carcinogénese perioral DMBA-induzida, a progressao tumoral esta associada a fracao proliferativa do tumor
(células ki-67 positivas) e com a gradacao histoldgica tumoral, porém ndo com a expressao da p 16N,

Descritores: Carcinogénese. 9,10-Dimetil-1,2-benzantraceno. Imuno-Histoquimica. Antigeno Ki-67. Genes p16.

|NTRODUCAO do ciclo celular é regulada positivamente por multiplas ci-
clinas e cinases dependentes de ciclina, e negativamente
por um numero de inibidores de cinases dependentes de

ciclina®.

Os carcinomas epidermaoides ou espinocelulares (CEC)
representam as neoplasias orais de maior prevalén-
cia, correspondendo a cerca de 90% a 95% dos casos,
e sd0 mais incidentes nas regides de labio inferior, lin-
gua e assoalho bucal'. Entre os fatores etiolégicos destas

O Ki-67 é uma proteina nuclear expressa em
todas as fases do ciclo celular (G1, S, G2 e M), e que,
todavia, esta ausente na fase GO (nao ciclantes). A fun-

neoplasias malignas, destaca-se a acdo de produtos da
combustdo do tabaco em individuos tabagistas crénicos?.

Um dos carcindégenos quimicos mais utilizados
no estudo de dinamica neoplasica é o composto 9,10-di-
metil-1,2-benzantraceno (DMBA), que é um poluente
organico do tipo hidrocarboneto aromatico policiclico,
largamente liberado no ambiente, especialmente em fun-
¢ao da atividade humana®. O DMBA apresenta proprieda-
des citotdxicas, mutagénicas e imunossupressoras*>.

A transformacao de células normais em malig-
nas é orientada por disturbios em varios agentes regula-
dores, positivos e negativos, do ciclo celular. A progressao

cao precisa do antigeno Ki-67 ainda é pouco conhecida,
mas tem sido sugerido que esta proteina esta possivel-
mente associada ao nucléolo e aos componentes fibrila-
res, e ainda parece desempenhar um papel essencial na
sintese de ribossomos durante a divisdo celular. Estudos
tém demonstrado que a expressdo imuno-histoquimica
da proteina ki-67 apresenta correlacdo com o potencial
proliferativo de tumores malignos orais’®.

A p16MNK4a (p16) é uma proteina oncossupresso-
ra codificada pelo gene INK4a (também conhecido como
MTSI, CDK4l, ou CDKN2) localizada no cromossomo 9p
l6cus 21, envolvida no processo de blogueio da progres-
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sdo do ciclo celular, que se apresenta inativa em uma
ampla gama de tumores malignos humanos. A perda da
expressdo imuno-histoquimica da p16™% tem sido ob-
servada em estagios ainda iniciais da carcinogénese oral
e vem sendo considerada um evento molecular de impor-
tante valor na analise prognostica destes tumores®'°,
Este trabalho avaliou a influéncia da expressao
imuno-histoquimica das proteinas Ki-67 e p16 sobre pa-
rametros morfoldgicos (volume tumoral médio e gradacdo
histolégica de malignidade) em CEC periorais quimicamen-
te induzidos com DMBA em camundongos. Adicionalmen-
te, procurou-se verificar a existéncia de correlacao entre a
imunorreatividade das proteinas p16 e Ki-67.

METODOS

O desenvolvimento do estudo contou com a
aprovacao do Comité de Etica em pesquisa da Universidade
Tiradentes — Aracaju/SE, com nimero do protocolo 191208.

Animais e procedimento de inducao de carcinogé-
nese quimica

Foi utilizado um total de dez camundongos
Swiss, sem distincao entre sexos, provenientes do Biotério
da Universidade Tiradentes, com massa corporal de apro-
ximadamente 150+30g (Média de idade de 100 dias).

As lesdes orais foram induzidas na comissura
labial esquerda de camundongos através da aplicagao to-
pica de 9,10-dimetil-1,2-benzantraceno (DMBA), di
0,5% em acetona, em uma frequéncia semanal de trés
dias alternados durante 20 semanas''. Apds este periodo,
0s animais permaneceram sob observacado por mais seis
semanas, e 0 momento de surgimento (emergéncia clinica)
dos tumores de cada animal foi devidamente registrado.

uido a

Analise macroscopica das lesoes DMBA-induzidas

Para determinacdo do volume tumoral foi utili-
zado um paquimetro digital a fim de que fossem verifica-
dos os diametros médios das lesdes produzidas, aplicados
a sequinte férmula': V = 4/3. n d, onde: V= volume; n =
3,14; d = diametro médio.

Coleta dos Espécimes e Processamento Histolégico
Decorridas 26 semanas, os animais foram sa-
crificados em camara de CO? (Insight, Ribeirdo Preto, SP

— fluxo continuo de 100% de CO? por 50 minutos), e
posteriormente a drea do tumor do camundongo foi sub-
metida a remocao post-mortem. Os espécimes teciduais
foram fixados em formol tamponado (10%, pH 7,4) por
24 horas, desidratados em solucbes crescentes de alcool
etilico e diafanizados em xilol, para posterior impregna-
cdo e inclusdo em parafina.

Para cada tumor foram obtidas 15 seccoes his-
tolégicas de 5um de espessura, submetidas a coloracao
de rotina pela Hematoxilina/Eosina. As lesdes foram ana-
lisadas morfologicamente através da microscopia de luz
(Microscopio Optico Olympus CX31) por dois observado-
res previamente treinados.

Posteriormente, as amostras foram submetidas
a uma andlise morfoldgica pela técnica da hematoxilina e
eosina, por meio de microscopia de luz. Foram analisa-
dos dez campos histoldgicos por dois observadores pre-
viamente treinados e realizada a classificacdo tumoral, de
acordo com o sistema de gradacao histolégica de malig-
nidade'. Este sistema objetiva tanto a analise da popula-
cao celular tumoral, como da resposta do hospedeiro, por
meio da andlise dos parametros grau de queratinizacao,
pleomorfismo nuclear, nimero de mitoses, padrdo de in-
vasao, estagio de invasao e infiltrado linfoplasmocitario,
tendo sido estabelecido um escore entre 1 e 4, conforme
recomendacdo dos autores supracitados. O resultado da
soma total dos escores estabelecidos foi dividido por seis
(nUmero de parametros avaliados), a fim de se obter o
escore médio final referente a cada caso. Os casos avalia-
dos foram divididos em dois grupos, com base no escore
médio final: Grupo |, baixo escore, sendo enquadrados
neste grupo os casos cujo valor médio foi menor do que
2,6 e, Grupo I, alto escore, aqueles com valores médios
iguais ou maiores do que 2,6.

Andlise imuno-histoquimica

Seccoes histoldgicas de 3um de espessura fo-
ram montadas em laminas de vidro previamente silani-
zadas e submetidas a reacao de imuno-histoquimica por
meio do método da estreptoavidina-biotina indireta. As
seccdes foram desparafinizadas em xilol e lavadas em
concentracdes decrescentes de alcool etilico (100%,
95%, 90%, 80%, e 70%). Para potencializar a reacao,
foi efetuada a recuperacédo antigénica por meio da imer-
sdo das seccbes em solucdo de citrato, aquecido por
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20 minutos em micro-ondas. A marcacao das proteinas
p16™N<4e e Ki-67 foi realizada com anticorpos monoclonais
de coelho anticamundongo Ab-7 (Neomarkers, Fremont,
CA, USA, na diluicdo 1:100), e MIB-1 (Dako, Glostrup,
Denmark, na diluicdo 1:50), respectivamente, ambos por
30 minutos. A reacao foi revelada com o uso da diamino-
benzidina (DAB, Ventana Medical Systems, Tucson, AZ,
USA) e contracorada com Hematoxilina de Meyer. Ambas
as etapas desenvolveram-se em um intervalo de quatro
minutos cada. O controle positivo foi realizado com ton-
sila humana (para o Ki-67) e nevo nevocelular dérmico
(para o p16)'™. Para o controle negativo, o anticorpo pri-
mario foi substituido por solucdo salina tamponada com
fosfato na reacéo.

Interpretacao dos resultados da imuno-histoquimica

Células cujos nucleos e/ou citoplasmas foram
corados em castanho pelo anticorpo Ab-7 (anti-p16)
foram consideradas positivas, independente da inten-
sidade da imunomarcacdo. A gradacdo da expressao
imuno-histoquimica foi determinada por meio da semi-
guantificacdo da intensidade de marcacédo (0, negativo;
1, fraca; 2, moderada; 3, forte) e porcentagem de cé-
lulas positivamente marcadas (1, menos que 30%; 2,
entre 30 e 60%; 3, mais de 60%).0 escore final de cada
tumor foi calculado pela soma dos escores de intensida-
de e porcentagem, conforme previamente descrito por
Prowse et al.’>. Por sua vez, células cujos nucleos foram
corados pelo anticorpo MIB-1 (anti-Ki-67), independen-
te de marcacao citoplasmatica, foram consideradas po-
sitivas. A gradacao da imunoexpressdo foi determinada
pela porcentagem de células positivas em 1000 células
contadas.

Analise Estatistica

O grau de correlacdo entre o volume tumoral
médio, escore de malignidade, e expressdo imuno-his-
toquimica do antigeno Ki-67 e p16™* foi efetuado por
meio do teste de correlacao linear de Spearman. A cor-
relacao foi considerada forte quanto mais préxima de 1
fosse o valor de R.

Para comparar as médias interobservadores, e
determinar os valores médios dos escores, foi utilizado
o0 teste t-student com nivel de significancia estabelecido
para um valor p<0,05.

RESULTADOS

Apds 26 semanas, todos 0s animais desenvolve-
ram leses tumorais periorais, com média e desvio padrdo
(DP) de surgimento de lesdes de 21,1£2,13 semanas. O
volume tumoral médioxDP foi 555,91+205,52mm?.

Com relacao a andlise histoldgica dos espéci-
mes, foi observado que todos os tumores visiveis esta-
vam representados por carcinomas epidermdides. Estes
se caracterizaram pela proliferacdo de queratindcitos
bem a moderadamente diferenciados, com grau variavel
de queratinizacdo individual (disqueratose) e em grupo
(pérola cérnea), infiltrando a mucosa e pele adjacentes.
Foi evidenciada ainda reacdo inflamatéria predominan-
temente linfocitica de intensidade variando entre leve,
moderada e intensa. Conforme demonstrado na tabela
1, foi observado que, dos dez casos de carcinoma epider-
moide labial, oito (80%) foram classificados como lesdes
de baixo grau de malignidade, enquanto que apenas dois
casos (20%), foram interpretados como de alto grau de
malignidade. Foi evidenciada moderada correlagao direta
entre o volume tumoral médio e o escore de malignidade
tumoral (R=0,659) (Figura 1).

Conforme demonstrado na tabela 1, todos os
tumores analisados mostraram positividade nuclear para
o antigeno Ki-67, embora em gradacdes variadas, com
indice proliferativo médio+DP (PI) de 50,1+18,0. Em tu-
mores com imunomarcacao fraca (menos de 30% de
células reativas), a positividade imuno-histoquimica foi
observada predominantemente nos estratos basal e para-
basal dos ninhos e lencois neoplasicos, enquanto tumores
com marcacao moderada (entre 30 e 60% de células rea-
tivas) e forte (mais de 60% de células reativas), a positivi-
dade mostrou-se bastante difusa. Este antigeno também

Volume Tumoral Médio
(mm?)

0 05 1 15 2 25 3 35
Gradacao Histologica de Malignidade

Figura 1 - Grau de correlacdo entre o volume tumoral médio e a grada-
¢do histoldgica de malignidade tumoral (R=0,659).
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Tabela 1 - Avaliacéo histopatoloégica e imuno-histoquimica dos carcinomas espinocelulares periorais DMBA-induzidos.

Animais Escore Volume tumoral médio Ki-67 (indice PI) P16INK4a (%)
(mm’)

R1 1,8 207,9585 24 3

R2 2,8 858,965 68 1

R3 2 338,4535 39 3

R4 1,83 455,23 34 2

R5 2 517,0158 40 3

R6 2 583,8648 76 2

R7 3 730,5243 61 1

R8 1,66 455,6454 33 1

R9 2,5 600,6244 59 3
R10 2,5 810,85 67 2
Média 2,209 555,9132 50,1 2.1
DP 0,45797 205,5257 18,05209 0,875595

DP - Desvio Padrao

foi bem expresso em células tumorais ciclantes durante
todas as fases da mitose.

Foi observada, ainda, uma forte correlacao di-
reta entre o indice PI de células Ki-67 positivas e o volu-
me tumoral médio (R=0,702) (Figura 2a), mas fraca entre
indice e a gradacao histolégica de malignidade tumoral
(R=0,486) (Figura 2b).

No que se refere a expressao imuno-histoqui-
mica do antigeno p16™<“a, observou-se escassa positivi-
dade em 30% dos casos, moderada em 30% e intensa
em 40% das lesées analisadas. O padrao de imunorre-
atividade foi bastante heterogéneo, com marcacdo ora
nuclear ora nuclear e citoplasmatica. A imunomarcacao
eminentemente nuclear foi mais comum em células tu-
morais bem diferenciadas, localizadas na porcao superfi-
cial do tumor. A positividade nuclear/citoplasmatica, por
outro lado, foi evidenciada em células tumorais das areas
mais centrais e mais raramente do front invasivo tumoral.
Areas queratinizadas (corpos disqueratdticos e pérolas
cdrneas), assim como figuras mitéticas, se mostraram ne-
gativas para este antigeno.

A figura 3 mostra imunomarcacao para a pro-
tefina p16™4 e positividade imuno-histoquimica para o
antigeno Ki-67.

Ao comparar o perfil de expressdo da proteina
p16™Nk4 e o volume tumoral médio, foi possivel eviden-
ciar apenas uma fraca correlacao inversa entre essas duas
varidveis (R=0,334) (Figura 4a), e auséncia de correlacao

entre a expressao imuno-histoquimica deste antigeno e a
gradacao histolégica de malignidade tumoral (R=0,143)
(Figura 4b). Também néo foi evidenciada correlagao entre
a imunoexpressao da proteina p16™N“ e do antigeno Ki-
67 (R=0,124) (Figura 4c).

a

80 -
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60

indice PIde inunomarcagio
do antigeno Ki-67

0 200 400 600 800 1000

Volume Tumoral Médio (mm?)

indice Pl de Inunomarcagio
do Antigeno Ki-67

0 1 2 3
Gradacao Histolégica de Malignidade Tumoral

Figura 2 - a) grau de correlacdo entre o indice Pl de imunomarcacdo
para o antigeno Ki-67 e o volume tumoral médio (R=0,702);
b) grau de correlacédo entre o indice Pl de imunomarcagdo
para o antigeno Ki-67 e a gradacdo histolégica de maligni-
dade tumoral (R=0,486).
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Figura 3 - a) imunomarcacéo para proteina p16™* nas areas superfi-
ciais do tumor; b) detalhe do padrdo nuclear e citoplasmé-
tico de imunomarcacéo para p16™%, c) positividade imu-
no-histoquimica para o antigeno Ki-67 predominantemente
nos estratos basal e parabasal dos ninhos e lencois neoplasi-
cos; d) detalhe do padréo nuclear do antigeno Ki-67.

DISCUSSAO

No presente estudo, houve forte correlacao
direta entre o volume tumoral médio e o escore de
malignidade tumoral, ou seja, as lesdes classificadas
como alto grau apresentaram os maiores indices de
crescimento tumoral quando comparadas as de baixo
grau, evidenciando que células morfologicamente in-
diferenciadas sdo geneticamente instaveis e escapam
facilmente dos mecanismos de controle do ciclo ce-
lular, com tendéncia a apresentar elevadas taxas de
proliferacao celular, em conformidade com outros
trabalhos' ",

A imunorreatividade do Ki-67 relaciona-se
a evidéncia de proliferacdo celular, de forma que este
marcador expressa-se em todas as fases do ciclo celular,
exceto na fase GO, na qual as células estdo quiescen-
tes’. Segundo Sousa et al.’®, a analise imuno-histoqui-
mica deste marcador constitui em método eficaz para a
avaliacao da fracdo de crescimento das neoplasias hu-
manas, fornecendo informacao valiosa acerca do prog-
noéstico da doenca.

Na amostra analisada, observou-se que a
imunomarcacdo do Ki-67, apresentou-se em grada-
¢oes variadas, sendo que nas lesées de alto grau hou-
ve forte expressdo com distribuicdo difusa. Em algu-
mas lesdes de baixo grau, com evidéncia de elevado

indice de volume tumoral médio, também se cons-
tatou forte marcacdo pelo referido anticorpo, confir-
mando, portanto, a forte correlacao direta encontra-
da entre o Ki-67 e este parametro clinico. Diversos
trabalhos relatam a referida correlacdo, como o de
Balassiano?®, que analisou a expressao dos marcado-
res Bcl-2, p53, p53 mutada, caspase-3 e Ki-67 como
fatores progndsticos em lesdes proliferativas da cavi-
dade oral, tais como hiperplasia fibrosa inflamatéria,
gueilite actinica e carcinoma espinocelular de labio
inferior, e encontrou elevada expressao do Ki-67 em
todas as lesdes.

A positividade do Ki-67 guardou fraca cor-
relacdo direta com a gradacao histolégica de malig-
nidade, isto se deve a instabilidade da imunoexpres-
sao deste anticorpo, de modo que, segundo trabalho
publicado?’, o Ki-67 permite inferir sobre o momen-
to de vida de uma determinada célula, informando
apenas se ela estd no ciclo celular?'. Por isso, é pos-
sivel que determinada neoplasia tenha alta taxa de
proliferacado e baixo percentual de células positivas
para tal anticorpo.

Alguns autores avaliaram a expressao do
PCNA, Ki-67, p53 e bcl-2 em portadores de carcino-
ma espinocelular de pele (n=10) e ceratose actinica
(n=10), e constataram auséncia de expressdo do Ki-67
em dois casos das referidas lesées, confirmando a exis-
téncia desta variabilidade na imunorreatividade deste
marcador'’®. No entanto, é interessante ressaltar que o
Ki-67, em diversos trabalhos, apresenta tendéncia de
forte correlagdo direta com o grau de malignidade da
leséo, sendo valorosa a sua contribuicdo como preditor
de progndstico' '8,

O gene supressor tumoral p16™4 que codifica
a proteina p16, encontra-se inativado por hipermetilacao
em diversos tipos de neoplasias malignas, incluindo o
carcinoma epidermoide oral (CEQ), constituindo evento
crucial nos estagios iniciais da transformacao maligna do
tecido afetado.

Ao utilizar a técnica de imuno-histoquimica,
é comum evidenciar a auséncia de imunorreatividade
da proteina p16™K4, fato que encontra elevada cor-
respondéncia com os achados providos por técnicas
moleculares, as quais evidenciam inativacdo do gene
supracitado???3,
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Figura 4 - a) grau de correlacdo entre a imunoexpressdo do anti-
geno p16INK4a e o volume tumoral médio (R=0,334); b)
grau de correlacdo entre a imunoexpressao do antigeno
p16Nk4a e a gradacdo histolégica de malignidade tumoral
(R=0,143); c) grau de correlacdo entre a imunoexpressao
do antigeno p16™% e a imunomarcagao para o antigeno
Ki-67 (R=0,124).

No grupo experimental, observou-se escassa
positividade para a p16™<4 nas lesdes de alto grau e nas
de baixo grau, de moderada a intensa marcacao. A imu-
noexpressao mostrou-se estritamente nuclear em células
tumorais bem diferenciadas, especialmente nas areas
superficiais, mas também nas &reas centrais do tumor,
corroborando com outro trabalho cientifico' que relatou
tendéncia de imunolocalizacdo da p16 nas areas centrais
e superficiais da massa tumoral, com diminuicao progres-
siva nas regides do front de invasdo, onde se concentram
as células mais indiferenciadas, com maior grau de perda
de adesao celular.

Alguns estudos evidenciam forte relacdo di-
reta entre a auséncia de imunorreatividade da p16 e a
severidade da gradacao histolégica de malignidade e do

estadiamento clinico, no entanto, neste trabalho nao foi
possivel estabelecer a referida correlacdo, em consonan-
cia com outro estudo’®.

Também se constatou fraca correlacdo in-
versa entre a expressao da p16™<2 e o volume tumo-
ral, bem como, ndo houve correlacdo estatisticamen-
te significativa entre a imunoexpressao da p16™Nk4a e
do Ki-67.

Segundo os autores supracitados, esta ausén-
cia de correlacdo da p16 com importantes parametros
progndsticos se deve ao fato de que a inativacdo do gene
p16MNk4a e da proteina correlata ocorreria nos estagios ini-
ciais da carcinogénese oral e, por isso, seriam mais efi-
cientes como sinalizadores precoces de transformacao
maligna do que como marcadores de prognéstico, mos-
trando-se pouco confidveis na predicdo do comporta-
mento bioldgico de lesdes neoplasicas.

Conforme os resultados deste estudo, pode-
-se verificar que o volume tumoral constitui importante
parametro clinico na mensuracao da agressividade de
neoplasias malignas, assim como, a imunoexpressao
do Ki-67 mostrou-se eficaz como marcador de proli-
feracado celular, no entanto, nem sempre este marca-
dor mostra correlacao significativa com o padrdo de
imunorreatividade de proteinas que regulam o ciclo
celular, devido a instabilidade de sua expressdo no pa-
rénquima tumoral.

Além disso, quando se pretende correlacionar a
expressao de proteinas que controlam o ciclo celular com
o grau de malignidade do tumor, pode haver contradi-
¢bes, justificadas pelo fato de que estas proteinas ou atu-
am por vias moleculares independentes, ou em estagios
diferentes do ciclo celular e da progressdo tumoral, de
forma que a sua expressdo pode nao refletir o potencial
proliferativo das lesdes malignas.

Concluindo, este trabalho evidenciou que
na carcinogénese perioral induzida por DMBA em
modelo experimental, a progressdo tumoral estd as-
sociada a fracdo proliferativa do tumor (células ciclan-
tes Ki-67 positivas) e com a diferenciacdo tumoral,
todavia ndo apresenta correlacdo com a expressao da
proteina p16™k4 De modo que, faz-se necessaria a
elaboracao de novos estudos para elucidar os meca-
nismos de atuacao dos genes e proteinas envolvidos
no ciclo celular.
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ABSTRACT

Objective: to evaluate the influence of Ki-67 and P16™% proteins immunohistochemical expressions on the clinical and morpho-
logical parameters of perioral squamous cell carcinoma induced with 9, 10-dimethyl-1,2-benzanthracene (DMBA) in mice. Methods:
we topically induced the lesions in the oral commissure of ten Swiss mice for 20 weeks, determining the time to tumors onset and
the average tumor volume up to 26 weeks. In histopathological analysis, the variables studied were histological malignancy grade
and the immunohistochemical expression of Ki-67 and P16™< proteins. The correlation between variables was determined by ap-
plication of the Spearman correlation test. Results: the mean time to onset of perioral lesions was 21.1 + 2.13 weeks, mean tumor
volume was 555.91 + 205.52 mm3. Of the induced tumors, 80% were classified as low score and 20% high score. There was diffuse
positivity for Ki-67 in 100% of lesions — Proliferation Index (Pl) of 50.1 + 18.0. There was a strong direct correlation between Ki-67
immunoreactivity and tumor volume (R = 0.702) and a low correlation with the malignancy score (R = 0.486). The P16"™% protein
expression was heterogeneous, showing a weak correlation with tumor volume (R = 0.334). There was no correlation between the
immunohistochemical expression of the two proteins studied. Conclusion: in an experimental model of DMBA-induced perioral car-
cinogenesis, tumor progression was associated with the tumor proliferative fraction (Ki-67 positive cells) and with tumor histological

grading, but not with P16"%% expression.

Keywords: Carcinogenesis. 9, 10-Dimetil-1,2-benzanthracene. Immunohistochemistry. Ki-67 Antigen. Genes, p16.
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