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RESUMO: O dano oxidativo ao DNA provocado por radicais livres de oxigênio representa um dos principais mecanismos responsá-
veis pelas etapas iniciais da carcinogênese colorretal. O estresse oxidativo ocasiona erros de pareamento de bases possibilitando o
aparecimento de mutações em genes controladores do ciclo celular. As células possuem um sistema de defesa representado pelos
genes de reparo do DNA que corrigindo os erros de pareamento impedem o desenvolvimento de mutações. Poucos estudos avaliaram
a relação entre dano oxidativo ao DNA e a expressão tecidual do gene de reparo MLH1. Objetivo: O objetivo do presente estudo foi
avaliar os níveis de estresse oxidativo ao DNA e a expressão tecidual do gene de reparo MLH1 nas células da mucosa cólica normal
e neoplásica de doentes com câncer colorretal. Material e Método: Foram estudados 44 doentes com diagnóstico de adenocarcinoma
colorretal. Foram excluídos os doentes com câncer colorretal hereditário, portadores de câncer relacionado às doenças inflamatórias
intestinais e os submetidos à radioquimioterapia neoadjuvante. Para a avaliação dos níveis de dano oxidativo ao DNA utilizou-se a
técnica da eletroforese alcalina em gel de célula isolada (ensaio do cometa) avaliando 100 células obtidas dos tecidos normal e
neoplásico. Para a avaliação da expressão do gene MLH1 utilizou-se a técnica de reação de polimerase em cadeia em tempo real (RT-
PCR) com primer especificamente desenhados para amplificação do gene. A comparação dos resultados encontrados para os níveis de
estresse oxidativo ao DNA, e expressão do gene MLH1 nos tecidos normais e neoplásicos foi feito pelo teste t de Student, adotando-
se nível de significância de 5% (p<0,05). Resultados: Os níveis de dano oxidativo ao DNA no tecido neoplásico foram significativa-
mente mais elevados quando comparados ao tecido normal (p=0,0001). A expressão tecidual do gene MLH1 no tecido neoplásico foi
significativamente menor quando comparado ao tecido normal (p=0,02). Conclusão: O gene de reparo MLH1 encontra-se menos
expresso no tecido neoplásico e inversamente relacionado aos níveis de dano oxidativo ao DNA.
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INTRODUÇÃO

O câncer colorretal (CCR) é a terceira
neoplasia maligna mais frequente que acomete o ho-

mem, representando uma das principais causas de
morte em todo mundo.1 ,2  Não obstante os recentes
avanços obtidos no diagnóstico precoce e tratamento,
os índices de mortalidade nas últimas décadas pouco
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se alteraram1. No Brasil, a evolução do CCR tem apre-
sentado comportamento semelhante sendo, atualmen-
te, a quarta causa mais comum de morte relacionada
ao câncer e, a exemplo do que acontece em outros
países, sua incidência vem aumentando em compara-
ção a outros tipos de tumores do aparelho digestivo.2

Estimativas mostram que no Brasil em 2008, ocorre-
ram 27.000 casos novos de CCR, correspondendo a
um risco estimado de 13-15casos-novos/100.000 habi-
tantes.2  O aumento da expectativa de vida, os fenôme-
nos da globalização e, principalmente, a mudança de
hábitos dietéticos fizeram com que o CCR ganhasse
importância crescente no perfil da mortalidade por cân-
cer em todo o mundo.1

Desde a publicação do trabalho pioneiro de
Fearon e Vogelstein em 19903 , encontra-se bem esta-
belecido que o surgimento do CCR, a partir da mucosa
cólica normal, é mediado por uma sequência de muta-
ções em genes controladores do ciclo celular (prolife-
ração, diferenciação, e apoptose) ou em genes respon-
sáveis pelo reparo do DNA. A partir de então os gran-
des avanços no campo da biologia molecular vem per-
mitindo a melhor compreensão dos mecanismos gené-
ticos e moleculares envolvidos na carcinogênese
colorretal.4

O desenvolvimento do CCR é essencialmente
um processo evolutivo somático clonal, envolvendo uma
série de mutações ou mudanças na expressão de vári-
os genes. Essas alterações conferem vantagens adici-
onais para o crescimento tumoral, em relação ao teci-
do normal.4 Contudo, os mecanismos iniciais respon-
sáveis pela transformação da célula normal em célula
neoplásica, ainda não se encontram totalmente escla-
recidos.4 Estudos demonstraram que o dano ao DNA
provocado pelos radicais livres de oxigênio (RLO) e a
hipermetilação, incorporação de radicais metil (CH

3
)

na região promotora dos genes, representam dois dos
principais mecanismos relacionados às etapas iniciais
do desenvolvimento do CCR.5 , 6 ,7 ,8 ,9,10 ,11 ,12 ,13 ,14,15

Os RLO são constantemente formados durante
o metabolismo energético normal de todas as células
vivas.14 Entretanto, quando sua produção é excessiva,
tornam-se nocivos às células danificando proteínas,
membranas, organelas e bases nitrogenadas do DNA.16

Para se defender as células possuem sistemas de de-
fesa antioxidantes, enzimáticos e não-enzimáticos, que
atuam contra a toxicidade dos RLO sendo responsá-
veis pela manutenção da homeostase entre produção e
neutralização.14,15,16,17 Em certas condições, quer pela

diminuição dos sistemas antioxidantes do organismo,
quer pelo aumento exagerado na produção de RLO,
ocorre desequilíbrio, determinando o aparecimento de
fenômeno conhecido como estresse oxidativo.16,17,18,19

Da mesma forma, a produção excessiva de radicais
CH

3
 podem ocasionar hipermetilação da bases

nitrogenadas que compõe as regiões promotoras dos
genes determinando o bloqueio de sua transcrição.

Estudos demonstraram que o estresse oxidativo
provoca quebras simples e duplas nas fitas que com-
põem as moléculas do DNA e induz a erros de
pareamento das bases nitrogenadas possibilitando,
consequentemente, aparecimento de mutações genéti-
cas.19,20,21 ,22  Quando a mutação ocorre em genes res-
ponsáveis pelo controle do binômio proliferação/morte
celular poderá haver formação de um clone de células
com autonomia proliferativa ou resistência a apoptose,
características inerentes a célula neoplásica.23   Para
que isso não ocorra, as células possuem mecanismos
de defesa contra esses erros de pareamento represen-
tados pelos sistemas de reparo do DNA (mismatch
repair- MMR).6,7,8,9,23 Os genes que compõe o siste-
ma de reparo traduzem proteínas cuja função primor-
dial é corrigir os erros de pareamento de bases impe-
dindo a transmissão destas mutações a futuras gera-
ções celulares.23 Dentre os principais genes de reparo
destacam-se o MLH1, MSH2, PMS1, PMS2, MSH6
que apresentam importância na correção de mutações
relacionadas ao estresse oxidativo e ao MGMT com
importância na correção da incorporação de radicais
CH

3
 em bases do DNA. 6,7,8,9,24,25 ,26

Recentes estudos vêm demonstrando que as
células oriundas de tecidos neoplásicos obtidos de do-
entes com CCR apresentam maiores níveis de dano
oxidativo ao DNA.22,27 Todavia, também demonstra-
ram que no tecido normal desses mesmos doentes,
apesar de existirem níveis consideráveis de dano
oxidativo ao DNA as células não apresentam transfor-
mação neoplásica.20,22,27. É provável que a neoplasia
não se desenvolva pela ação das proteínas de reparo
que corrigem os danos ao DNA, provocados pelos RLO
e pela hipermetilação. É possível que no tecido
neoplásico, o sistema de reparo não consiga corrigir,
com a mesma eficiência, os erros de pareamento de
bases permitindo o surgimento de células com muta-
ções genéticas. Essa possibilidade torna atraente o es-
tudo das relações existentes entre estresse oxidativo e
capacidade de reparo do DNA, comparando tecidos
normais e neoplásicos.
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O objetivo do presente estudo foi avaliar a ex-
pressão do gene MLH1 e os níveis de estresse oxidativo
ao DNA nuclear comparando células normais e
neoplásicas da mucosa cólica de doentes com CCR.

MATERIAL  E MÉTODO

O presente estudo recebeu aprovação do Co-
mitê de Ética em Pesquisa da Universidade São Fran-
cisco. Todos os pacientes que forneceram material bi-
ológico para a pesquisa assinaram Termo de Consenti-
mento Livre e Esclarecido após serem informados de
todas as etapas experimentais.

Casuística
Foram elegíveis para o presente estudo 44 en-

fermos (22 mulheres), com média de idade de 62,4 anos,
portadores de adenocarcinoma colorretal, submetidos
a tratamento cirúrgico com intenção curativa, por uma
mesma equipe cirúrgica entre janeiro de 2007 e de-
zembro de 2008. Foram excluídos os doentes com CCR
hereditário (polipose adenomatosa familiar e câncer
colorretal hereditário não polipóide), portadores de CCR
associado à doença inflamatória intestinal, doentes
operados em caráter de urgência e, aqueles submeti-
dos a tratamento radioterápico ou quimioterápico
neoadjuvante.

Coleta do material
Imediatamente após a remoção do espécime

cirúrgico, foram retirados seis fragmentos da mucosa
cólica normal distante no mínimo 10 cm da margem
superior da neoplasia. Da mesma forma, foram colhi-
dos seis fragmentos da mucosa neoplásica obtidos da
periferia do tumor. Os fragmentos foram identificados
e acondicionados, individualmente, em recipientes apro-
priados, e imediatamente, enviados ao Laboratório de
Biologia Molecular da Universidade São Francisco, onde
foram resfriados a –80ºC, até o momento da realiza-
ção das análises moleculares. Três fragmentos de cada
tecido (normal e neoplásico) foram destinados ao estu-
do da expressão do gene MLH1 pela reação em ca-
deia de polimerase em tempo real (RT-PCR). Os seis
fragmentos restantes provenientes dos tecidos normais
e neoplásicos foram acondicionados em recipiente com
solução de congelamento e destinados a mensuração
dos níveis de estresse oxidativo ao DNA pela técnica
da eletroforese alcalina em gel de célula isolada (en-
saio do cometa). Os ensaios laboratoriais foram reali-

zados em um único momento. Todos os doentes sele-
cionados foram diagnosticados como portadores de
adenocarcinoma pela técnica da hematoxilina-eosina
por patologista experiente em neoplasias colorretais,
que desconhecia os objetivos do presente estudo

Eletroforese alcalina em gel de célula iso-
lada (ensaio do cometa)

Para a realização do ensaio do cometa foram
utilizados os três fragmentos obtidos do tecido
neoplásico e três fragmentos de tecido normal. A aná-
lise dos danos oxidativos ao DNA das células da mucosa
cólica foi feita de acordo com método anteriormente
proposto.28 Resumidamente, as amostras foram incu-
badas em 3ml de uma solução de Hank’s (HBSS,
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) contendo 5,5 mg de
proteinase K (Sigma Chemical CO, St. Louis, MO) e 3
mg de colagenase III (Invitrogen ) por 45 minutos a
37ºC para a liberação das células. A seguir, foram re-
suspendidas em 10 ml de HBSS e centrifugadas para o
isolamento das células. Realizamos o ensaio do come-
ta apenas nas amostras que apresentassem viabilidade
celular maior que 75%. Avaliamos a viabilidade celular
usando o método do diacetato de fluoresceína (FDA) /
brometo de etídio (EtBr- Sigma-Aldrich, St
Louis,MO,USA). Para o estudo da viabilidade, a solu-
ção de coloração celular foi preparada imediatamente
antes da sua utilização e continha 30 ml de FDA em
acetona (5mg/ml), 200 ml de EtBr em tampão fosfato
(PBS; 200 mg/ml), e 4,8 ml de PBS (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA).  A suspensão contendo células
isoladas foi então misturada com 25 ml da solução
corante, colocada sobre lâmina e recoberta com
lamínula. As lâminas foram lidas em microscópio de
imunofluorescência. Ao núcleo das células viáveis co-
ravam-se em verde, enquanto das células inviáveis em
vermelho. Após análise das lâminas, selecionamos
amostras dos tecidos que apresentassem mais de 75%
das células viáveis.

A versão alcalina do ensaio do cometa foi rea-
lizada de acordo com Ladeira et al., 2004.29  De forma
resumida, 15 µl da suspensão celular previamente obti-
da foram misturadas a agarose “low melting point”
0,5 % (Promega), postos sobre uma lâmina e cobertos
com uma lamínula. Em seguida foram imersas em uma
solução de lise gelada (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA,
10mM Tris, 1% SDS, pH 10 com 1% Triton X-100 e
10% DMSO) permanecendo a 4ºC por 12 horas.
Subsequentemente, foram expostas a um tampão al-
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calino (1 mM EDTA e 300 mM NaOH, pH ~13,4) por
40 min a 4ºC. A eletroforese foi realizada neste tam-
pão a 4ºC por 30 min a 25V e 300 mA. Após a realiza-
ção da eletroforese, as lâminas foram neutralizadas (0,4
M Tris, pH 7,5), coradas com SYBR Safe (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) e analisadas com um microscó-
pio de fluorescência. Duzentas células foram aleatori-
amente selecionadas (100 de cada amostra tecidual) e
analisadas individualmente utilizando-se o software
Komet 5.5 (Kinetic Imaging Ltd. – USA).

Com o auxílio do software obteve-se o valor
da extensão da cauda do cometa (Tail Moment) sendo
seus valores médios determinados. Segundo o manual
do fabricante, o Tail Moment é definido como o produ-
to do DNA da cauda e a distância média da migração
da cauda. O tamanho da cauda reflete a extensão das
rupturas das hélices de DNA (dano oxidativo), e pode
ser quantificado por métodos de intensificação de ima-
gem (Figura 1). Adotou-se como valor final para os
níveis de dano oxidativo ao DNA nos tecidos normal e
neoplásico a média dos valores encontrados nas três
amostras analisadas de cada tecido.

Expressão tecidual do gene de reparo
MLH1

Para a avaliação da expressão do gene MLH1
a extração do RNA foi realizada a partir de três frag-
mentos da mucosa cólica normal e três da neoplásica,
obtidos na periferia do tumor e removidos da margem
proximal de ressecção nos mesmos doentes onde o
ensaio do cometa foi concretizado. Para a estabiliza-
ção e proteção do RNA, após a ressecção cirúrgica
todas as amostras destinadas a este fim foram acondi-
cionadas em frascos contendo RNA-later (QIAGEN,
Valencia, CA, USA) e refrigeradas imediatamente à -
80ºC até o momento da extração do RNA. A extração
do RNA foi feito em uma única bateria. Realizamos a
extração do RNA com o emprego do RN-easy® tissue
kit (QIAGEN) seguindo o protocolo do fabricante. Após

a extração, aproximadamente 100 mg de RNA foram
utilizados para a síntese do cDNA usando o “high
capacity cDNA archive kit” (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA).

A análise da expressão do gene MLH1 e do
gene constitutivo β-Actina foram feitas por RT-PCR.
A reação de PCR em tempo real foi realizada no equi-
pamento iCycler IQ  (Bio-Rad, USA). Os experimen-
tos foram feitos em triplicata, e as amostras foram
normalizadas usando-se um dos controles constitutivos.
Os primers e sondas utilizadas neste estudo foram de-
senhados usando o serviço TaqMan® de ensaio de
expressão gênica (Applied Biosystems). O quadro 1
mostra os primes utilizados para a amplificação do gene
MLH1 e do gene constitutivo β-actina.

A reação de PCR em tempo real foi realizada
no equipamento iCycler IQ (Bio-Rad, USA). Os experi-
mentos foram feitos em triplicata, e as amostras foram
normalizadas usando-se um dos controles constitutivos.
A expressão relativa foi calculada de acordo com fór-
mula 2 (Rt-Et)/ 2(Rn-En) previamente descrita 30. O valor fi-
nal adotado para a expressão do gene MLH1 foi o valor
médio encontrado nos três fragmentos analisados em
cada doente (três do tecido normal e três do neoplásico).

Análise estatística
Os resultados obtidos para os níveis de dano

oxidativo ao DNA (Tail moment), expressão tecidual

Quadro 1 – Primers que utilizados para amplificação dos genes MLH1 e β-actina.

Gene Primer Sequência (5’→→→→→ 3’)

MLH1 hMLH1-sense CGGTTACTACCCAATGCCTCAAC[FAM]G
hMLH1-antisense TTCTCGACTAACAGCATTTCCAA

β-actin β-actin-sense CGGCTAATACACACTCCAAGGC[FAM]G
β-actin-antisense ACACTGGCTCGTGGACAAGG

Figura 1 – Avaliação dos níveis de estresse oxidativo (“Tail
Moment”), por meio da eletroforese em gel de célula única (ensaio
do cometa). A – Célula normal; B – Célula com dano oxidativo
intenso.
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do gene MLH1 foi representado segundo o valor mé-
dio com o respectivo erro padrão considerando os teci-
dos normal e neoplásico. Empregou-se o teste t de
Student pareado na comparação entre os valores ado-
tando-se intervalo de confiança de 95%. Em todos os
testes utilizados estabeleceu-se nível de significância
de 5% (p<0,05). Todos os dados obtidos foram anali-
sados usando o programa estatístico SPSS 13.0 (SPSS
Inc., Chicago, USA).

RESULTADOS

Níveis de dano oxidativo ao DNA
Os resultados obtidos pelo ensaio do cometa

mostraram que, em média, os níveis de dano oxidativo
ao DNA nuclear no tecido normal foram de 1,0490,06
TM, enquanto no tecido neoplásico de 2,552±0,14 TM.
A tabela 1 mostra os valores médios, com o respectivo
erro padrão, dos níveis de estresse oxidativo ao DNA
(Tail Moment) nos 44 casos estudados, comparando
os tecidos normais e neoplásicos. Verificou-se que os
níveis de dano oxidativo a DNA foram significativa-
mente mais elevados nas células da mucosa cólica do
tecido neoplásico quando comparado com o das célu-

las do epitélio normal (p<0,00001; IC-95%: -1,7502 a -
1,2544). As células da mucosa cólica obtidas dos teci-
dos normais já apresentavam algum grau de dano
oxidativo ao DNA.

Níveis de expressão do gene MLH1
Os resultados obtidos com a amplificação do

gene MLH1 mostraram que, em média, a expressão do
gene no tecido normal foi de 0,5618±0,08 UA, enquanto
no tecido neoplásico de 0,3532±0,02 UA. A tabela 2
mostra a comparação entre os valores médios, com res-
pectivo erro padrão e intervalo de confiança dos valores
encontrados para a expressão do gene MLH1 nos teci-
dos normal e neoplásico. Verificou-se que no tecido nor-
mal os níveis de expressão do gene MLH1 foram signi-
ficativamente maiores quando comparados ao tecido
neoplásico (p = 0,02; IC- 95%: 0,0292 a 0,3873).

DISCUSSÃO

Defini-se como radical livre qualquer átomo ou
molécula que contenha um número ímpar de elétrons
na sua última camada eletrônica.14,17 A denominação
RLO é adotada porque a maioria dos radicais livres é

Tabela 1 - Níveis de dano oxidativo ao DNA nuclear comparando tecidos normais e neoplásicos, na casuística
total estudada.

Níveis de dano oxidativo ao DNA
(TM)

Tecido Normal Tecido Neoplásico
n Média ± E.P. Média ± E.P. I.C. 95% p

44 1,049 ± 0,06 2,552 ± 0,14 -1,7502 a -1,2544 0,00001*

TM = Tail moment; n = número de doentes; E.P. = Erro padrão; I.C.95% = intervalo de confiança (95%);  * = significativo; Teste t Student
pareado.

Tabela 2 - Comparação da expressão do gene MLH1 nas células normais e neoplásicas da mucosa cólica
de doentes com câncer colorretal.

Gene MLH1
(UA)

Tecido Normal Tecido Neoplásico
n Média ± E.P. Média ± E.P. I.C. 95% p

44 0,5618±0,08 0,3532±0,02 0,0292 a 0,3873 0,02*

U.A. = Unidades arbitrárias; n =número de doentes; E.P. = Erro padrão; I.C. 95%  = intervalo de confiança (95%);  * = significativo; Teste
t Student pareado.
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formada a partir do metabolismo celular do oxigênio.
Os RLO são produzidos, constantemente, durante o
metabolismo energético normal das células vivas. Ou-
tras condições, como a atividade bacteriana sobre
substratos alimentares no interior da luz do cólon e a
presença de inflamação da mucosa cólica também po-
dem aumentar a formação de RLO.14,31

Durante o metabolismo energético celular den-
tro da cadeia respiratória mitocondrial inicialmente ocorre
à formação do RLO denominado superóxido. Como o
superóxido é danoso as células, a enzima superóxido
dismutase catalisa a reação entre duas moléculas do
radical e dois átomos de hidrogênio, formando o peróxido
de hidrogênio (H

2
O

2
).16 Apesar de não ser considerado

um RLO verdadeiro, por não apresentar elétrons
desemparelhados na órbita externa de sua molécula, o
H

2
O

2 
pela sua rápida capacidade de difusão celular e

peroxidação lipídica, também é capaz de danificar mem-
branas e organelas celulares. Para que isso não ocorra
o H

2
O

2 
é rapidamente convertido em água e oxigênio

pela ação dos principais sistemas antioxidantes
intracelulares representados pelas enzimas catalase e
glutationa peroxidase. Todavia, quando existe produção
excessiva de H

2
O

2 
ou quando os sistemas enzimáticos

antioxidantes tornam-se insuficientes para transformá-
lo em água e oxigênio, o H

2
O

2
 forma o radical hidroxila

(OH-) por meio das reações de Feanton e Haber-Weiss
catalizadas pelo íon Fe++ disponível no lúmen intestinal.

O radical OH- é considerado o mais reativo e
danoso de todos os RLO pela sua alta capacidade lesi-
va tecidual.14,16 A  OH- é eletrofílica com atividade al-
tamente reativa atacando, principalmente, substâncias
com alta densidade de elétrons, tais como as bases
nitrogenadas que formam a molécula do
DNA.10,13,14,15,16 Dentre os mecanismos mais bem es-
tudados de estresse oxidativo ao DNA, encontra-se a
hidroxilação da base guanina ocasionada pelo radical
OH-. Quando a base guanina é exposta a grandes con-
centrações do radical OH- ocorre à incorporação de
uma OH- no carbono oito de sua molécula, formando a
8-hidroxiguanina (8-OHdG).20,22,27,28,29 Durante o pro-
cesso de duplicação do DNA, a base guanina pareia-
se, normalmente, com a molécula de citosina (G-C).
Contudo, quando existe a formação da 8-OHdG, por
um fenômeno conhecido como transversão de bases, a
molécula a 8-OHdG pareia-se, de forma errônea, com
uma molécula de timina (G-C ® G-T), levando ao
aparecimento de uma mutação.22 Na eventualidade de
não haver identificação deste erro de pareamento pela

proteína p53, ou correção da transversão de bases pelos
sistemas de reparo do DNA, poderá haver transcrição
de um RNA mensageiro alterado, com a consequente
tradução de uma proteína defeituosa.22 Caso esta pro-
teína mutante seja responsável por um dos mecanismos
de controle do ciclo celular ou ao próprio sistema de
reparo, a célula poderá ganhar autonomia proliferativa,
imortalidade e incapacidade de reparo do DNA, carac-
terísticas inerentes às células neoplásicas.22 Este
desequilíbrio do ciclo celular, com favorecimento da pro-
liferação em detrimento da apoptose,  e deficiências nos
mecanismos de reparo do DNA representa a base da
explicação molecular para transformação neoplásica a
partir do epitélio normal.22 Reforçam essas evidências
estudos demonstrando níveis progressivamente maiores
de estresse oxidativo ao DNA ao comparar-se tecidos
normais, inflamados, adenomas com graus progressivos
de displasia tecidual e carcinomas.10,13

Durante os últimos anos diferentes métodos
bioquímicos e analíticos foram desenvolvidos com o obje-
tivo de avaliar a presença do estresse oxidativo nos teci-
dos humanos.28,29 Entretanto, estas técnicas não permi-
tem mensurar, de modo fidedigno, o dano oxidativo ao
DNA nuclear de uma única célula. Habitualmente, a
quantificação do dano oxidativo tecidual envolve técnicas
de extração do DNA dos tecidos e análise por
cromatografia a gás, cromatografia líquida de alta
performance, quantificação sérica, tecidual ou urinária de
8-OHdG ou métodos imunoistoquímicos.22 Geralmente
estas técnicas são dispendiosas, não podem ou são difí-
ceis de serem aplicadas em pequenas amostras de teci-
do.22 Por esta razão, encontram-se poucos estudos com-
parando os níveis de estresse oxidativo ao DNA de célu-
las nas diferentes etapas evolutivas do processo de
carcinogênese colorretal.10,19,20,22 A possibilidade de
mensurar os níveis de dano oxidativo ao DNA nuclear em
uma única célula em diferentes estágios da carcinogênese
poderia contribuir para melhor compreensão do papel re-
presentado pelos RLO em todas as etapas do desenvolvi-
mento do CCR, bem como a avaliação do potencial
terapêutico de substâncias antioxidantes na prevenção dos
danos provocados por esses radicais.

Singh et al.32  em 1988 desenvolveram uma
técnica simples, capaz de detectar os níveis de estresse
oxidativo ao DNA nuclear de uma célula isolada. Esta
técnica foi inicialmente chamada de eletroforese alca-
lina em gel de célula isolada, hoje mais conhecida como
“ensaio do cometa”.  A partir de sua descrição a técni-
ca vem sendo cada vez mais utilizada como método
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fidedigno de avaliação dos níveis de dano oxidativo ao
DNA nuclear de células dos mais diferentes teci-
dos.19,20,22,29 O ensaio do cometa permite de maneira
simples, precisa  e com baixo custo a quantificação
dos níveis de estresse oxidativo ao DNA em pequenas
quantidades de tecido.22 A maior vantagem do método,
é a possibilidade de quantificar os níveis de dano
oxidativo ao DNA nuclear de uma única célula, permi-
tindo a interpretação individualizada do estresse
oxidativo a cada célula da mucosa cólica nos diferen-
tes estágios da carcinogênese.22,29 A quantificação dos
níveis de dano oxidativo do DNA por analise
computacional, individualmente em cada célula e em
uma grande população de células obtidas de um mes-
mo local, torna a interpretação dos níveis de estresse
oxidativo mais objetiva, representando com mais fideli-
dade os efeitos dos RLO sobre  DNA nuclear.

A quantificação dos níveis de estresse oxidativo
é essencial para a melhor compreensão do mecanismo
de ação dos RLO sobre o DNA, bem como seus efei-
tos moleculares. Estudos que avaliaram os níveis de
estresse oxidativo ao DNA em doentes com câncer
gástrico e CCR, pelo ensaio do cometa, encontraram
níveis progressivamente maiores de dano ao DNA
quando compararam amostras obtidas de tecidos infla-
mados e neoplásicos com as de tecidos nor-
mais.10,13,19,20,21,22,27,33  A relação entre estresse
oxidativo, inflamação, pólipos adenomatosos e câncer
torna-se evidente quando se demonstrou níveis eleva-
dos de dano oxidativo ao DNA em células da mucosa
cólica de doentes com retocolite ulcerativa inespecífica
de longa duração e que desenvolveram displasias de
alto grau e CCR.10,16,33,34

Poucos estudos avaliaram os níveis de estresse
oxidativo ao DNA, com o ensaio do cometa, comparan-
do tecidos normais e neoplásicos em doentes com
CCR.22,28,35 Esses estudos mostraram níveis duas vezes
mais elevados de 8-OHdG no tecido neoplásico compa-
rado ao tecido normal.22 Constataram que em 71% dos
doentes o gene p53, de fundamental importância na iden-
tificação de erros de pareamento de bases nitrogenadas,
apresentava elevados índices de dano oxidativo, desta-
cando a importância da relação entre estresse oxidativo
e mutações neste gene.27 Mostraram ainda que o tipo
de mutação mais frequentemente encontrada no gene
p53 foram erros de pareamento de bases do tipo
transversão (G®T), justamente o tipo de mutação mais
relacionada ao estresse oxidativo.27 Dessa maneira é
possível que a ação dos RLO sob o gene p53 ocasione

erros de pareamento de bases com modificação da sín-
tese da proteína homônima e, consequentemente, do me-
canismo de controle da apoptose celular programada.27

Todavia, estudos também chamam a atenção para o fato
de que apesar dos níveis de estresse oxidativo serem
significativamente mais elevados no tecido neoplásico,
nos tecidos normais, apesar de não ocorre qualquer
modificação histológica, já se encontram níveis conside-
ráveis de dano ao DNA. A manutenção de uma popula-
ção de células normais mesmo submetidas a considerá-
vel estresse oxidativo sugere uma atividade preservada
dos sistemas de reparo.22,35

Os resultados que encontramos no presente
estudo estão de acordo com os descritos anteriormen-
te quando observamos níveis de estresse oxidativo ao
DNA significativamente mais elevados no tecido
neoplásico quando comparados aos do tecido normal
(2,552±0,14 x 1,049±0,06, respectivamente).22,27,28,35 Da
mesma forma, é importante ressaltar, que também en-
contramos no tecido normal algum grau de dano
oxidativo do DNA reforçando a importância dos RLO
nas etapas iniciais da agressão tecidual que precedem
o aparecimento da célula neoplásica. É provável que
nos tecidos normais, eventuais erros de pareamento
provocados pelo estresse oxidativo tenham sido reco-
nhecidos pela proteína p53 normal e corrigidos pelos
sistemas de reparo. Reforça essa possibilidade o fato
de não encontrarmos atipias celulares nesses tecidos.

Para elucidar o processo de carcinogênese
colorretal, o melhor conhecimento dos mecanismos en-
volvidos no sistema de reparo do DNA é um assunto de
interesse crescente.23 Nas células eucarióticas, os sis-
temas de reparo do DNA são responsáveis pela corre-
ção de erros de pareamento das bases nitrogenadas.6,7,8,9

É sabido que o acúmulo de mutações no DNA pode ser
resultante de deficiências dos sistemas de reparo. Até o
momento, vários genes foram descritos como sendo ca-
pazes de sintetizar proteínas com função de reparo do
DNA e entre eles merecem destaque o MLH1, MSH2,
PMS1, PMS2, MSH6 e MGMT.23,25

As proteínas sintetizadas pelos genes de repa-
ro possuem a capacidade de remover um segmento de
DNA contendo uma alteração na sequência de bases
(A-T;C-G) e inserir um novo segmento contendo a
sequência correta, o que é feito baseado na seqüência
existente no “molde” da fita complementar do DNA.23

A falha no funcionamento destas proteínas, portanto,
causa grande instabilidade no genoma, ou seja, os de-
feitos na sequência do pareamento de bases, não po-



Avaliação da Expressão Tecidual do Gene de Reparo MLH1 e dos Níveis
de Dano Oxidativo ao DNA em Doentes com Câncer Colorretal

Carlos Augusto Real Martinez e Cols.

310

Vol. 29
Nº 3

Rev bras Coloproct
Julho/Setembro, 2009

derão ser reparados adequadamente.4,23 A ineficiência
na correção dos erros de pareamento é melhor demons-
trada nas regiões chamadas de microssatélites onde
normalmente ocorre repetição constante na sequência
de duas ou três bases. Quando existem modificações
na disposição dessa sequência de bases em uma re-
gião específica de microsatélites (instabilidade de
microssatélites) ao comparar-se tecidos normais e
neoplásicos a neoplasia é considerada como decorren-
te a erros de replicação (RER+). Quando esses erros
ocorrem nas regiões codificadoras dos genes favore-
cem o surgimento de mutações e, consequentemente,
tradução de proteínas defeituosas.17 Estudos recentes
demonstraram que o silenciamento do gene MLH1
encontra-se relacionado ao desenvolvimento do CCR
associado a erros de replicação pesquisados pelo estu-
do da instabilidade de microssatélites.6,8,9,25,26,36

O gene de reparo MLH1, também conhecido
como HNPCC2, FCC2 e hMLH1, localiza-se no
cromossomo 3 na posição 3p23-p21 e apresenta 19
éxons codificadores.36 O MLH1 é um dos mais impor-
tantes  genes do sistema de reparo do DNA humano e
mutações nesse gene encontram-se relacionadas a
vários tipos de câncer.23,36 O sistema é composto por
dois complexos protéicos: as proteínas MutS que inclu-
em MSH2, MSH3 e MSH6 e as proteínas MutL que
englobam MLH1, PMS1, PMS2 e MLH3.37 Para o
funcionamento do sistema de reparo é necessário que
o complexo protéico MutL se ligue a MutS-a (MSH2 e
MSH6) ou MutS-b (MSH2 e MSH3).38  Já se demons-
trou que este é um dos principais sistemas envolvidos
na correção dos erros de pareamento de base do DNA
provocados pelo estresse oxidativo.36 A importância do
gene MLH1 e da proteína de reparo por ele transcrita
na carcinogênese colorretal é melhor avaliada quan-
do se sabe que indivíduos que apresentam defeitos
herdados no gene MLH1, desenvolvem precocemen-
te o CCR hereditário não associado à polipose
(HNPCC), bem como neoplasias associadas em di-
ferentes órgãos (endométrio, tireóide, trato
urogentital).4,23,39 As regiões localizadas entre os
códons 578 e 756 do gene MLH1 apresentam maior
possibilidade de mutações que também ocorrem por
erros no pareamento de bases ocasionadas pelo me-
canismo de transversão.39 Estudos mostraram que
95% dos portadores de HNPCC apresentam muta-
ções herdadas do gene MLH1, enquanto apenas 20%
dos doentes portadores de CCR esporádico apresen-
tam a mutação.4,23 Já se demonstrou que o gene de

reparo MLH1 encontra-se menos expressos nos te-
cidos neoplásicos dos doentes com CCR esporádico
por diversos mecanismos representados, principalmen-
te pela hipermetilação da região promotora do gene
ou perda da heterozigosidade. 6,7,8,9,25,37

Os resultados do presente estudo parecem con-
firmar estes achados quando encontramos em doentes
com CCR esporádico menor expressão tecidual do gene
MLH1 no tecido neoplásico quando comparada ao do
tecido normal (0,3532±0,02 x 0,5618±0,08, respectiva-
mente). Como não avaliamos a hipermetilação da re-
gião promotora do gene, bem como não realizamos seu
sequenciamento não podemos assegurar que essa me-
nor expressão tecidual se deva a uma dificuldade de lei-
tura do gene hipermetilado ou a uma transversão no
pareamento de uma de suas bases provocada pelo
estresse oxidativo. Da mesma forma não realizamos a
pesquisa imunoistoquímica tecidual da proteína MLH1
não sendo possível afirmar que a menor expressão gênica
resulte em menor expressão tecidual da proteína mutante.
Todavia, a ausência de células neoplásicas no tecido
normal permite concluir que neste tecido a maior ex-
pressão do gene MLH1, apesar de existir algum grau de
dano oxidativo ao DNA, corrige eventuais erros de
pareamento provocados pelos RLO.

Estudos anteriores também demonstraram a
importante relação existente entre deficiências no siste-
ma de reparo e o desenvolvimento de CCR. 5,6,7,8,9,11

Diferentes possibilidades podem explicar a menor ex-
pressão dos genes de reparo no tecido neoplásico em
doentes com CCR esporádico. É possível que exista dano
oxidativo ao DNA nuclear nas porções codificadoras
dos genes de reparo e que o dano não corrigido determi-
ne menor expressão e consequentemente menor síntese
da respectiva proteína. Reforçam essas suspeitas, estu-
do chamando a atenção para a possibilidade de que a
perda da heterozigosidade dos genes de reparo possa
ser um dos mecanismos responsáveis pela sua menor
expressão no tecido neoplásico.40 É possível que esta
perda de heterozigosidade também possa ser devida a
ação dos RLO danificando a porção codificadora do
alelo dominante. Entretanto, estudos mais recentes vêm
demonstrando que a diminuição da expressão dos genes
de reparo em portadores de CCR esporádico, prova-
velmente, encontra-se mais relacionada à
hipermetilação da região promotora desses genes, fa-
zendo com que eles não possam ser transcritos e
consequentemente expressos nos tecidos
neoplásicos.5,6,7,8,9
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Os resultados encontrados no presente estudo
confirmam a validade da eletroforese em gel de célula
única na quantificação dos níveis de estresse oxidativo
ao DNA nuclear em doentes com CCR. A
quantificação foi realizada a partir de pequenas amos-
tras de tecido que poderiam ser obtidas, a partir de
biópsias endoscópicas. A avaliação do estresse
oxidativo em uma série de biópsias obtidas de um mes-
mo enfermo possibilita a comparação dos níveis de dano
oxidativo em tecidos normais, com diferentes graus de
displasia e no tecido neoplásico. Portanto, trata-se de
técnica exequível que permite a determinação dos ní-
veis de estresse oxidativo celular ao longo de todas as
etapas do processo de desenvolvimento do CCR.

Os resultados encontrados confirmam acha-
dos anteriores mostrando que no tecido neoplásico exis-
tem maiores níveis de estresse oxidativo quando com-
parados aos tecidos normais e que no tecido normal,
apesar de existir algum grau de dano de DNA, não
ocorre transformação neoplásica.22,35 Essas evidênci-
as reforçam a importância da integridade dos sistemas
de reparo do DNA nesses tecidos. A atividade do sis-
tema de reparo proporcionado pelo gene MLH1 en-
contra-se significativamente reduzida no tecido
neoplásico, sugerindo que estes tecidos possam estar
sofrendo acúmulo de mutações devido a ineficiência
desse sistema.  É possível que a expressão preservada
do gene MLH1 nos tecidos normais possa, mantendo a
síntese da proteína específica, corrigir o DNA eventu-
almente alterado, impedindo a transformação
neoplásica.

Estudos com maior número de doentes,
correlacionando o estresse oxidativo a expressão
tecidual de cada um dos genes envolvidos no sistema
de reparo do DNA ainda são necessários para avali-
ar de forma mais precisa o papel desempenhado pe-
los RLO no desenvolvimento do CCR. Com o adven-
to de técnicas de microarray, que possibilitam o estu-
do simultâneo da expressão de um grande número de
genes, concomitantemente associadas a métodos de
determinação dos níveis de oxidativo nuclear, será
possível compreender melhor o papel de cada um
desses genes na correção de mutações induzidas pe-
los RLO.  A avaliação dos níveis de dano oxidativo ao
DNA nuclear, e a atividade do sistema de reparo nas
diferentes etapas da carcinogênese colorretal permi-
tem avaliar a eficácia de substâncias com atividade
antioxidante como medida preventiva contra o
estresse oxidativo à mucosa cólica e conseqüente-
mente o desenvolvimento do CCR.

CONCLUSÕES

 Os resultados do presente estudo permitem
concluir que células do tecido neoplásico de doentes
com CCR apresentam maiores níveis de estresse
oxidativo ao DNA nuclear quando comparados as do
tecido normal. Constataram que a expressão do gene
de reparo MLH1 é maior no tecido normal quando
comparado ao tecido neoplásico demonstrando a im-
portância desse gene na preservação da integridade
DNA.

ABSTRACT: The oxidative DNA damage caused by oxygen free radicals is one of the most important mechanisms responsible for the
initial steps of colorectal carcinogenesis. The oxidative stress can cause errors in the pairing of nitrogenous bases that form the DNA,
allowing mutations in controlling genes of the cell cycle. The cells have a defense system represented by the DNA mismatch repair
genes that correct the errors of matching prevent the development of DNA mutations. Few studies have evaluated the relationship
between oxidative DNA damage and the tissue expression of mismatch repair genes. Aim: The aim of the present study was evaluate the
levels of oxidative DNA and the tissue expression of MLH1 mismatch repair gene in the cells of normal and neoplastic colonic mucosa
of patients with colorectal cancer. Material and Methods: Were studied 44 patients with diagnosis of colorectal adenocarcinoma. Were
excluded patients with hereditary colorectal cancer, with colorectal cancer associate with inflammatory bowel diseases and those
undergoing neoadjuvant radioquimiotherapy. To evaluate the levels of oxidative DNA damage was used the single cell gel electrophoresis
(comet assay) evaluating 100 cells obtained from normal and neoplastic tissues. For the evaluation of the tissue expression of MLH1
gene was employed the technique of polymerase chain reaction in real time (RT-PCR) with primer  specifically designed for MLH1
gene. The comparison among the levels of DNA oxidative stress and expression of MLH1 mismatch repair gene in normal and
neoplastic tissues was done by Student  t test adopting a significance level of 5% (p< 0.05). Results: The levels of oxidative DNA damage
in tumor tissue were significantly higher when compared to the level of the normal tissue (p = 0.0001). The tissue expression of MLH1
mismatch repair gene in tumor tissue was significantly lower when compared to normal tissue (p=0.02). Conclusion: The mismatch
repair gene MLH1 are less expressed in tumor tissue and inversely related to levels of oxidative DNA damage.

Key words: Colorectal Cancer; DNA Damage; DNA Repair; Oxidative stress; Comet Assay; Polymerase Chain Reaction.
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