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A EXPRESSÃO DE GENES REPARADORES DO DNA NOS TUMORES 
SINCRÔNICOS DE CÂNCER COLORRETAL ESPORÁDICO

DNA repair gene expression in synchronic tumors of sporadic colorectal cancer
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INTRODUÇÃO

O câncer colorretal (CCR) persiste como uma das neo-
plasias mais freqüentes no mundo ocidental, estimando-se 
aproximadamente 150 mil casos novos nos Estados Unidos 
e cerca de 20 mil no Brasil7,15. 

A descoberta de mecanismos genéticos e moleculares 
envolvidos no processo da carcinogênese colorretal per-
mitiu a identificação de uma síndrome hereditária com 
grande suscetibilidade para algumas neoplasias (além do 
CCR) conhecida como síndrome hereditária não-polipóide 
do câncer colorretal (HNPCC - Hereditary Non-Polyposis 
Colorectal Cancer). Atualmente, acredita-se que estes 
pacientes possam corresponder a cerca de 10% dos casos 
de neoplasia colorretal.

Nesta síndrome hereditária, acredita-se que o me-
canismo genético envolvido no processo de carcinogênese 
inclui defeitos no mecanismo de reparo do DNA, levando 
à ocorrência de erros freqüentes de replicação - fenômeno 
conhecido como instabilidade de microssatélites -. Com 
isso, foram identificadas alterações nos genes de proteí-
nas envolvidas no processo de reparo do DNA, sendo os 
genes mais frequentemente afetados o MSH2, MLH1 e 
MSH610. 

Ao contrário, tumores ditos esporádicos, estariam as-
sociados a mutação e ativação de proto-oncogenes (mais 
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frequentemente o K-ras) assim como a deleção de áreas 
cromossômicas de genes supressores de tumor (como p53, 
DCC e APC)5.

Além de estar associada a mecanismos genéticos e 
moleculares distintos das neoplasias colorretais usuais, 
pacientes com HNPCC apresentam características clinicas, 
patológicas e prognóstico que também os diferenciam dos 
pacientes com neoplasia esporádica. Entre estas caracter-
ísticas, a presença de tumores sincrônicos nestes pacientes 
com HNPCC é achado muito mais freqüente quando com-
parado aos pacientes com tumor esporádico8,11,14.

Apesar disso, uma parcela significativa (até 15%) dos 
pacientes com tumor esporádico pode apresentar alter-
ações genéticas compatíveis com defeito no mecanismo 
de reparo do DNA e instabilidade de microssatélites8.A 
ocorrência deste fenômeno poderia justificar a presença 
nestes pacientes com tumor esporádico de características 
clinicas e patológicas semelhantes aos tumores de paci-
entes com HNPCC. 

Por esta razão decidiu-se, por objetivo deste trabalho, 
investigar as alterações dos genes responsáveis pelo 
mecanismo de reparo do DNA em pacientes com tumor 
esporádico e manifestação clínica muito característica dos 
tumores HNPCC, a presença de tumores sincrônicos. 

MÉTODOS

Pacientes com adenocarcinoma do cólon ou do reto 
tratados pela Disciplina de Coloproctologia da Faculdade 
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de Medicina da Universidade de São Paulo, São Paulo, 
SP, Brasil, no período de 1984 e 2004 foram incluídos no 
estudo, mas somente os com neoplasia sincrônica, sub-
metidos a tratamento cirúrgico radical único. Pacientes 
com HNPCC determinado pelos critérios de Amsterdam 
ou Bethesda foram excluídos. 

Os dados clínicos e seguimento tardio foram obtidos 
através de consulta ao prontuário médico do hospital. Paci-
entes com dados indisponíveis, foram submetidos a contato 
telefônico para atualização dos dados. A localização dos 
tumores foi classificada em cólon direito (tumores do ceco 
ao cólon transverso distal), cólon esquerdo (do transverso 
distal ao sigmóide) e reto.

Os resultados dos exames anátomo-patológicos dos 
tumores foram todos revisados e confirmados.

Imunoistoquímica

Para o rastreamento de possíveis alterações gênicas 
relacionadas a genes que controlam a instabilidade de mi-
crosatélites, foi realizada a pesquisa de antígenos hMSH2, 
hMLH1 e hMSH6, mediante incubação com os anticorpos 
hMSH2 (clone G219-1129), hMLH1 (clone G168-728) 
e hMSH6 (clone 44) (Pharmigen, San Diego,CA,EUA), 
padronizados no laboratório de imunoistoquímica da 
Divisão de Patologia do Instituto Adolfo Lutz. O método 
empregado foi o sistema de amplificação de sinal tiramida 
livre de biotina (DakoCytomation CSA II, Carpinteria, CA 
93013 EUA). 

Os blocos de tecido foram embebidos em parafina, 
fixados em formalina a 10% e incluídos em parafina, nos 
quais foram realizados cortes histológicos com 4 µm de 
espessura e montados em lâminas cobertas com silano. Os 
fragmentos foram desparafinados em xilóis e re-hidratados 
em álcoois. A atividade da peroxidase endógena foi blo-
queada por imersão em peróxido de hidrogênio (Merck 
S.A. Indústrias Químicas, Rio de Janeiro, RJ), três trocas 
de 5 minutos. Foi utilizado o método da panela de pressão 
para a recuperação antigênica com tampão citrato pH 6,0. 
As lâminas foram removidas e lavadas em tampão fosfato 
pH 7,4 (PBS).

Os anticorpos monoclonais primários foram aplicados 
nas titulações padronizadas para o hMSH2 1:400, hMLH1 
1:150 e hMSH6 1:2000 (Pharmigen, San Diego,CA,EUA). 
Os cortes foram incubados em câmara úmida a 37ºC, por 
30 minutos e em seguida overnight 4ºC. A seguir os tecidos 
foram lavados em tampão PBS, e incubados a 37ºC com 
anticorpo secundário conjugado a peroxidase, reagente 
amplificador e o anticorpo anti-fluoresceína conjugada a 
peroxidase (CSA II DakoCytomation). Todas essas etapas 
foram precedidas das lavagens com PBS. O sítios antigênic-
os foram identificados usando o substrato cromogênico 
3’3 diaminobenzidina tetrahidrocloreto (SIGMA-Aldrich 
Co. St. Louis, EUA) com 1mg/mL com 0,1% (vol/vol) de 
peróxido de hidrogênio. Os cortes foram contra corados 
com hematoxilina de Harris, desidratados e as lâminas 
foram montadas com meio de Entellan® neu (Merck KGaA-
Alemanha)3,4. 

Interpretação dos resutados

Tumores com imunoexpressão ausente (0% de células) 
foram considerados negativos enquanto que imunoex-
pressão de qualquer porcentual de células tumorais em 
qualquer intensidade foi considerada positiva. Tecido color-
retal normal, bem como linfócitos, puderam ser utilizados 
como controles positivos da reação. 

RESULTADOS

No período de estudo foram identificados 17 pacientes 
com tumores colorretais sincrônicos sem critérios clínicos 
para o diagnóstico de HNPCC, considerados esporádicos. 
Apenas 15 pacientes apresentavam material dos dois (ou 
mais) tumores disponível para realização de novos cortes 
para as reações de imunoistoquímica. 

A idade média dos pacientes foi de 63,0 (±15) anos, 
variando entre 39 e 84. Sete pacientes eram do sexo femi-
nino enquanto oito do masculino (Tabela 1).

Em todos os pacientes (100%) havia apenas duas lesões 
sincrônicas consideradas adenocarcinomas invasivos. O es-
tadiamento anátomo-patológico, utilizando o maior valor de 
cada parâmetro, revelou dois pacientes (13%) com tumores 
invadindo até a camada muscular (pT2) e 13 (87%) com 
invasão de todas as camadas do órgão (pT3). Em relação 
à presença de metástases linfonodais, seis pacientes (40%) 
não apresentaram metástases em nenhum dos linfonodos 
dissecados (pN0) enquanto que nove pacientes (60%) apre-
sentaram pelo menos um linfonodo comprometido (pN1). 
Dois pacientes (13%) apresentavam metástases em sítios 
distantes (M1) (Tabela 2).

TABELA 1 - Características clínicas dos pacientes com tumor 
colorretal esporádico sincrônico

Idade
     Média 63 ± 15 anos
     Intervalo 39 – 84 anos
Sexo
     Masculino 8/15

     Feminino 7/15

TABELA 2 - Características anatomopatológicas dos pacientes 
com tumor colorretal sincrônico esporádico

AJCC/UICC n
1 o
2 2
3 13
4 0

pN
0 6
1 6
2 3

M
0 13
1 2

Estadio

I 2
II 5
III 6
IV 2
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Seis pacientes (40%) apresentavam tumor localizado no 
mesmo segmento intestinal, sendo um (17%)  com os dois 
tumores localizados no reto, um (17%) com os dois tumores 
localidos no cólon esquerdo e quatro (66%) com os dois 
tumores localizados no cólon direito. Os nove pacientes 
restantes apresentavam tumores em segmentos intestinais 
distintos (60%). A tabela 3 resume as características de 
localização e estadiamento destes tumores. 

Considerando todas as lesões, haviam oito tumores 
(27%) localizados no reto, seis (20%) no cólon esquerdo 
e 16 (53%) no cólon direito. Considerando a profundi-
dade de invasão na parede do órgão, havia dois tumores  
(7%) limitados à mucosa (pTis), dois (7%) com invasão 
da submucosa (pT1), cincco (16%) com invasão até a 
camada muscular (pT2) e 21 (70%) com invasão de todas 
as camadas do intestino (pT3). No que diz respeito à pre-
sença de metástases linfonodais, 15 pacientes (50%) não 
as apresentavam (pN0).

A imunoexpressão de MSH2 e MLH1 foram considera-
das positivas em todos os tumores e todo tecido normal ad-
jacente de todos os pacientes (100%) (Figura 1). Apenas um 
paciente apresentou ausência de expressão de MSH6 nos dois 
tumores enquanto que o tecido normal adjacente apresentou 
expressão positiva para este anticorpo (Figura 2).

O seguimento médio dos pacientes foi de 24,9 meses 
(±20,7) variando de seis à 78 meses. Nenhum dos pacientes 
apresentou recidiva da doença ou mortalidade durante o 
seguimento tardio.

DISCUSSÃO

Atualmente, considera-se que o câncer é uma doença 
genética, de tal maneira que mutações acumuladas em uma 
célula ou clone de células pode lhe conferir características 
distintas de proliferação e diferenciação celular. Estas mu-
tações podem ocorrer de maneira esporádica durante a vida 
ou então hereditárias, quando são transmitidas através de lin-
hagem germinativa. Neste segundo caso, algumas mutações 
hereditárias podem conferir suscetibilidade ao câncer6. 

Desde o início do século, vem sendo notada a ocorrência 
do câncer colorretal hereditário na ausência de polipose 
que, além do caráter hereditário, apresentava algumas 
características clínicas e patológicas distintas dos tumores 
colorretais ditos esporádicos1,18. Esta síndrome, apresenta 
padrão de herança autossômica dominante e pode corre-
sponder a até 10% de todos os casos de câncer colorretal6. 
Além disso, estes pacientes apresentavam com freqüência 
idade precoce no momento do diagnóstico com média 
aproximada de 45 anos20.

Em 1991 foram estabelecidos critérios para o diag-
nóstico clínico e epidemiológico desta síndrome - con-
hecidos como critérios de Amsterdam -, que incluem o 
diagnóstico de três familiares, duas gerações consecutivas 
e pelo menos um paciente com idade inferior a 50 anos12,21. 
Estes pacientes freqüentemente apresentavam tumores 
de localização proximal, com componente mucinoso, 
estadiamento pTNM avançado, maior risco de lesões 
sincrônicas e metacrônicas13. Apesar de algumas caracter-
ísticas reconhecidamente associadas a pior prognóstico,  

TABELA 3 - Características dos tumores sincrônicos

Tumor distal Tumor proximal
Localização Reto 7 1

Esquerdo 4 2
Direito 4 12

Tamanho (cm) 5.8 ± 2.5 4.6 ± 2.2
AJCC/UICC Estadio

pT

0 0 0
is 1 1
1 0 2
2 2 3
3 12 9
 4 0 0

pN
0 7 8
1 6 6
2 2 1

Cólon direito – Ceco ao transverso distal
Cólon esquerdo  – Descendente ao sigmóide
Reto - Reto

FIGURA 1 - Tumor corado com anticorpo para MSH1  most-
rando a positividade de immunoexpressão no tecido 
tumoral e no tecido normal adjacente

FIGURA 2 - Tumor corado com anticorpo para MSH6  most-
rando a ausência de immunoexpressão no tumor e 
a positividade no tecido normal adjacente 

A expressão de genes reparadores do DNA nos tumores sincrônicos de câncer colorretal esporádico.
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curiosamente estes pacientes parecem estar associados 
a melhores resultados de sobrevivência tardia e menor 
risco de recidiva19. Possivelmente, uma das justificativas 
para estes últimos achados seria a presença de infiltrado 
inflamatório peritumoral, freqüentemente observado nestes 
tumores e podendo refletir maior efetividade do sistema 
imunológico hospedeiro versus tumor2,16.

Independente disso, estes pacientes pareciam apre-
sentar doença distinta daquela dos com tumor colorretal 
esporádico. Por esta razão, era de se esperar que houvesse 
uma explicação genética e molecular que justificasse tal 
diferenças. De fato, a identificação de áreas cromossômicas 
que segregavam de maneira semelhante, a doença em famí-
lias HNPCC permitiu a localização dos genes responsáveis 
por esta síndrome, que codificavam proteínas envolvidas no 
processo de reparo de DNA9. Muito embora vários genes 
que têm papel no controle de reparo de DNA tenham sido 
identificados, acredita-se que mais de 90% dos casos de 
HNPCC sejam decorrentes de mutações nos genes MSH2 
e MLH117. Apesar disso, as mutações não são comuns entre 
os pacientes nem estão localizadas em áreas mais suscet-
íveis (“hot spots”)22. Outros genes foram identificados e 
parece haver correlação entre o gene alterado e algumas 
manifestações clínicas. Especificamente para o MSH6, a 
associação de tumores extra-intestinais, como o câncer do 
endométrio, parece ser freqüente . 

Uma parcela significativa dos pacientes com neoplasia 
esporádica apresenta alterações genéticas somáticas semel-
hantes aos tumores HNPCC. Acredita-se que estes pacien-
tes, com alterações genéticas e moleculares semelhantes 
aos tumores HNPCC apresentem fenótipo e prognóstico 
semelhantes. Como o evento de tumores sincrônicos é 
muito raro, surge a hipótese de que estes pacientes tenham 
tumores com alterações genéticas do mecanismo de reparo 
do DNA, semelhantes aos tumores HNPCC. 

A utilização da imunoistoquímica para determinação 
retrospectiva destas alterações parece ser oportuna em 
função da grande variabilidade de alterações genéticas 
específicas, de tal maneira que a visualização do produto 
final pode ter significado clínico mais direto. 

Nesta série, os pacientes com tumores sincrônicos apre-
sentavam idade média bastante superior (63 anos) àquela 
encontrada para pacientes HNPCC (45 anos), fato esperado 
uma vez que seriam necessárias mutações somáticas dos 
genes reparadores de DNA nos dois alelos, ao contrário do 
HNPCC em que um alelo está mutado desde o nascimento 

do indivíduo. Certamente, fatores ambientais estariam en-
volvidos no processo de mutação dos alelos exigindo tempo 
significativamente maior que o necessário para pacientes 
com HNPCC. Além disso, a localização proximal no cólon 
direito foi achado freqüente (53%) nesta série coincidindo 
com os achados em tumores de pacientes HNPCC. 

Curiosamente, os tumores sincrônicos esporádicos apre-
sentaram freqüente invasão transmural do intestino (70%) e 
presença de metástases linfonodais (50%), levando a estadia-
mentos mais avançados da doença em mais de 60% dos casos 
(estádio III). Apesar disso, observou-se da mesma forma 
que nos tumores HNPCC, bom prognóstico tardio, uma vez 
que não foram observadas recidivas em intervalo médio de 
seguimento de mais de dois anos. Por estas razões, esperava-
se encontrar com grande freqüência (>90%) alterações da 
imunoexpressão dos genes estudados semelhantes às taxas 
observadas nos tumores HNPCC. Contudo, a expressão 
negativa (refletindo inativação por qualquer mecanismo) 
foi observada em apenas um paciente, utilizando anticorpos 
anti-MSH6, que é achado muito menos freqüente quando 
comparado aos genes MSH2 e MLH1.

CONCLUSÃO

Os pacientes com tumor colorretal esporádico 
sincrônico apresentaram características clinicas e 
patológicas semelhantes aos com tumores HNPCC no 
que diz respeito a localização dos tumores, estadiamento 
anatomopatológico e sobrevida tardia. Ao contrário, a 
identificação de alterações dos genes de reparo do DNA 
mais freqüentemente encontradas nos tumores HNPCC não 
foram identificadas nos tumores sincrônicos esporádicos. 
Estes achados indicam que embora estes tumores 
sincrônicos esporádicos possam ter semelhanças clínicas e 
patológicas com tumores HNPCC, o mecanismo molecular 
pode ser distinto, inclusive com a participação de outros 
genes reparadores de DNA não relacionados ao HNPCC.
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ABSTRACT - Background - Mismatch repair genes (such as MSH2, MLH1 and MSH6) mutations are present in over 80% of hereditary non-polyposis 
colorectal cancer tumors, which frequently exhibit synchronous lesions. Sporadic colorectal cancer is rarely associated with synchronous lesions. Aim 
- To investigate whether or not the same genetic mechanism present in hereditary non-polyposis colorectal cancer is present in synchronous sporadic 
colorectal cancer. Methods - Patients with sporadic synchronous colorectal adenocarcinomas were included in the study. Immunohistochemistry 
was performed using MSH2, MLH1 and MSH6 antibodies. Results - All patients had two synchoronous lesions. None of them had altered MSH2 
or MLH1 expression. One patient had altered MSH6 expression in both tumors. Conclusion - Possibly, other molecular mechanisms are involved 
in carcinogenesis of sporadic synchronous colorectal cancer.
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