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	 INTRODUÇÃO

Os carcinomas epidermóides ou espinocelulares (CEC) 

representam as neoplasias orais de maior prevalên-

cia, correspondendo a cerca de 90% a 95% dos casos, 

e são mais incidentes nas regiões de lábio inferior, lín-

gua e assoalho bucal1. Entre os fatores etiológicos destas 

neoplasias malignas, destaca-se a ação de produtos da 

combustão do tabaco em indivíduos tabagistas crônicos2.

Um dos carcinógenos químicos mais utilizados 

no estudo de dinâmica neoplásica é o composto 9,10-di-

metil-1,2-benzantraceno (DMBA), que é um poluente 

orgânico do tipo hidrocarboneto aromático policíclico, 

largamente liberado no ambiente, especialmente em fun-

ção da atividade humana3. O DMBA apresenta proprieda-

des citotóxicas, mutagênicas e imunossupressoras4,5.

A transformação de células normais em malig-

nas é orientada por distúrbios em vários agentes regula-

dores, positivos e negativos, do ciclo celular. A progressão 

do ciclo celular é regulada positivamente por múltiplas ci-

clinas e cinases dependentes de ciclina, e negativamente 

por um número de inibidores de cinases dependentes de 

ciclina6.

O Ki-67 é uma proteína nuclear expressa em 

todas as fases do ciclo celular (G1, S, G2 e M), e que, 

todavia, está ausente na fase G0 (não ciclantes). A fun-

ção precisa do antígeno Ki-67 ainda é pouco conhecida, 

mas tem sido sugerido que esta proteína está possivel-

mente associada ao nucléolo e aos componentes fibrila-

res, e ainda parece desempenhar um papel essencial na 

síntese de ribossomos durante a divisão celular. Estudos 

têm demonstrado que a expressão imuno-histoquímica 

da proteína ki-67 apresenta correlação com o potencial 

proliferativo de tumores malignos orais7,8.

A p16INK4a (p16) é uma proteína oncossupresso-

ra codificada pelo gene INK4a (também conhecido como 

MTSI, CDK4I, ou CDKN2) localizada no cromossomo 9p 

lócus 21, envolvida no processo de bloqueio da progres-
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R E S U M O

Objetivo: avaliar a influência da expressão imuno-histoquímica das proteínas Ki-67 e p16INK4a sobre parâmetros clínico-morfológicos 
em carcinomas espinocelulares periorais quimicamente induzidos com 9,10-dimetil-1,2-benzantraceno (DMBA) em modelo murino. 
Métodos: as lesões foram induzidas topicamente na comissura labial de dez camundongos Swiss durante 20 semanas, sendo determinado 
o momento de surgimento dos tumores e volume tumoral médio até 26 semanas. Na análise histopatológica, as variáveis estudadas 
foram gradação histológica de malignidade tumoral e expressão imuno-histoquímica das proteínas Ki-67 e p16INK4a. A correlação entre 
as variáveis estudadas foi determinada pela aplicação do teste de correlação de Spearman. Resultados: o tempo médio de surgimento 
das lesões 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 lesões – índice de 
marcação (PI) de 50,1±18,0. Verificou-se correlação direta forte entre  a imunoexpressão do Ki-67 e o volume tumoral (R=0,702) e fraca 
correlação com o escore de malignidade (R=0,486). A expressão da proteína p16INK4a foi heterogênea, mostrando fraca correlação com 
o volume tumoral (R=0,334). Não houve correlação entre a expressão imuno-histoquímica das duas proteínas estudadas. Conclusão: 
Em modelo experimental de carcinogênese perioral DMBA-induzida, a progressão tumoral está associada à fração proliferativa do tumor 
(células ki-67 positivas) e com a gradação histológica tumoral, porém não com a expressão da p16INK4a.

Descritores: Carcinogênese. 9,10-Dimetil-1,2-benzantraceno. Imuno-Histoquímica. Antígeno Ki-67. Genes p16.
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são do ciclo celular, que se apresenta inativa em uma 

ampla gama de tumores malignos humanos. A perda da 

expressão imuno-histoquímica da p16INK4a tem sido ob-

servada em estágios ainda iniciais da carcinogênese oral 

e vem sendo considerada um evento molecular de impor-

tante valor na análise prognóstica destes tumores9,10.

Este trabalho avaliou a influência da expressão 

imuno-histoquímica das proteínas Ki-67 e p16 sobre pa-

râmetros morfológicos (volume tumoral médio e gradação 

histológica de malignidade) em CEC periorais quimicamen-

te induzidos com DMBA em camundongos. Adicionalmen-

te, procurou-se verificar a existência de correlação entre a 

imunorreatividade das proteínas p16 e Ki-67.

	 MÉTODOS

O desenvolvimento do estudo contou com a 

aprovação do Comitê de Ética em pesquisa da Universidade 

Tiradentes – Aracaju/SE, com número do protocolo 191208.

Animais e procedimento de indução de carcinogê-

nese química

Foi utilizado um total de dez camundongos 

Swiss, sem distinção entre sexos, provenientes do Biotério 

da Universidade Tiradentes, com massa corporal de apro-

ximadamente 150±30g (Média de idade de 100 dias).

As lesões orais foram induzidas na comissura 

labial esquerda de camundongos através da aplicação tó-

pica de 9,10-dimetil-1,2-benzantraceno (DMBA), diluído a 

0,5% em acetona, em uma frequência semanal de três 

dias alternados durante 20 semanas11. Após este período, 

os animais permaneceram sob observação por mais seis 

semanas, e o momento de surgimento (emergência clínica) 

dos tumores de cada animal foi devidamente registrado.

Análise macroscópica das lesões DMBA-induzidas

Para determinação do volume tumoral foi utili-

zado um paquímetro digital a fim de que fossem verifica-

dos os diâmetros médios das lesões produzidas, aplicados 

à seguinte fórmula12: V = 4/3. π d, onde: V= volume; π = 

3,14; d = diâmetro médio.

Coleta dos Espécimes e Processamento Histológico

Decorridas 26 semanas, os animais foram sa-

crificados em câmara de CO2 (Insight, Ribeirão Preto, SP 

– fluxo contínuo de 100% de CO2 por 50 minutos), e 

posteriormente a área do tumor do camundongo foi sub-

metida à remoção post-mortem. Os espécimes teciduais 

foram fixados em formol tamponado (10%, pH 7,4) por 

24 horas, desidratados em soluções crescentes de álcool 

etílico e diafanizados em xilol, para posterior impregna-

ção e inclusão em parafina.

Para cada tumor foram obtidas 15 secções his-

tológicas de 5µm de espessura, submetidas à coloração 

de rotina pela Hematoxilina/Eosina. As lesões foram ana-

lisadas morfologicamente através da microscopia de luz 

(Microscópio Óptico Olympus CX31) por dois observado-

res previamente treinados. 

Posteriormente, as amostras foram submetidas 

a uma análise morfológica pela técnica da hematoxilina e 

eosina, por meio de microscopia de luz.  Foram analisa-

dos dez campos histológicos por dois observadores pre-

viamente treinados e realizada a classificação tumoral, de 

acordo com o sistema de gradação histológica de malig-

nidade13. Este sistema objetiva tanto a análise da popula-

ção celular tumoral, como da resposta do hospedeiro, por 

meio da análise dos parâmetros grau de queratinização, 

pleomorfismo nuclear, número de mitoses, padrão de in-

vasão, estágio de invasão e infiltrado linfoplasmocitário, 

tendo sido estabelecido um escore entre 1 e 4, conforme 

recomendação dos autores supracitados. O resultado da 

soma total dos escores estabelecidos foi dividido por seis 

(número de parâmetros 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 I, baixo escore, sendo enquadrados 

neste grupo os casos cujo valor médio foi menor do que 

2,6 e, Grupo II, alto escore, aqueles com valores médios 

iguais ou maiores do que 2,6.

Análise imuno-histoquímica

Secções histológicas de 3цm de espessura fo-

ram montadas em lâminas de vidro previamente silani-

zadas e submetidas à reação de imuno-histoquímica por 

meio do método da estreptoavidina-biotina indireta. As 

secções foram desparafinizadas em xilol e lavadas em 

concentrações decrescentes de álcool etílico (100%, 

95%, 90%, 80%, e 70%). Para potencializar a reação, 

foi efetuada a recuperação antigênica por meio da imer-

são das secções em solução de citrato, aquecido por 

072-079

Alves
Expressão KI-67 e P16INK4a em carcinomas espinocelulares periorais quimicamente induzidos em camundongos.



74

Rev. Col. Bras. Cir. 2016; 43(2): 

20 minutos em micro-ondas. A marcação das proteínas 

p16INK4a e Ki-67 foi realizada com anticorpos monoclonais 

de coelho anticamundongo Ab-7 (Neomarkers, Fremont, 

CA, USA, na diluição 1:100), e MIB-1 (Dako, Glostrup, 

Denmark, na diluição 1:50), respectivamente, ambos por 

30 minutos. A reação 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)14. Para o controle negativo, o anticorpo pri-

mário foi substituído por solução salina tamponada com 

fosfato na reação.

Interpretação dos resultados da imuno-histoquímica

Células cujos núcleos e/ou citoplasmas foram 

corados em castanho pelo anticorpo Ab-7 (anti-p16) 

foram consideradas positivas, independente da inten-

sidade da imunomarcação. A gradação da expressão 

imuno-histoquímica foi determinada por meio da semi-

quantificação da intensidade de marcação (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%).O escore final de cada 

tumor foi calculado pela soma dos escores de intensida-

de e porcentagem, conforme previamente descrito por 

Prowse et al.15. Por sua vez, células cujos núcleos foram 

corados pelo anticorpo MIB-1 (anti-Ki-67), independen-

te de marcação citoplasmática, foram consideradas po-

sitivas. A gradação da imunoexpressão foi determinada 

pela porcentagem de células positivas em 1000 células 

contadas.

Análise Estatística

O grau de correlação entre o volume tumoral 

médio, escore de malignidade, e expressão imuno-his-

toquímica do antígeno Ki-67 e p16INK4a foi efetuado por 

meio do teste de correlação linear de Spearman. A cor-

relação foi considerada forte quanto mais próxima de 1 

fosse o valor de R.

Para comparar as médias interobservadores, e 

determinar os valores médios dos escores, foi utilizado 

o teste t-student com nível de significância estabelecido 

para um valor p<0,05.

	 RESULTADOS

Após 26 semanas, todos os animais desenvolve-

ram lesões tumorais periorais, com média e desvio padrão 

(DP) de surgimento de lesões de 21,1±2,13 semanas. O 

volume tumoral médio±DP foi 555,91±205,52mm3.

Com relação à análise histológica dos espéci-

mes, foi observado que todos os tumores visíveis esta-

vam representados por carcinomas epidermóides. Estes 

se caracterizaram pela proliferação de queratinócitos 

bem a moderadamente diferenciados, com grau variável 

de queratinização individual (disqueratose) e em grupo 

(pérola córnea), infiltrando a mucosa e pele adjacentes. 

Foi evidenciada ainda reação inflamatória predominan-

temente linfocítica de intensidade variando entre leve, 

moderada e intensa. Conforme demonstrado na tabela 

1, foi observado que, dos dez casos de carcinoma epider-

móide labial, oito (80%) foram classificados como lesões 

de baixo grau de malignidade, enquanto que apenas dois 

casos (20%), foram interpretados como de alto grau de 

malignidade. Foi evidenciada moderada correlação 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 antígeno Ki-67, embora em gradações variadas, com 

índice proliferativo médio±DP (PI) de 50,1±18,0. Em tu-

mores com imunomarcação fraca (menos de 30% de 

células reativas), a positividade imuno-histoquímica foi 

observada predominantemente nos estratos basal e para-

basal dos ninhos e lençóis neoplásicos, enquanto tumores 

com marcação 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 antígeno também 

Figura 1 - 	Grau de correlação entre o volume tumoral médio e a grada-
ção histológica de malignidade tumoral (R=0,659).
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foi bem expresso em células tumorais ciclantes durante 

todas as fases da mitose.

Foi observada, ainda, uma forte correlação di-

reta entre o índice PI de células Ki-67 positivas e o volu-

me tumoral médio (R=0,702) (Figura 2a), mas fraca entre 

índice e a gradação histológica de malignidade tumoral 

(R=0,486) (Figura 2b).

No que se refere à expressão imuno-histoquí-

mica do antígeno p16INK4a, observou-se escassa positivi-

dade em 30% dos casos, moderada em 30% e intensa 

em 40% das lesões analisadas. O padrão de imunorre-

atividade foi bastante heterogêneo, com marcação ora 

nuclear ora nuclear e citoplasmática. A imunomarcação 

eminentemente nuclear foi mais comum em células tu-

morais bem diferenciadas, localizadas na porção superfi-

cial do tumor. A positividade nuclear/citoplasmática, por 

outro lado, foi evidenciada em células tumorais das áreas 

mais centrais e mais raramente do front invasivo tumoral. 

Áreas queratinizadas (corpos disqueratóticos e pérolas 

córneas), assim como figuras mitóticas, se mostraram ne-

gativas para este antígeno.

A figura 3 mostra imunomarcação para a pro-

teína p16INK4a e positividade imuno-histoquímica para o 

antígeno Ki-67.

Ao comparar o perfil de expressão da proteína 

p16INK4a e o volume tumoral médio, foi possível eviden-

ciar apenas uma fraca correlação inversa entre essas duas 

variáveis (R=0,334) (Figura 4a), e ausência de correlação 

entre a expressão imuno-histoquímica deste antígeno e a 

gradação histológica de malignidade tumoral (R=0,143) 

(Figura 4b). Também não foi evidenciada correlação entre 

a imunoexpressão da proteína p16INK4a e do antígeno Ki-

67 (R=0,124) (Figura 4c).

Tabela 1 - Avaliação histopatológica e imuno-histoquímica dos carcinomas espinocelulares periorais DMBA-induzidos.

DP - Desvio Padrão

Figura 2 - 	a) grau de correlação entre o índice PI de imunomarcação 
para o antígeno Ki-67 e o volume tumoral médio (R=0,702); 
b) grau de correlação entre o índice PI de imunomarcação 
para o antígeno Ki-67 e a gradação histológica de maligni-
dade tumoral (R=0,486).
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	 DISCUSSÃO

No presente estudo, houve forte correlação 

direta entre o volume tumoral médio e o escore de 

malignidade tumoral, ou seja, as lesões classificadas 

como alto grau apresentaram os maiores índices de 

crescimento tumoral quando comparadas às de baixo 

grau, evidenciando que células morfologicamente in-

diferenciadas são geneticamente instáveis e escapam 

facilmente dos mecanismos de controle do ciclo ce-

lular, com tendência a apresentar elevadas taxas de 

proliferação celular, em conformidade com outros 

trabalhos16,17.

A imunorreatividade do Ki-67 relaciona-se 

à evidência de proliferação celular, de forma que este 

marcador expressa-se em todas as fases do ciclo celular, 

exceto na fase G0, na qual as células estão quiescen-

tes18. Segundo Sousa et al.19, a análise imuno-histoquí-

mica deste marcador constitui em método eficaz para a 

avaliação da fração de crescimento das neoplasias hu-

manas, fornecendo informação valiosa acerca do prog-

nóstico da doença.

Na amostra analisada, observou-se que a 

imunomarcação do Ki-67, apresentou-se em grada-

ções variadas, sendo que nas lesões de alto grau hou-

ve forte expressão com distribuição difusa. Em algu-

mas lesões de baixo grau, com evidência de elevado 

índice de volume tumoral médio, também se cons-

tatou forte marcação pelo referido anticorpo, confir-

mando, portanto, a forte correlação direta encontra-

da entre o Ki-67 e este parâmetro clínico. Diversos 

trabalhos relatam a referida correlação, como o de 

Balassiano20, que analisou a expressão dos marcado-

res Bcl-2, p53, p53 mutada, caspase-3 e Ki-67 como 

fatores prognósticos em lesões proliferativas da cavi-

dade oral, tais como hiperplasia fibrosa inflamatória, 

queilite actinica e carcinoma espinocelular de lábio 

inferior, e encontrou elevada expressão do Ki-67 em 

todas as lesões.

A positividade do Ki-67 guardou fraca cor-

relação direta com a gradação histológica de malig-

nidade, isto se deve à instabilidade da imunoexpres-

são deste anticorpo, de modo que, segundo trabalho 

publicado21, o Ki-67 permite inferir sobre o momen-

to de vida de uma determinada célula, informando 

apenas se ela está no ciclo celular21. Por isso, é pos-

sível que determinada neoplasia tenha alta taxa de 

proliferação e baixo percentual de células positivas 

para tal anticorpo.

Alguns autores avaliaram a expressão do 

PCNA, Ki-67, p53 e bcl-2 em portadores de carcino-

ma espinocelular de pele (n=10) e ceratose actínica 

(n=10), e constataram ausência de expressão do Ki-67 

em dois casos das referidas lesões, confirmando a exis-

tência desta variabilidade na imunorreatividade deste 

marcador18. No entanto, é interessante ressaltar que o 

Ki-67, em diversos trabalhos, apresenta tendência de 

forte correlação direta com o grau de malignidade da 

lesão, sendo valorosa a sua contribuição como preditor 

de prognóstico17,18.

O gene supressor tumoral p16INK4a, que codifica 

a proteína p16, encontra-se inativado por hipermetilação 

em diversos tipos de neoplasias malignas, incluindo o 

carcinoma epidermóide oral (CEO), constituindo evento 

crucial nos estágios iniciais da transformação maligna do 

tecido afetado.

Ao utilizar a técnica de imuno-histoquímica, 

é comum evidenciar a ausência de imunorreatividade 

da proteína p16INK4a, fato que encontra elevada cor-

respondência com os achados providos por técnicas 

moleculares, as quais evidenciam inativação do gene 

supracitado22,23.

Figura 3 -	a) imunomarcação para proteína p16INK4a nas áreas superfi-
ciais do tumor; b) detalhe do padrão nuclear e citoplasmá-
tico de imunomarcação para p16INK4a; c) positividade imu-
no-histoquímica para o antígeno Ki-67 predominantemente 
nos estratos basal e parabasal dos ninhos e lençóis neoplási-
cos; d) detalhe do padrão nuclear do antígeno Ki-67.
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No grupo experimental, observou-se escassa 

positividade para a p16INK4a nas lesões de alto grau e nas 

de baixo grau, de moderada a intensa marcação. A imu-

noexpressão mostrou-se estritamente nuclear em células 

tumorais bem diferenciadas, especialmente nas áreas 

superficiais, mas também nas áreas centrais do tumor, 

corroborando com outro trabalho científico16 que relatou 

tendência de imunolocalização da p16 nas áreas centrais 

e superficiais da massa tumoral, com diminuição progres-

siva nas regiões do front de invasão, onde se concentram 

as células mais indiferenciadas, com maior grau de perda 

de adesão celular.

Alguns estudos evidenciam forte relação di-

reta entre a ausência de imunorreatividade da p16 e a 

severidade da gradação histológica de malignidade e do 

estadiamento clínico, no entanto, neste trabalho não foi 

possível estabelecer a referida correlação, em consonân-

cia com outro estudo16.

Também se constatou fraca correlação in-

versa entre a expressão da p16INK4a e o volume tumo-

ral, bem como, não houve correlação estatisticamen-

te significativa entre a imunoexpressão da p16INK4a e 

do Ki-67.

Segundo os autores supracitados, esta ausên-

cia de correlação da p16 com importantes parâmetros 

prognósticos se deve ao fato de que a inativação do gene 

p16INK4a e da proteína correlata ocorreria nos estágios ini-

ciais da carcinogênese oral e, por isso, seriam mais efi-

cientes como sinalizadores precoces de transformação 

maligna do que como marcadores de prognóstico, mos-

trando-se pouco confiáveis na predição do comporta-

mento biológico de lesões neoplásicas.

Conforme os resultados deste estudo, pode-

-se verificar que o volume tumoral constitui importante 

parâmetro clínico na mensuração da agressividade de 

neoplasias malignas, assim como, a imunoexpressão 

do Ki-67 mostrou-se eficaz como marcador de proli-

feração celular, no entanto, nem sempre este marca-

dor mostra correlação significativa com o padrão de 

imunorreatividade de proteínas que regulam o ciclo 

celular, devido à instabilidade de sua expressão no pa-

rênquima tumoral.

Além disso, quando se pretende correlacionar a 

expressão de proteínas que controlam o ciclo celular com 

o grau de malignidade do tumor, pode haver contradi-

ções, justificadas pelo fato de que estas proteínas ou atu-

am por vias moleculares independentes, ou em estágios 

diferentes do ciclo celular e da progressão tumoral, de 

forma que a sua expressão pode não refletir o potencial 

proliferativo das lesões malignas.

Concluindo, este trabalho evidenciou que 

na carcinogênese perioral induzida por DMBA em 

modelo experimental, a progressão tumoral está as-

sociada à fração proliferativa do tumor (células ciclan-

tes Ki-67 positivas) e com a diferenciação tumoral, 

todavia não apresenta correlação com a expressão da 

proteína p16INK4a. De modo que, faz-se necessária a 

elaboração de novos estudos para elucidar os meca-

nismos de atuação dos genes e proteínas envolvidos 

no ciclo celular.

Figura 4 -	a) grau de correlação entre a imunoexpressão do antí-
geno p16INK4a e o volume tumoral médio (R=0,334); b) 
grau de correlação entre a imunoexpressão do antígeno 
p16INK4a e a gradação histológica de malignidade tumoral 
(R=0,143); c) grau de correlação entre a imunoexpressão 
do antígeno p16INK4a e a imunomarcação para o antígeno 
Ki-67 (R=0,124).
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A B S T R A C T

Objective: to evaluate the influence of Ki-67 and P16INK4a  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 P16INK4a 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 (PI) 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 P16INK4a 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 P16INK4a expression.

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