Perfil de instabilidade de microssatélites em pacientes diagnosticados com
cancer colorretal atendidos em um hospital de referéncia em oncologia no
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1. Introducao

O cancer colorretal (CCR) ¢é a terceira neoplasia mais comum no mundo e impacta
milhdes de individuos globalmente'. No Brasil, estima-se a ocorréncia de aproximadamente 46
mil novos casos de CCR no triénio de 2023 a 20252. No estado do Amazonas, a estimativa é de
cerca de 300 novos casos por ano°.

Cerca de 80% dos casos de CCR sdo esporadicos e aproximadamente 20% tém origem
hereditéria®. Considerado uma doenga heterogénea, o CCR ¢ resultante de eventos genéticos e
alteracdes epigenéticas’. Trés principais mecanismos moleculares estdo ligados a tumorigénese
do CCR: instabilidade cromossomica (CIN), fenotipo metilador (CIMP) e instabilidade de
microssatélite (MSI)®.

Os Microssatélites sao sequéncias curtas repetitivas observadas no genoma, a falha nessas
sequéncias ocasiona eventos mutacionais. Os tumores com MSI sdo considerados oncogénicos
desencadeando respostas agressivas no sistema imunologico, estdo presentes em 15% dos casos
de CCR”®. Disfung¢des nos genes de reparo do DNA levam ao acimulo de erros no genoma,
resultando na MSI, uma condi¢io associada a instabilidade genética’.

A classificacdo do MSI inclui trés categorias: MSI-H (alta instabilidade), MSI-L (baixa
instabilidade) e MSS (microssatélites estaveis)'’. O painel pentaplex, composto por cinco
marcadores (BAT-25, BAT-26, NR-21, NR-24 e NR-27), ¢ amplamente utilizado para detec¢ao
de MSI por meio de PCR e eletroforese capilar (EC)!'"!2. No entanto, os painéis de marcadores
podem variar dependendo das metodologias aplicadas em cada analise.

Diante desse contexto, o presente trabalho tem como objetivo identificar o perfil de MSI
em pacientes atendidos na FCECON, classificando sua instabilidade e os marcadores
frequentes. A partir disso, busca-se avaliar possiveis associacdes entre MSI e desfechos
clinicos, contribuindo para aplicacdes clinicas, e orientagdes terapéuticas mais precisas.

2. Material e Métodos

Trata-se de um estudo observacional transversal, para avaliacdo do perfil de MSI em
pacientes com CCR atendidos na Fundacdo FCecon. A pesquisa busca determinar a frequéncia
de MSI, identificar seus subtipos e verificar associagdes com caracteristicas clinicopatologicas
da doenca. O estudo esta vinculado a um mestrado e ao projeto “Anélise do Espectro Molecular
e Clinico do Cancer Colorretal”, coordenado pela Dra. Valquiria do Carmo Alves Martins e
aprovado pelo Comité de Etica (CAAE: 52343821.2.0000.0004). Foram utilizadas amostras de
DNA tumoral, previamente extraidas com o kit Reliaprep gDNA Tissue Miniprep System
(Promega, EUA) e armazenadas a -80 °C no laboratorio de Biologia Molecular da FCECON .
A qualidade e quantificacdo do DNA foram avaliadas com o Nanodrop Lite e o Qubit 4.0



Fluorometer (Thermo Fisher Scientific, MA, EUA). A andlise de MSI foi conduzida por reagdo
em cadeia da polimerase (PCR) utilizando o painel expandido TrueMark™ MSI Assay (Applied
Biosystems™), que contempla 13 marcadores: BAT-25, NR-24, NR-21, BAT-40, CAT-25, NR-
22, NR-27, ABI-19, ABI-20B, ABI-17, ABI-16, BAT-26, ABI-20A. O mix de PCR foi
composto por 4 L de master mix, 1 pL de primers (1 ng/uL), 3 uL de controle negativo e 2 uL
de DNA da amostra (1 ng/uL), totalizando 10 pL por reagdo . Os produtos amplificados foram
submetidos a eletroforese capilar (EC). Para a EC, foi preparado um mix com 1 pL de
GeneScan-600 LTZ e 17 uL de Hi-Di™ Formamida, ao qual foram adicionados 2 pl. dos
amplicons (2—5 ng/pL). A mistura foi desnaturada a 95 °C por 3 minutos e, em seguida, a 4 °C.
A anélise foi feita no Analisador Genético SeqStudio™ (4pplied Biosystems™). A visualizagao
dos resultados ocorreu no software MSI Analysis 1.0, que gera eletroferogramas com picos
fluorescentes correspondentes aos 13 marcadores analisados. As amostras foram classificadas
em trés categorias: MSI-L (entre 5% e 29% dos marcadores instaveis); MSI-H (30% ou mais)
ou MSS (auséncia de instabilidade).

Resultados e Discussao

A analise das 60 amostras mostrou maior frequéncia de instabilidade no marcador NR-22
(68,33%), seguido do BAT-40 (66,67%). Os marcadores NR-24, NR-27, ABI-20B ¢ ABI-19
variaram entre 45% e 46,67%. BAT-25, NR-21 e CAT-25 apresentaram frequéncias entre
31,67% e 35%, enquanto ABI-17, ABI-16, BAT-26 ¢ ABI-20A tiveram as menores
frequéncias, entre 15% e 21,67% (Grafico 1).

Grifico 1: Distribuicao percentual de MSI nos tecidos tumorais analisados atendidos na FCecon.
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Entre os individuos com fenétipo de instabilidade de microssatélites (MSI), observou-se
o predominio do sexo feminino 65% (39/60) e 83,3% (50/60) de pacientes com idade >50 anos.
Além disso, 56,67% relataram histérico familiar de cancer e 70% realizaram algum tratamento,
como quimioterapia ou radioterapia. Apenas 26,67% evoluiram para 6bito. O subtipo MSI-L
foi o mais prevalente, sendo mais frequente entre pacientes do sexo feminino (Tabela 1).

Tabela 1: Caracteristicas clinicopatologicas dos pacientes de acordo com o estado MSI.

Caracteristicas  Casos (%)  (N=24) MSI-H % (N=29) MSI-L % (N=7) MSS %

Genero

Masculino 21 35.0 7292 11 37.9 3427
Feminino 39 65.0 17 70.8% 18 62.0 4575
Idade

<50 10 16,7 28.3% 6 20,7 2 28.0
=50 50 83.3 2201.7% 2379.3 5714
Realizou tratamento

Sim 42 70,0 17 70.8 20 68.9 5714
Niao 18 30.0 729.8 9 31.0 228.6
Historico de cancer na familia

Sim 34 56.8 13 54.8 18 62.0 3428
Nio 26433 11 45,8 11 37.9 4 57.1
Obito

Sim 16 26.6 625.0 931.0 1143
Nio 44 73.3 18 75.0 20 68,9 6 85.7

MSI-H: instabilidade de microssatélites alta; MSI-L: microssatélites baixa; MSS: microssatélites estaveis.

Em um estudo conduzido por Kanemitsu K. et al., no Japao, evidenciou uma frequéncia de
33,3% para MSI-H em individuos com historico familiar de cancer colorretal, contra 5,4%
nos casos esporadicos, indicando possivel associacdo entre MSI e hereditariedade no CCR 2,
De forma semelhante, TANG et al., 2024 realizaram um estudo na China, realizou analise
de 451 amostras de tecido tumoral, sendo 56,7%, pacientes do sexo feminino e 43,3%
pacientes do sexo masculino, com idade média de 50 anos. Utilizando o Kit TrueMark™, os
resultados mostraram que o BAT-40 apresentou uma frequéncia de MSI em 45,5% das
amostras, enquanto o NR-22 apareceu em 35% das amostras. Quanto a sua classificacao,
45,8% das amostras possuiam fenétipo de MSI-H e 18,3% de MSI-L'.

Esses achados reforcam a hipdtese de que mulheres e pacientes com mais de 50 anos tém
maior propensao a desenvolver CCR com MSI, sugerindo um possivel padrao epidemiolégico.
Entre os pacientes que evoluiram a Obito, a maioria apresentava o subtipo MSI-L. Essa
observacdo ¢ compativel com evidéncias de que tumores com fenotipo MSI-H apresentam
maior imunogenicidade e, consequentemente, melhor resposta a vigilancia imunoldgica,
enquanto os tumores MSS e MSI-L podem escapar dessa deteccdo, favorecendo a progressao
tumoral e a piora clinica!®. Vale ressaltar que, embora os achados sejam consistentes com a
literatura, o tamanho amostral e o predominio do subtipo MSI-L devem ser interpretados com
cautela, especialmente no que se refere a associagdo com mortalidade.

4. Conclusoes

Os achados reforcam a importancia da caracterizagdo molecular do perfil de MSI como
ferramenta complementar no progndstico, estratificagcdo de risco e definicdo de estratégias
terapéuticas personalizadas para pacientes com CCR. A incorporacdo de painéis expandidos
pode aprimorar a sensibilidade diagnodstica e identificar subgrupos com potencial predisposi¢ao
hereditaria.
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