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RESUMO - Objetivo: Verificar a frequéncia de instabilidade de microssatélites (IMS) em casos de carcinoma
colorretal, bem como seus fatores de risco. Material e Método: Foram analisados histéricos de pacientes com
CCR, avaliando sexo, idade, presenca ou auséncia de instabilidade de microssatélites MLH-1 e MSH- 2, po-
sitividade e negatividade do marcador p53, reatividade do marcador Ki67, profundidade da lesao, invasio
vascular e linfonodal e localizacao do tumor. Resultados: Obteve-se 10,37% de casos com IMS. Nao houve
correlacio entre IMS e idade, género, localizacao do tumor, invasao linfonodal e vascular, profundidade da
lesdao, mutacio de TP53 e taxa de proliferacao por anti Ki67. Conclusdo: Nesse estudo a presenca de IMS no
CCR nao apresentou relaciio com fatores clinicos e epidemioldgicos conhecidos para essa neoplasia.
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INTRODUCAO

Neoplasias de intestino grosso representam im-
portantes desafios na rotina oncoldgica.’

Os adenomas de intestino grosso constituem
as neoplasias colorretais mais comuns e apresentam
grandes chances de malignizacdo. A transformacao
maligna dos adenomas, estd relacionada ao tama-
nho da lesao, ao tipo histologico e a intensidade de
atipias celulares. ?

O carcinoma colorretal (CCR) tem distribuicao
ampla no mundo, com maior incidéncia nos EUA e
em paises da Europa Ocidental. No Brasil, represen-
ta a quinta causa de morte por neoplasias, o terceiro
cancer mais frequente em mulheres e o segundo em
homens * 4.

O CCR pode ser de origem hereditiria ou es-
porddico, quando acomete individuos sem historia
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familiar da doenca, representando a maioria dos
casos. Seus principais fatores de risco sao habitos
alimentares, como ingestao calorica excessiva, bai-
xo teor de fibras nao absorviveis, alta ingestao de
carboidratos refinados e carnes vermelhas ° .

Do ponto de vista histolégico, 95% dos tumores
de intestino grosso sdo adenocarcinomas, os quais
podem ser classificados de acordo com o grau de
diferenciacio .

O prognodstico do cancer colorretal é multifa-
torial, mas seu principal determinante ¢ a extensao
da lesao. Por meio de classificacdes como de Astler-
-Coller e TNM, ¢é possivel o estadiamento dos tumo-
res, avaliando infiltracdo, linfonodos acometidos e
metdstases °.

A carcinogénese colorretal pode ocorrer de
duas maneiras: por meio da via supressora ou da via
mutadora. A via supressora € a evolucao de um ade-
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noma para um carcinoma. Inicia-se com uma alteracio
na regulacio da proliferacao celular por meio de multi-
plas mutacoes em genes supressores e protooncogenes
°. Essa via decorre de instabilidade cromossdmica como
resultado de mdltiplas mutacdes em oncogenes 7.

A via mutadora caracteriza-se por alteracdes, totais
ou parciais, em genes de reparo do DNA. A maioria
destas alteracoes envolvem o hMSH2 (localizado no
cromossomo 2p22) e o hMLH1 (no cromossomo 3p21).
Pequenas porcoes de material genético classificam-
se como satélites e essas alteracdes, que modificam a
ordem original de 1 a 6 nucleotideos, sao conhecidas
como instabilidade de microssatélites (IMS). Se as alte-
racdes coincidem com regides codificadoras de genes
como TGFBRII, IGFIIR e BAX ocorre aumento na pro-
liferacao celular, diminui¢ao da apoptose, ou ambos °.

Alteracoes da via mutadora, também denominada
via da instabilidade de microssatélite (IMS), decorrem
de lesdes em genes de reparo do malpareamento ge-
nético. Acomete 10 a 15% dos casos esporadicos e estd
presente na sindrome do Cancer Colorretal Hereditario
Nzo Polipose (HNPCC). Tais modificacoes podem ocor-
rer em genes de linhagem germinativa, como hMSH2,
hMLH1, MSHG6, hPMS1, hPMS2, mas em 90% envolve
o hMSH2 e o hMLH1. Um individuo herda, portanto,
genes deficientes e em alguns epitélios susceptiveis,
como o do colon, associa-se a perda da heterozigose,
elevando a taxa mutagénica. Quando as falhas do codi-
go genético equivalem a genes mantenedores, culmina
com o surgimento do carcinoma °.

Devido a baixa incidéncia de alteracoes, além de
seu alto custo e sua complexidade, a pesquisa de IMS
ndo ¢ realizada em todos os casos de CCR. Porém, é
indicada para portadores de CCR com caracteristicas
sugestivas de erros de replicacao .

IMS correspondem a alteracdes no nimero de uni-
dades repetidas em um ou mais microssatélites, quando
se faz uma comparacio com os mesmos microssatélites
existentes em amostras de DNA de um tecido normal
do proprio individuo, sendo essa instabilidade um tipo
de “impressao digital” do DNA tumoral .

Para diagnosticar a presenca de IMS faz-se uma
comparacio entre as caracteristicas de microssatélites
de células tumorais e de um tecido normal do indivi-
duo. O DNA dos tecidos € extraido e amplificado por
meio de uma reacio em cadeia da polimerase (PCR).
Posteriormente, utiliza-se a eletroforese para comparar
a extensao de um ou mais microssatélites entre os dois
tecidos .

A pesquisa de IMS nao ¢€ a Unica forma de avaliar
a existéncia de erros de replicacio no DNA tumoral.
Outra maneira € por meio da avaliacao das proteinas
de reparo. Até hoje foram identificadas seis proteinas
de reparo (MLH1, MSH2, PMS1, PMS2, MSH6 E MLH3),
porém, cerca de 90% das mutacdes sio encontradas
apenas nas MLH1 e MSH2. A imunohistoquimica repre-
senta método de escolha na deteccao de tumores com
erros de replicacao ' 12

O gene MLH1 (gene human mut-s homologue 1)
localiza-se no braco curto do cromossomo 3 (3p21-23),
em uma drea de significativa importancia para genes
envolvidos no HNPCC . Ele ¢ de fundamental impor-
tancia no processo de reparacao de erros na duplicacio
do DNA. E conhecido como um gene de reparo do
DNA. Quando ha um nimero elevado de alteracoes
nas sequéncias de microssatélites em um determinado
tecido tumoral, evidencia-se auséncia da fun¢iao normal
de reparo do DNA, o que pode ser decorrente de mu-
tacoes presentes nos genes do reparo, principalmente
o MLH1 e o MSH2 B.

O MSH2 esta situado no braco curto do cromosso-
mo 2, na posicao 21, frequentemente mutado em casos
de HNPCC . E um gene codificador de proteina que
participa na reparaciao do erros no DNA e esta relacio-
nado a algumas doencas com as sindromes de Muir-
Torre, de Turcot e a de Lynch .

O gene supressor tumoral p53 situa-se no braco
curto do cromossomo 17 (regiao pl3.1), tendo como
produto de sua transcricdo uma proteina nuclear de-
nominada p53, que atua como um gene supressor tu-
moral. E conhecida “guardia do genoma”, monitorando
a integridade do genoma e impedindo a proliferacio
de células com DNA mutado. Quando existem injdrias
no DNA causadas por fatores fisicos ou quimicos, por
exemplo, ativa-se o gene p53, o que leva a transcri-
¢ao da proteina p53. Com o acimulo dessa proteina,
ocorre inibicao do ciclo mitético jd no inicio da fase
G1 e ativacao da transcricao de genes de reparo do
DNA, impedindo a propagacio do erro genético para
as células filhas. Porém, se o reparo nio for efetuado, a
mesma proteina p53 ativa a apoptose . Mutacdes no
P53 estdo presentes em cerca de 60% das neoplasias
humanas b.

O ki-67 é uma proteina nao histonica, presente em
todas as fases do ciclo celular, exceto em GO. Sua prin-
cipal aplicacao € na avaliacio da proliferacao celular
e de margens cirdrgicas. Esse gene esta relacionado 2
invasao tumoral, o que muitas vezes nio € detectada 2a
microscopia optica, sendo que os indices de piora no
progndstico estao relacionados com o aumento da sua
positividade °. Cabe ressaltar que a positividade do Ki-
67 ndo é exclusiva das neoplasias malignas, mas ela é
predominante nesta situacio quando comparada com
as benignas, sendo considerada um 6timo marcador de
transformacio maligna '°.

A andlise de IMS por imunohistoquimica (IMH)
constitui uma nova ferramenta na classificacao do CCR.
Assim, esse trabalho teve por objetivo verificar a fre-
quéncia de instabilidade de microssatélites (IMS) em
casos de carcinoma colorretal, bem como seus fatores
de risco.

METODOLOGIA

Este trabalho foi realizado no Servico de Anato-
mia Patologica do Hospital Nossa Senhora das Gragas e




do Hospital Santa Cruz no periodo de 2009 a 2014 em
Curitiba- Parand e aprovado pelo Comité de Etica da
Faculdade Evangélica do Parand. Trata-se de um estudo
transversal retrospectivo em que foram avaliados histo-
ricos de pacientes diagnosticados com CCR por meio
de IMH para pesquisa de IMS anti MLH1 e anti MSH2.

Foram incluidos na pesquisa portadores de CCR
em que foi realizado - por meio de imunohistoquimica
- a pesquisa de microssatélites e cujo prontudrio conti-
nha dados relativos a sexo, idade, localizacio da lesio,
tipo histopatologico, acometimento linfonodal, profun-
didade da lesao e invasao vascular. Foram excluidos os
casos cujos dados pesquisados nio estejam completos.

A positividade e negatividade dos microssatélites
MLH-1 e MSH-2, a positividade e negatividade do mar-
cador biolégico p53 e a quantificacio da positividade
do marcador Ki-67 foi avaliada por IMH no Centro de
Patologia de Curitiba.

Foram analisados historicos de 106 pacientes com
CCR, avaliando sexo, idade, instabilidade de microssa-
télites MLH-1 e MSH- 2, positividade do marcador p53,
porcentagem de reatividade do marcador Ki67, acome-
timento de linfonodos e vasos sanguineos, profundida-
de e localizacio do tumor.

Foi realizada andlise estatistica por meio do sof-
tware BioStat, para verificacao da significincia (P<0,05),
comparando as varidveis envolvidas com a presencga ou
nao de positividade de microssatélites nas lesdes ava-
liadas.

RESULTADOS

Os dados relativos a género, idade, positividade
para anti-p53, resposta ao marcador Ki67, acometimen-
to de linfonodos e invasao vascular estio dispostos no
quadro 1.

QUADRO 1. DISTRIBUICAO DOS RESULTADOS DOS DIFERENTES

CRITERIOS NOS PACIENTES COM E SEM INSTABILIDADE DE MI-
CROSSATELITES.

Caracteristicas com IMS sem IMS P

Idade do paciente 0.682

<50 anos- n (%) 3(33,3) 14 (24,D

> ou = 50 anos - n (%) 6 (66,7) 44 (75,9)

Sexo do paciente 0.803
Masculino - n(%) 6 (54,5) 54 (53,5)

Feminino - n (%) 5 (45,5) 47 (46,5)

ps3 0.994
positivo- n (%) 7 (63,60) 67 (67,7)

Negativo - n (%) 4(30,3) 32(32,3)

Ki67 0.727
>o0u=50% - n (%) 9 (81,8 74 (749

<50% - n (%) 2(18,2) 26 (26)

Linfonodos acometidos 0.382
Presente - n (%) 3(37,5) 10 (21,7)

Ausente - n (%) 5(62,5) 36 (78,3)
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Invasao Vascular 0.262
Presente - n (%) 1(12,5) 18 (34,6)
Ausente -n (%) 7 (87,5) 34 (65,4

Dos 106 casos, foram identificados 11 com IMS
(10,37%). Desses, 45% eram do sexo masculino e 55%
feminino. Dentre os casos negativos para IMS, 47%
eram homens e 53% mulheres. Avaliando a presenca
de IMS em relaciao aos géneros, nao foi observada di-
ferenca (p=0,803).

Comparando a positividade de IMS em relacio a
idade, nao foi observada diferenca entre os grupos com
mais ou menos de 50 anos (p=0,682).

Nao foi observada diferenca entre os grupos quan-
to a distribuicdo dos casos positivos e negativos para
anti-p53, (p=0,994), bem como em relacao a resposta
ao marcador Ki67 (p=0,727).

Nao foi observada diferenca entre os grupos em
relacdo ao acometimento de linfonodos (p=0,382) e in-
vasio vascular (p=0,262).

Em relacao a distribuicao topografica das lesoes
dos pacientes que apresentaram IMS, 50% localizavam-
-se na regiao de colon direito, 33% na porcao ileo cecal
e 17% no colon transverso.

Avaliando o estadiamento por profundidade de in-
vasao pela neoplasia em pacientes com IMS, obteve-se
43% dos tumores classificados como T1 e T2 e 57% em
estddio T3 e T4.

DiscussAo

Varios estudos apontam a relacdo entre melhor
prognostico e positividade de microssatélites e, devido
a0 pequeno numero de publicagcdes na literatura nacio-
nal, foi estudada a relacio entre presenca de IMS com
outros fatores epidemioldgicos e histopatolégicos.

A literatura aponta prevaléncia da instabilidade de
microssatélites em pacientes com cancer colorretal de
10 a 15% Y, o que coincide com os dados do presente
estudo, em que foi observada 10,3% de IMS nos pacien-
tes estudados.

A avaliacdo da faixa etdria dos pacientes com e
sem IMS no presente trabalho revelou que os mecanis-
mos de carcinogénese nio tém relacdo com a idade.
Entretanto, a literatura existente demonstra acometi-
mento maior em individuos mais jovens, sugerindo a
necessidade de um acompanhamento prévio em casos
familiares '*. Tal discrepancia em nossos achados pode-
rd estar relacionada ao relativo inicio recente da reali-
zacao do teste de IMS em Curitiba.

No presente estudo, ndo houve diferenca entre ho-
mens e mulheres quanto a presenca de IMS. Portanto,
nao foi possivel apontar o sexo do paciente como um
fator de risco nos casos com ou sem IMS. Estudos an-
teriores obtiveram maior prevaléncia de casos de IMS
em homens ' 15,

A presenca IMS em tumores no colon proximal foi
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relatada por Geiersbach e Samowitz (2011)*, fato tam-
bém observado na presente pesquisa, demonstrando
66,7% dos casos em colon proximal. A literatura exis-
tente cita que tumores de célon proximal presentam
duas vezes mais risco de reincidéncia o que pode estar
relacionado a presenca de IMS (PASCAL et al.,2005).

Nio foi observada diferenca no acometimento de
linfonodos entres os grupos com e sem IMS nesta pes-
quisa. Entretanto, hd uma maior tendéncia de tumores
com IMS serem mais agressivos e desencadearem me-
tastases nodal, o que esta relacionado a pior prognos-
tico Y.

A invasao vascular também ¢ fator indicativo de
agressividade do tumor. Krasna et al (1988) *° observa-
ram invasiao vascular em 37,6% dos pacientes com CCR.
No presente estudo, observou-se invasiao vascular em
34,5% dos pacientes do grupo sem IMS, 34,6% e 12,5%
no grupo com IMS. Porém niao houve diferenca entre
os grupos, contrapondo os dados da literatura pesqui-
sada. Essa divergéncia de valores pode ter ocorrido
em funcio da época em que os trabalhos foram reali-
zados, uma vez que, atualmente, os métodos diagnosti-
cos 820 mais precisos, facilitando a descoberta precoce
do tumor, com menor possibilidade de disseminacio
vascular.

O estadiamento do cancer colorretal tem como pri-
meira varidvel a avaliacao da profundidade de invasao
da lesio. Uma vez identificada a estrutura acometida,
¢ classificada a lesao em T1 (acometimento de submu-
cosa), T2 (acomete mas nao ultrapassa a muscular pro-
pria), T3 (acomete até a serosa) e T4 (acometimento de
tecido adiposo pericoldnico e estruturas adjacentes)?.

Augusto et al (2008), em uma andlise de 100 ca-
sos, obteve 74% dos tumores em estadio T3 ou T4 e
26% classificados como T1 ou T2. No presente traba-
lho, no grupo com instabilidade de microssatélites, fo-
ram identificados 57,1% dos casos como T3 ou T4 e
42,9% como T1 ou T2. Esta observacio sugere que tu-
mores com IMS tendem a apresentar estadiamento mais
avancado do que os tumores sem IMS, como ja relatado
anteriormente.

O cancer colorretal pode ser subdividido de acor-
do com sua caracteristica histologica em tubulares e
mucinosos e outros. Desses, o primeiro é o mais fre-
quente, representando 93,4% dos casos. Pereira Junior
et al (2005)°. Roma et al (2006) ?' correlacionou o tipo
histolégico com a presenca de IMS e obteve resultado
de 34% de tumores do tipo mucinoso. Em nossa pes-
quisa, obteve-se 55,5% de casos de tubulares e 33%
de mucinosos, corroborando achados da literatura. A
prevaléncia de tumores tubulares moderadamente e
bem diferenciados equivale a encontrada em andlise
de tumores independente da presenca ou auséncia de
IMS. Desta forma, o achado de valor reduzido no grupo
com IMS, associado a maior presen¢a de carcinomas
mucinosos, corrobora uma eventual associacao do tipo
histolégico mucinoso com a carcinogénese por via su-
pressora e mutacao de genes MMR, dados importantes

que devem ser considerados no momento da escolha
da terapia curativa ou paliativa do paciente.

Em adicio aos dados da literatura, o presente es-
tudo comparou qual a instabilidade de microssatélite
presente em relacao ao seu respectivo tipo histologico.
O carcinoma mucinoso pouco diferenciado foi o Gnico,
dentre os 11 casos com IMS, que apresentou instabili-
dade de ambos os biomarcadores pesquisados, tanto o
MLH-1 quanto o MSH-2. Fu et al. (2006) % relata casos
de tumor de célula em anel de sinete, considerado uma
variavel do carcinoma mucinoso, com instabilidade si-
multinea de multiplos microssatélites.

O gene supressor tumoral, no cromossomo 17, co-
difica proteina denominada também denominada p53
que tem papel importante no ciclo celular. Esta protei-
na tem o objetivo de impedir a divisao celular em célu-
las com o codigo genético danificado, possibilitando a
reparacdo. A perda deste gene pode se relacionar com
o inicio e com a progressao de um cancer.

Mutacdes isoladas do gene TP53 ja foram relacio-
nadas com pior prognoéstico e maior risco de metastase,
mas nao foram encontradas citacoes entre a mutaciao
do gene TP53 simultaneas a outras alteracoes genéticas
de instabilidade gendmica .

Pinho (2000) ** coloca como incidéncia de positi-
vidade do p53 em cancer colorretal valores entre 40 e
70%. Em ambos os grupos foram encontrados valores
dentro desta faixa; 67,7% de positividade do p53 nos
casos sem IMS e 63,6% nos casos com IMS. No atual
trabalho, nao houve diferenca entre os grupos quanto a
positividade. Portanto, nao foi possivel estabelecer, por
meio desta andlise, uma relacao entre a positividade do
P53 e a presenca ou auséncia de IMS.

A positividade do p53 indica processo de carcino-
génese pela via da instabilidade cromossdémica, ou via
supressora, o que nao impede de ocorrer, simultanea-
mente, a via mutadora, por meio da alteracao dos ge-
nes de reparo, aqui representados pelo MLH-1 e MSH-2
25,20

O antigeno utilizado na imunohistoquimica defi-
nido pelo anticorpo monoclonal Ki-67 corresponde a
uma proteina nuclear. O anticorpo reconhece somente
a porcao labil do antigeno, ausente nas células na fase
GO e presentes nas células em proliferacio. O ki-67
constitui marcador de proliferacao celular e sua hipe-
rexpressao € relacionada a menor sobrevida e pior res-
posta a radioterapia %7, A presente pesquisa buscou re-
lacionar a expressio do Ki-67 com a presenca de IMS.
Foi identificada alta expressao (maior ou igual a 50%)
em 81,8% dos casos com IMS, e de 74% nos casos sem
IMS, o que nao foi significativo. Porém, pode represen-
tar uma tendéncia de que tumores com IMS apresentem
maior proliferacio, requerendo aten¢ao especial e bus-
ca por medidas terapéuticas mais agressivas.

O presente trabalho buscou estabelecer uma rela-
cao entre a presenca de IMS em CCR com varios outros
fatores. Essas associacoes sao importantes para deter-
minar o perfil das neoplasias, tio frequentes na rotina
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médica. Maiores estudos se fazem necessarios no sen- a idade e género do paciente, localizacdo anatdmica
tido de compreender melhor o comportamento dessa do tumor, profundidade, invasio vascular e linfonodal,
neoplasia. mutacdes nos genes MLH1 e MSH2 e positividade para

anti-p52 e ki67.
CONCLUSOES

Nio foram encontradas relacoes entre instabilida-
de de microssatélites em carcinoma colorretal quanto
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