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RESUMO  

   

O câncer colorretal é uma das patologias malignas mais comuns em todo o mundo, 

sendo um dos cânceres mais diagnosticado no Brasil. Já existem marcadores 

prognósticos de uso clínico para a doença, mas em pequeno número e pouco 

específicos, o que indica a necessidade de mais estudos a respeito. A enzima 

telomerase (hTERT) é essencial para a carcinogênese, e polimorfismos na região 

promotora do gene dessa enzima têm sido associados à progressão de diversos tipos 

de câncer. Este estudo analisou um fragmento dessa região do DNA de pacientes com 

câncer colorretal a fim de possibilitar identificação de novos marcadores moleculares. 

Para isso, o DNA de pacientes com câncer colorretal foi extraído, submetido a PCR 

(Reação de polimerase em cadeia) para amplificação da região de interesse, que foi 

então sequenciada. Ao todo,19 pacientes entre 32 e 78 anos com câncer aceitaram 

participar do estudo. O tipo de tumor mais frequente foi o adenocarcinoma de sigmoide. 

Aproximadamente 65% dos pacientes que tiveram o gene KRAS avaliado apresentaram 

mutação. Já o NRAS estava mutado em 60% das amostras em que foi avaliado. As 

análises de correlação nos mostraram associações com sexo ou casos precoces de 

acordo com a idade do paciente. Em relação aos valores da dosagem de CEA (Antígeno 

carcinoembrionário sérico), foram mais elevados nos homens que nas mulheres. O 

sequenciamento da região de interesse permitiu a identificação de três polimorfismo de 

um único nucleotídeo (rs796832466, rs34233268 e rs527897586), o que é bastante 

revelador considerando a pequena amostra utilizada, pois demonstra elevada 

frequência dessas variantes gênicas, que por essa razão têm alto potencial como 

marcadores prognósticos ou mesmo fatores de risco.    

  

Palavras-chave: câncer colorretal; telomerase; polimorfismo; TERT.   
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ABSTRACT  

  

Colorectal cancer is one of the most common malignancies in the world, being one of the most 

diagnosed cancers in Brazil. There are already prognostic markers of clinical use for the 

disease, but in a small number and not very specific, which indicates the need for further 

studies. The enzyme telomerase (hTERT) is essential for carcinogenesis, and polymorphisms 

in the gene promoter region of this enzyme have been linked to the progression of various 

types of cancer. This study analyzed a fragment of this DNA region of patients with colorectal 

cancer in order to allow the identification of new molecular markers. For this, the DNA of 

colorectal cancer patients was extracted, submitted to PCR (Polymerase Chain Reaction) for 

amplification of the region of interest, which was then sequenced. In all, 19 patients between 

32 and 78 years with cancer accepted to participate in the study. The most frequent tumor 

type was sigmoid adenocarcinoma. Approximately 65% of the patients who had the KRAS 

gene evaluated had a mutation. NRAS was mutated in 60% of the samples in which it was 

evaluated. Correlation analyzes showed associations with sex or early cases according to the 

age of the patient. Regarding the CEA (Serum Carcinoembryonic Antigen) values, they were 

higher in men than in women. Sequencing of the region of interest allowed the identification 

of three polymorphisms of a single nucleotide (rs796832466, rs34233268 and rs527897586), 

which is quite revealing considering the small sample used, since it shows high frequency of 

these gene variants, which for this reason have high potential such as prognostic markers or 

even risk factors.  

  

Keywords: colon cancer; telomerase; polymorphism; TERT.   
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1 INTRODUÇÃO E REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

  

1.1 Câncer e câncer colorretal  

O termo câncer (ou neoplasia maligna) refere-se a um grupo de doenças que são 

evidenciadas pelo crescimento desordenado de células que invadem os tecidos e 

órgãos, e que podem se espalhar (metástase) para outras regiões do corpo (1). Em 

contrapartida, um tumor benigno significa apenas que existe uma massa de células 

localizada que se propaga lentamente e se assemelha ao seu tecido original (2).  

Os tumores benignos se multiplicam por expansão, continuando em seu local de 

origem, sem invadir ou infiltrar tecidos próximos ou ocasionar metástase para outros 

locais. Já os tumores malignos são agressivos, provocam destruição nos tecidos 

vizinhos, podem progredir a metástase em seu local de origem ou em outros órgãos e 

tecidos (3). O local em que o câncer se origina no corpo é denominado de local primário 

(ou tumor primário). As células do tumor primário podem expandir-se para outros 

tecidos, originando lesões secundárias (metástases) (4).  

O câncer é um problema de saúde pública mundial. Segundo a OMS 

(Organização Mundial de Saúde), até o ano de 2030 estima-se que ocorram cerca de 

27 milhões de novos casos e 17 milhões de óbitos ocorrentes pelo câncer (5).  

De acordo com o Inca (Instituto Nacional de Câncer) (6), para o biênio 20182019, 

estima-se a ocorrência de cerca de 600 mil novos casos anuais de câncer no Brasil. 

Essas estimativas retratam a descrição de um país que possui os cânceres de mama 

feminina, pulmão, próstata e colorretal entre os mais incidentes, porém, os cânceres de 

estômago, colo do útero e esôfago ainda mostram taxas altas.   

Já as estimativas do câncer colorretal no Brasil apontam para cerca de 17.380 

novos casos em homens e 18.980 nas mulheres para os anos de 2018/2019 (figura 1), 

sendo o segundo tipo de câncer mais comum nas mulheres e o terceiro entre os 

homens, e constituindo-se como o terceiro mais frequente no Distrito Federal (16,95/100 

mil) (6).  
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Figura 1: Distribuição proporcional por sexo dos dez tipos de câncer mais incidentes no ano de 2018. 

(Adaptado 31)  

  

O câncer colorretal engloba tumores que acometem um seguimento do intestino 

grosso (cólon) e o reto. O cólon estrutura-se na extremidade do aparelho digestivo, com 

a finalidade de eliminar excretos e absorver água. O reto é a parte final do cólon (Figura 

2) (7).    

  

 

Figura 2: Ilustração das diferentes partes do cólon e reto. (Adaptado 7).  

  

O cólon é o local mais frequente dos tumores primários de cólon e reto, como por 

exemplo os adenomas e adenocarcinomas. O câncer colorretal atinge o sigmoide e o 

segmento distal do reto, seguidos pelo cólon transverso e ascendente e pelo ceco. Os 

adenocarcinomas correspondem praticamente à totalidade dos cânceres colorretais. 
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Normalmente, essa neoplasia ocorre a partir de alterações genéticas de células da 

mucosa colônica normal que progridem para pólipos adenomatosos (8).  

O câncer colorretal é uma das patologias malignas mais comuns em todo o 

mundo, mostrando-se como um importante problema de saúde pública. Aspectos 

dietéticos e ambientais possuem influencia na gênese desta neoplasia (9).  

A neoplasia colorretal é um dos cânceres mais diagnosticados no Brasil, com 

maior incidência na população idosa, porém, o mesmo pode ocorrer em qualquer faixa 

etária. Os adultos jovens estão mais propensos a desenvolver a patologia em condições 

hereditárias (2,10). Cerca de 80% dos indivíduos adquirem o câncer colorretal de forma 

esporádica, enquanto aproximadamente 20% estão propensos a desenvolver a 

neoplasia na forma hereditária (2).  

Dentre os principais fatores de risco do câncer colorretal estão: o consumo de 

carne vermelha, tabagismo, alcoolismo, dentre outros. Entretanto, o consumo de grão e 

fibras parece ser fator de proteção. Outros fatores de riscos são os pólipos colorretais 

e/ou histórico familiar, fatores hereditários e o histórico pessoal de doenças inflamatória 

crônica do intestino (7).    

Dois tipos de síndromes do câncer colorretal hereditário têm sido bastante 

estudados: a síndrome de Câncer Colorretal Hereditário Não Poliposo (HNPCC) e a 

Polipose Adenomatosa Familiar (FAP). A síndrome FAP é bastante rara, 

compreendendo 1% dos casos diagnosticados, enquanto a síndrome HNPCC possui 

uma maior ocorrência (11).  

  

1.2 Genes envolvidos no câncer colorretal  

Proteína APC (Adenomatous Polyposis Coli) - A mutação da proteína APC é 

classificada como sendo o marcador de pólipo adenomatoso familiar, sua ocorrência 

acontece de forma hereditária, podendo ser detectada em todas as células do organismo. 

A mutação dessa proteína é responsável pela incidência no aspecto hereditário da 

doença. A proteína e as mutações no gene APC encontram-se também diretamente 

ligado à gênese dos cânceres colorretais esporádicos ou não hereditários, 

compreendendo assim, os pequenos adenomas como os tumores malignos mais 

avançados (12).  
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Já as mutações que ocorrem na síndrome HNPCC se encontram localizados no 

gene MMR (Mismatch Repair Gene), que reparam erros que ocorrem no decorrer da 

replicação do DNA. Entre os diversos genes que colaboram com o processo de reparo 

do DNA, ocorrem mutações nos genes hMLH1 e hMSH2, que representam cerca de 90% 

das mutações identificadas no HNPCC. Outras mutações no gene hMSH6 foram 

detectadas em algumas famílias e mutações raras dos genes hPMS1 e hPMS2 também 

foram descritas. Mutações que ocorrem no gene hMSH2 tendem a ter um aumento 

significativo, para riscos de neoplasias extra-colônicas (13).  

Proteína DCC (Deleted in Colorectal Cancer) - aparentemente é uma proteína 

importante no processamento da carcinogênese colorretal. Sua descoberta deve-se as 

manifestações ocorrentes em cerca de 70% das neoplasias desse tipo, apresentando 

mutações em um mesmo gene, localizado no cromossomo 18, descrito como um gene 

supressor de tumor. Estudos mostram que a proteína DCC, possui uma associação entre 

a concentração tumoral da neoplasia colorretal com o prognóstico da doença (14).   

Já o gene TP53 supressor de tumor se encontra localizado no cromossomo 17 e 

codifica a proteína p53 (15,16). Sua atuação acontece como um sensor de falhas no DNA 

e de assistência no sistema de reparos, aproveitando os checkpoints para suspender o 

ciclo celular e induzir as células a apoptose, o que impede então, a ocorrência de 

proliferação celular com o DNA mutado. Assim, a atuação desta proteína segue duas 

vias: corrigir a mutação por meio da ativação da proteína ou a levar a célula a apoptose 

(14,17).  

  

1.3 Marcadores prognósticos do câncer collorretal  

  

1.3.1 Metástases Associados ao Câncer Colorretal (MACC1)   

O MACC1 é um regulador independente de estágios tumorais de sobrevida e de 

metástase em pacientes com neoplasia colorretal, esse regulador possibilita a 

identificação precoce dos casos de alto risco. Os níveis constantes de MACC1 estão 

relacionados com a progressão do tumor, a evolução de metástases e na sobrevida de 

pacientes com tumores sólidos, tornando-se um fator determinante para o avanço da 

patologia (18).  
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Vale ressaltar que o MACC1, é um biomarcador de grande relevância em 

carcinomas como de esôfago, mama, pulmonar, gástrico, pancreático, nasofaringe, 

ovário, osteossarcoma dentre outros (19).  

A metástase do parênquima pulmonar pode alterar tanto a função respiratória 

como ocasionar óbitos em pacientes com de neoplasia colorretal. Vários fatores de risco 

auxiliam para o mau prognóstico da patologia após a cirurgia. Dentre esses fatores de 

risco estão: uma sobrevida livre de doenças curta – DFS; o alto nível préoperatório do 

antígeno carcinoembrionário – CEA; a junção de metástases hepáticas; a quantidade 

de metástases hepáticas e o envolvimento ou ressecção completa linfonodal – LNI (18).  

  

1.3.2 Antígeno Carcinoembrionário sérico (CEA)   

O CEA é um marcador prognóstico de grande importância na neoplasia colorretal, 

entretanto, o reto possuí vias diferentes de drenagem venosa, mostrando que os níveis 

de CEA em tumores retais mesentéricos e periféricos podem ser distintos, de acordo 

com a localização do tumor (20). Logo, os tumores situados no reto superior e médio, 

onde a drenagem venosa ocorre pela veia retal superior, podem ter níveis de CEA 

elevados na circulação portal, encontra partida, as lesões que se localizam no reto 

inferior podem apresentar níveis altos de CEA na veia cava inferior  

(20).  

O CEA é frequentemente utilizado como um marcador sérico de carcinoma 

gastrointestinal, especialmente do tipo colorretal. Trata-se de uma glicoproteína da 

família das imunoglobulinas, e sua função é propiciar a ligação celular. O CEA é 

regularmente secretado por células normais do epitélio do trato digestivo para a luz 

intestinal, estando presente tanto em células normais como nas tumorais de mucosa 

gástrica (21).  

Estudos mostram que pacientes com câncer colorretal com níveis altos de CEA 

no pós-operatório, possui um prognóstico ruim em relação aos pacientes com níveis 

baixos. Isso ocorre porque o CEA pós-operatório possui o potencial de fornecer 

informações prognósticas independente dos procedimentos tradicionais de 

estadiamento nos pacientes com a neoplasia (22).  
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1.3.3 Gene BRAF  

 O BRAF é um gene da família de quinases RAF (Proto-Oncogene 

Serine/Threonine-Protein Kinase) e atua na junção ao gene RAS. Estudos recentes 

mostram que a presença de mutações no gene BRAF V600E é um forte fator 

prognóstico de sobrevida dos pacientes com câncer colorretal nos estágios II e III, em 

especial nos tumores com baixa estabilidade (23). Além disso, a presença de mutações 

V600E no gene BRAF possui ligação com o risco aumentado de mortalidades em 

pacientes com neoplasias colorretais (24).  

  

1.3.4 Gena KRAS e NRAS  

 Mutações nos códons 12, 13 ou 61 tornam a proteína RAS ativa e são 

encontradas em cerca de 16% de todos os casos de neoplasias (25). Estudos mostram 

que as proteínas RAS funcionam como um "interruptor" na cadeia membrana-núcleo 

ativando o desenvolvimento e distinguindo células por impulsos extracelulares (12).  

Dentre as três isoformas de RAS mais relevantes, KRAS é a isoforma mutante 

mais constante nos tumores. O KRAS é normalmente mutado no códon 12, sendo 

classificado como um oncogene (12, 25). As mutações se encontram ativas nos dois 

códons 12 e 13, porém, a localização da mutação possui grande relevância clínica e 

funcional (25). Outras mutações nos códons NRAS ou KRAS 61 e 146 do gene RAS, 

podem conceder novos marcadores prognósticos importantes que podem ser utilizados 

como métodos terapêuticos de tratamento para a neoplasia colorretal (23)  

As neoplasias colorretais frequentemente possuem mutações no KRAS, porém, 

somente um subgrupo das linhagens celulares do câncer de colón portadoras do KRAS 

mutante necessitam da sinalização de sobrevivência (26).  

Um terço dos tumores colorretais possuem mutações KRAS, 19% dessas 

mutações se encontram no códon 13, o restante está localizado no códon 12. As 

mutações ocorrentes no códon 12 estão ligadas ao fenótipo metastático mais agressivo 

dos tumores. No entanto, pacientes que possuem mutações no códon 13 retratam um 

prognóstico consideravelmente pior (25).  

A figura abaixo, traz a evolução da lesão colorretal do ponto de vista histológico, 

sofrendo as ações dos genes envolvidos na neoplasia.  
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Figura 3: Alterações genéticas no decorrer da progressão de câncer colorretal. (Adaptado 58).  

  

1.4 Marcador molecular associado à imortalização das células   

Os telômeros são estruturas de DNA que estão localizados nas extremidades dos 

cromossomos. São compostas por sequencias simples e repetitivas de DNA (repetições 

TTAGGG) (27,28). Os telômeros são constituídos por cerca de 3 a 20 kb de repetições 

ricas em adenina e timina cercadas por regiões subteloméricas que chegam até 300 kb 

nos cromossomos (29).  

 Suas principais funções biológicas são a garantia da replicação completa das 

extremidades do cromossomo, a manutenção da integridade cromossômica, o 

estabelecimento da estrutura tridimensional do núcleo celular, a colaboração na 

regulação da expressão genética, o auxílio na organização funcional cromossômica 

dentro do núcleo, o controle da capacidade das células humanas de se replicar e a 

entrada da senescência celular (27, 18).  

Sem os telômeros, o genoma perde suas informações e fica incompleto após a 

divisão celular, pois as enzimas que replicam o DNA não podem continuar sua 

duplicação até o final do cromossomo (30).  

A cada duplicação do DNA para a realização da mitose, o cromossomo perde um 

pequeno fragmento de sua fração final – o telômero. (31). A duplicação do DNA ocorre com 

a assistência da enzina DNA ligase de maneira semiconservativa, apresentando a cada 

nova fita de molécula-filha de DNA, uma fita proveniente da molécula-mãe e outra fita 

recém-sintetizada (27).   
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A enzima DNA Polimerase encontra-se ativa em uma grande parte dos 

cromossomos, no entanto, é completamente dispensável no final das extremidades 

teloméricas, devido à incapacidade de ação da proteína ligase por ausência de um local 

para seu anelamento a sequência mãe, proporcionando então a diminuição dos 

telômeros (27), conforme representado na figura 4.  

  
Figura 4: Representação esquemática da expressão da telomerase (Adaptado 27).  

  

Células imortalizadas com uma capacidade de replicação indefinida possuem dois 

mecanismos que conservam o cumprimento dos telômeros. A atividade da enzima 

telomerase é o principal mecanismo de transformar células imortalizadas em células 

neoplásicas (16).  

A telomerase é uma enzima que fornece às células a habilidade de restaurar seus 

telômeros e repara as perdas que ocorrem a cada replicação celular, possuindo um 

papel importante para a proteção e manutenção dos telômeros a um longo prazo 

(15,32). Com o decorrer dos anos, a telomerase perde sua atividade e os telômeros vão 

se encurtando após várias divisões celulares. Com isto, os genes localizados próximos 

aos telômeros tendem a se danificar (15).  

A telomerase é um complexo ribonucleoprotéico (RNP) que utiliza um molde de 

RNA intrínseco para sintetizar as repetições teloméricas nos terminais cromossômicos 

(27,33) A telomerase é praticamente conservada em todos os eucariotos. Ela é composta 

por uma subunidade catalílica, constituída por um componente protéico semelhante a 
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uma transcriptase reversa (TERT), por uma subunidade estrutural, constituída pelo 

componente RNA da telomerase (TER) e por algumas proteínas associadas (35). Essa 

enzima se encontra ativa em vários tipos de células, incluindo as células progenitoras, 

germinativas, células-tronco e tumorais, porém, ao longo da vida de um telômero, a 

mesma se encurta na maioria dos tecidos com é o caso das células somáticas (27,34, 

35).   

Em grande parte das células somáticas a telomerase se encontra inativada, e com 

isso os telômeros tendem a se encurtar a cada ciclo de divisão celular, as células acabam 

perdendo sua capacidade de se replicar quando um pedaço critico é alcançado (35). 

Entretanto, a expressão da telomerase é detectável em cerca de 85% dos pacientes 

portadores dos cânceres mais comuns como câncer de pulmão, próstata, mama, fígado, 

estômago e colón (36).    

O processo de senescência celular é o caminho das células somáticas normais 

replicativas. Nessas células, não ocorre a expressão da telomerase e os telômeros, desta 

forma, encurtam-se progressivamente a cada evento de mitose. Estudos mostram que o 

TERT é o único componente fundamental para recompor a ação do complexo telomerase 

em células negativas para sua própria ação (37). Quando os telômeros atingem um 

tamanho muito curto, as células entram em colapso e ativam vários mecanismos de 

checkpoint de ciclo celular e de reparo do DNA que culminam em fusões terminais, 

parada do ciclo celular, senescência e/ou apoptose. Na maioria dos casos, as células se 

tornam senescentes antes de se tornarem cancerosas, mas se alguma célula conseguir 

ultrapassar o ponto de colapso e continuar se dividindo com os seus telômeros não 

funcionais e a sua maquinaria de reparo de DNA ativada, isso gerará instabilidade 

genômica e poderá culminar na oncogênese (35).   

 Assim, a longevidade e a progressão maligna da célula cancerosa dependem da 

expressão da telomerase ou de outros mecanismos que as auxiliem na manutenção de 

alta capacidade proliferativa. Com isto, ocorre a reativação e a expressão da telomerase 

em altas quantidades em quase todas as células tumorais malignas, com este cenário, a 

telomerase tornou-se um alvo para o desenvolvimento de novas terapias anti-câncer 

(36;37).  

A telomerase humana é um conjunto formado por inúmeros componentes, onde 

os principais são o componente de RNA-template, codificado pelo gene TERC, a 
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transcriptase reserva, codificada pelo gene TERT e a disquerina, codificada pelo gene 

DKC1 (37). O TERT utiliza o gene TERC como molde para realizar a síntese do DNA 

de fita simples dentro dos telômeros, evitando com que o cromossomo se encurte no 

decorrer da replicação cromossômica (38).  

A ativação da enzima telomerase induzina pelo gene TERT é um método 

primordial para a imortalização das células e a formação de neoplasias. As sequências 

das variantes do gene TERT estão relacionadas com a suscetibilidade de diversos tipos 

de câncer (33).  

A telomerase pode ser reativada por meio de mecanismos genéticos e 

epigenéticos. Os mecanismos genéticos abrangem mutações somáticas na região 

promotora do gene TERT, os quais são constantemente observados em muitos tipos de 

neoplasias, particularmente os que se originam em tecidos com níveis baixos de se auto 

renovar. Já os mecanismos epigenéticos, regulam a telomerase positivamente 

envolvendo a hipermetilação de regiões específicas na região promotora do TERT, 

como são os casos dos tumores pancreáticos e cerebrais (30).  

Portanto, o hTERT por ser considerado componente chave da telomerase 

humana e é essencial para as células tumorais, porém, tem expressão restrita em 

tecidos normais, de modo que pesquisadores acreditam que variações no gene hTERT 

possuem um papel importante na suscetibilidade ao câncer (39).  

Estudos mostram que a expressão elevada do gene hTERT se encontra 

associada com um mau prognóstico de tumores sólidos, como câncer gástrico, da 

cabeça, de pulmão, de ovário, mama glioblastoma, colo do útero e colo retal (35).     

A ativação da enzima telomerase induzida pelo componente catalítico TERT é 

uma etapa essencial no processo de imortalização das células e na transformação 

maligna das células humanas (33). A expressão do hTERT regulada positivamente se 

caracteriza como um marcador substituto do aumento da ação da telomerase em grande 

parte dos cânceres (35).   
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1.5 Polimorfismos do gene da telomerase humana associados ao prognóstico  

do câncer   

Os polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs) do gene da transcriptase reversa 

da telomerase (TERT), que se encontra no cromossomo 5p15.33 (Figura 5), tem suas 

variantes associadas ao risco para vários tipos de neoplasias (40).  

  
Figura 5: Localização cromossômica do gene da transcriptase reversa (TERT). (Adaptado de 37).  

  

Inúmeros polimorfismos se encontram associados ao câncer, como é o caso do 

rs10069690 que foi identificado dentro do gene hTERT. Seu alelo menor está adicionado 

no íntron 4 do hTERT e está ligado a um risco elevado de vários tipos de câncer, como 

os carcinomas de ovário e mama (35).   

Choi et. al, (40) relata que o comprimento dos telômeros foi encurtado em 35 

amostras de tecido de câncer gástrico em relação à mucosa gástrica não cancerosa, 

evento associado à expressão hTERT e ao polimorfismo rs2736100, sugerindo que tal 

polimorfismo está ligado ao comprimento do telômeros no câncer gástrico.  

Outra variante comum do gene TERT é do polimorfismo rs2736098. Esse 

polimorfismo se encontra associado às mutações no gene promotor do hTERT e possui 

ligação com o mau prognóstico de diversos tipos de tumores (41). Pang et al. (42) mostra 

em seu estudo que este polimorfismo aumenta o risco das neoplasias de mama, bexiga, 

pulmão e colorretal.   

O polimorfismo 2735940 é outra variante com um nível maior de associação na 

atividade transcricional do gene, influenciando no risco das neoplasias de mama e com 

grande suscetibilidade para os tumores epiteliais, como os de pulmão próstata e 

colorretal (43).  



23  

  

Estudos mostram que a expressão do gene hTERT é maior em neoplasias 

colorretais do que na mucosa adjacente não cancerosa, o que faz aumentar a 

progressão do tumor (44). Alguns estudos apresentam o papel do polimorfismo MNS16A 

na origem de diferentes neoplasias, incluindo colorretal (25,45). O polimorfismo 

MNS16A é uma microssatélite de repetição em tandem polimórficas, que está localizado 

no gene hTERT e que influencia na ação promotora do gene (30,46).  Já o polimorfismo 

rs2736100 possui um alelo que se encontra entre as oito variantes relacionados a 

telômeros longos em glóbulos brancos (47).   

Conforme o exposto, o gene TERT é um componente de grande importância na 

imortalização das células e na formação das neoplasias, e está presente em na maioria 

dos tumores. Além disso, todos os indícios da relevância clínica das variantes do gene 

hTERT demonstram a relevância de se caracterizar melhor os polimorfismos nesse 

gene em diferentes populações, especificamente, nesse caso, dentre os pacientes 

acometidos por câncer colorretal.  
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

Analisar a sequência do gene TERT e seus polimorfismos variantes em pacientes 

com câncer colorretal  

 

2.2 Objetivos específicos 

a) Descrever as informações clínicas patológicas e laboratoriais relevantes 

da população estudada 

b) Identificar os polimorfismos variantes do gene TERT 

 

 

3 METODOLOGIA 

 

O trabalho foi conduzido como estudo clínico experimental, em que a população 

de estudo foi constituída por pacientes com câncer colorretal (n=19) que aceitaram 

voluntariamente a participar da pesquisa, atendidas no período de março de 2017 a julho 

de 2018 no Hospital Universitário de Brasília (HUB) e no Centro de Câncer de Brasília 

(CETTRO). A proposta integra o projeto “Estudo de marcadores moleculares associados 

à resposta de pacientes oncológicos à quimioterapia para uso em terapêutica racional 

em saúde pública”, aprovado pelo comitê de ética em pesquisa (CEP/FS-UnB) na área 

temática “Genética humana” sob número CAAE: 30711114.3.0000.0030. Os critérios de 

inclusão foram: pacientes com neoplasias colorretais que estejam realizando 

quimioterapia. Já os critérios de exclusões foram: pacientes com outras neoplasias que 

não fosse a colorretal. 

 

3.1 Coleta de dados clínicos  

Os dados clínicos foram coletados por meio de prontuários eletrônico dos 

pacientes disponíveis pela Cettro e pelo HUB e fixados em uma planilha no Excel. As 

variáveis coletadas foram: ano de nascimento, idade ao diagnóstico do câncer colorretal, 

principais sinais e sintomas, data da colonoscopia, principais achados no exame de 
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colonoscopia, dosagem do CEA (em ng/mL) no sangue periférico antes do tratamento, 

tipo do tumor e se havia mutações de KRAS e NRAS.  

 

3.2 Coleta de sangue 

Durante a consulta oncológica o paciente foi convidado a participar do estudo. 

Aqueles que aceitaram assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE). 

Foram coletados 4mL de sangue periférico dos pacientes, em tubo com EDTA específico 

para biologia molecular. A coleta e o armazenamento primário foram realizados pelo 

Laboratório SABIN/DF, sendo que não houve qualquer custo financeiro para o paciente. 

Posteriormente o material foi levado para o laboratório de Análises Clínicas da 

Faculdade de Ceilândia/UnB e processado para extração do DNA. 

 

3.3 Extração de DNA 

A extração foi executada por desidratação e precipitação com o kit “Nucleo Spin 

Blood Quick Pure” (fabricante MACHEREY-NAGEL GmbH&Co.; lote:1611/001), 

seguindo as recomendações do fabricante. A concentração e pureza do DNA foram 

estabelecidas por espectrofotometria por meio do equipamento NanoDropOne 

(ThemoScientific, Madison, USA). As amostras de DNA foram diluídas e congeladas a 

80°C. O rendimento médio obtido foi de 100 ng/µL. 

 

3.4 Análise do polimorfismo 

Para análise do polimorfismo da região promotora da hTERT, foi realizada a 

técnica de amplificação da região gênica de interesse por PCR convencional. As 

sequencias iniciadoras foram: F:5’-GGCCGATTCGACCTCTCTC-3’ e R: 5’-

CGGAGCTGGAAGGTGAAG-3’ (DNA Express Biotecnologia LTDA, São Paulo). 

Em cada reação, foram utilizados 8,0 µL de DNA genômico na concentração de 

10ng/µL; 2,5 µL de tampão 10x (10 mM de Tris e 50 mM de KCl); 0,5 µL de MgCl2 

(Fermentas), 0,5 µL de dNTPs (2,5mM; LGC); 0,5 µL de Taq-Polimerase (Fermentas, 

5U/µL); 1,5µL de cada oligonucleotídeo foward e reverse (10 µM); completando com 

água Milli-Q para um volume final de 25 µL por reação. 
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Estes oligonucleotídeos flanqueiam o gene hTERT e amplifica um fragmento de 

DNA de 242 pb.  

As condições da PCR foram as seguintes: 94°C por 5 minutos, 35 ciclos de 94°C 

durante 1 minuto, 60°C durante 1 minuto, 72°C durante 1 minuto, 72°C durante 8 

minutos. O equipamento utilizado foi termociclador Techne modelo TC-512. 

Em seguida, os fragmentos de DNA foram submetidos a um gel de eletroforese 

com agarose a 2%, para avaliar a condição de banda esperada, condição do controle 

negativo e presença de banda única. 

 

3.5 Purificação das amostras 

A purificação das amostras foi realizada com o kit “PureLinkQuick Gel Extraction” 

(fabricante: InvitrogenbyThermo Fisher Scientific; lote 00589967), de acordo com as 

recomendações do fabricante.  

 

3.6 Sequenciamento 

A partir dos produtos resultantes das PCR’s com as amostras dos pacientes com 

câncer, foi adotada a estratégia de realizar o sequenciamento desses fragmentos 

amplificados pelo Centro de Pesquisas sobre o Genoma Humano e Células-Tronco - 

Setor de Sequenciamento de DNA – USP 

As reações de sequenciamento foram realizadas no sequenciador automático 

MegaBACE 1000 (Molecular Dynamics). Foram utilizados cerca de 200 ng de DNA 

plasmidial, 5 nmoles dos oligonucleotídeos apropriados a cada cDNA e o kit comercial 

DyEnamic ET DYE Terminator Cycle Sequencing (MJ Research, INC).  

 

3.7 Análise de bioinformática 

Os pares de primers foram desenhados utilizando Primer3Plus 4.0 

(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi) a partir da sequência 

nucleotídica da região promotora da transcriptase reversa da telomerase humana 

(AF098956.1) depositada no NCBI (National Center for BiotechnologyInformation). Os 

pares de primers desenhados foram analisados quanto as propriedades 

termodinâmicas, estruturas secundárias e especificidade ao alvo molecular por meio dos 

http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AF098956.1/
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programas OligoAnalyzer 3.1 (https://www.idtdna.com/calc/analyzer) e Primer-BLAST 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Sendo selecionados 4 pares de 

primers para este gene, os quais foram sintetizados e testados por meio da técnica de 

PCR. 

Após o sequenciamento, as análises das sequências obtidas dos 

eletroferogramas foram realizadas nos programas Chromas 2.6.6, Bioedit 7.0.5.3, 

BLASTn (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) e T-COFFEE (http://tcoffee.crg.cat/). E 

após o sequenciamento, foi realizada a análise dos sítios de restrição dos produtos de 

PCR por intermédio do programa de interface web NEBcutter V2.0 

(http://nc2.neb.com/NEBcutter2/). 

 

3.8 Análise estatística 

Foram estimadas as frequências (para variáveis qualitativas) e percentis (para 

variáveis quantitativas) de determinadas características clínicas dos participantes do 

estudo tais como sexo, idade, polimorfismo no gene KRAS, dosagens de CEA (ng/mL), 

classificação histológica. Subsequentemente, os resultados do sequenciamento da 

região promotora do gene h.  

Todos os testes estatísticos foram realizados com o programa GraphPad Prism, 

versão 6.0 (San Diego, CA). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

https://www.idtdna.com/calc/analyzer
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://tcoffee.crg.cat/
http://nc2.neb.com/NEBcutter2/
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO   

  

4.1 Dados clínicos   

Ao todo, 21 pacientes com câncer aceitaram participar do estudo, sendo 12 

pacientes do HUB e 9 pacientes da Cettro. Foram excluídos 2 pacientes da análise dos 

dados clínicos do estudo, por não haver informações relacionadas ao câncer colorretal 

em seus prontuários. Para os demais pacientes, alguns não possuíam todos os dados, 

porém, continuaram no estudo e foram analisados os dados encontrados.   

Do total de pacientes, 11 (57,89%) eram do sexo feminino e 8 (42,11%) pacientes 

do sexo masculino (Figura 6).   

  
                  Figura 6: Distribuição por sexo dos pacientes estudados.   

  

A faixa etária dos pacientes no momento do diagnóstico variou em tordo dos 32 

a 78 anos, tendo sua maior prevalência entre os 40-50 (36,84%) anos. Alguns estudos 

mostram que a maior incidência do câncer colorretal é em indivíduos idosos, sendo 

diagnosticado em cerca de 90% dos casos após os 50 anos, entretanto, quando 

diagnosticado em pacientes mais jovens, a patologia tende a maior gravidade, com uma 

maior propensão de disseminação a distância, um prognóstico ruim e menor 

possibilidade de cura (48,49). Na figura 7 é possível ver essa distribuição conforme a 

faixa etária.   
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                        Figura 7: Faixa etária no momento do diagnóstico.  

  

A maior incidência da neoplasia colorretal na população idosa não tem causa 

esclarecida. Uma possibilidade seja de que, os indivíduos mais idosos, tenham sido 

expostos aos fatores de risco por mais tempo, dado que a forma esporádica da doença 

possui grande relação com a alimentação e o estilo de vida dos indivíduos (3). De 

qualquer modo, é conhecida a relação entre idade avançada e risco de câncer para 

quase a totalidade de neoplasias estudadas.   

As principais manifestações clínicas das neoplasias colorretais não são sinais 

patognomônicos, mas chamam a atenção para a possibilidade desse diagnóstico; 

porém, na maioria das vezes, esses sinais e sintomas não são levados em conta tanto 

pelo paciente como pelo médico. De acordo com sua distribuição topográficas, os sinais 

mais encontrados no colón direito são: anemia, dor, dispepsia, diarreia e massa 

palpável. Já no colón esquerdo são: dor, hemorragia, obstrução e obstipação (50).   

Dentre os principais sinais e sintomas observados mais prevalentes nos 

participantes do estudo, estão: cólicas abdominais continuas, perda do apetite, náuseas 

e vômitos, desidratação, parada na eliminação das fezes, diarreia ocasional e crônica, 

fezes malformadas e sangue oculto nas fezes.   

O exame de colonoscopia é o procedimento mais adequado na investigação de 

patologias colorretais, com ênfase para os pólipos e as neoplasias, sendo apontado 

como principal via de diagnóstico (51). E os principais achados do exame, foram: 

ileostomia sem alterações, invasão angiolinfática, invasão perineural, áreas necrosada, 
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lesão tumoral subestenosante, pólipos colônicos, pólipos intestinais biopsiado, tumor 

sigmoide, lesão vegetante anelar e ulcerada.  

Sobre os tipos de tumores, dos 19 pacientes que integraram o estudo, o 

adenocarcinoma de sigmoide foi o tipo de tumor mais frequente (11/19) conforme se 

encontra na literatura, sendo que seis das lesões foram descritas no prontuário 

simplesmente como neoplasia de colón. Mendonça et al. (52), relata que o 

adenocarcinoma é o principal tipo histológico encontrado nas neoplasias colorretais, 

acometendo, geralmente, o sigmoide e o segmento distal do reto, resultando assim na 

alteração do hábito intestinal.   

Dezessete pacientes tiveram avaliação de KRAS, sendo que aproximadamente 

65% (n = 11) apresentaram mutação e apenas 35% (6) a forma selvagem do gene. Já 

o NRAS foi avaliado em 15 amostras, e apresentou mutação em 60% (n = 9) delas. 

Todas as amostras com KRAS mutado apresentaram também mutação para NRAS.  

Os componentes da família RAS são frequentemente encontrados em suas 

proporções oncogênicas (mutadas) nos tumores. As mutações no KRAS variam por 

cerca de 20% a 50%, já as mutações por NRAS são mais raras e ocorrem em cerca de 

3% a 5% e o HRAS em 1% das neoplasias colorretais (53,54). Os resultados 

encontrados na população estudada chamam atenção para a elevada taxa de mutação 

encontrada para NRAS em relação ao comumente descrito na literatura.  

O estudo de Iraha et al. (53) mostrou algumas diferenças entre as mutações do 

KRAS e NRAS. O KRAS ativado possui a capacidade de promover a proliferação 

tumoral e suprir sua diferenciação, enquanto que, a ativação do NRAS limita a apoptose 

de um tumor em desenvolvimento. Entretanto, a frequência das mutações NRAS 

relacionadas as características clinicas, moleculares e patológicas nos canceres 

colorretais, são baixas (53,54).  

O valor mediano de idade dentre aqueles que apresentaram mutação foi de 46 

anos, e de 52 dentre os que tinham a forma selvagem do gene, mas a diferença entre 

os grupos não foi estatisticamente significativa (p=0,58, teste não paramétrico de Mann 

Whitney), indicando que essa mutação não deve estar relacionada com o surgimento 

de casos precoces (figura 8). Não foi também significativa a diferença de frequência da 

mutação entre homens (4/7) e mulheres (7/10) (p=0,64, teste exato de Fisher).   
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Figura 8: Relação entre o KRAS mutado e selvagem referente a idade dos pacientes  

  

Em relação ao CEA, os valores medianos (em ng/mL) foram mais elevados nos 

homens, embora a diferença não tenha sido significativa. É interessante, no entanto, 

notar que os três valores extremamente altos (acima de 1000) foram observados apenas 

em pacientes do sexo masculino (figura 9).  

  

 
  

Figura 9: relação entre a quantificação do CEA antes do tratamento com o sexo dos pacientes.  

  

Não há na literatura, estudos que tragam a diferenciação dos valores de 

referência de acordo com o sexo, porém, esses valores altos no sexo masculino podem 

indicar um possível prognóstico ruim para esses pacientes. Já que a elevação dos 

valores de CEA antes do tratamento, podem ocorrer devido a presença de metástase 

ou pela extensão local da neoplasia (55).  
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Outro indicativo de um prognóstico desfavorável para os pacientes com níveis 

elevados do antígeno, é que conforme Abreu et al. (56), os valores de sua dosagem no 

sangue periférico podem variar entre 5ng/mL e 7 ng/mL.  

  

4.2 Polimorfismo   

Onze das 19 amostras de pacientes com colorretal foram sequenciadas, sendo 

as demais excluídas por problemas técnicos (sequenciamento de qualidade não 

aceitável). Após a realização do sequenciamento, foram identificados os seguintes 

SNPs variantes localizadas no cromossomo 5 do gene hTERT: rs796832466 (variação 

A / G / T), rs34233268 (variação A / C / G) e rs527897586 (variação A/C/T). A figura 10 

traz essas variantes.  

  
Figura 10: Variantes do gene hTERT, obtidas através do sequenciamento das amostras  

 

Até o momento, as variantes rs796832466 e rs527897586 não possuem nenhum 

relato na literatura que as associe ao câncer, o que as tornam novas mutações 

identificadas no gene promotor da telomerase humana nessa população e aponta para 

uma potencial correlação com câncer colorretal.  
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Já a variante rs34233268, foi citada no estudo de Starita et al. (57), como uma 

possível variante do gene hTERT relacionada a neoplasia conjuntiva ligado ao vírus da 

imunodeficiência humana, contudo o autor informa nesse mesmo estudo que essa 

relação não possui uma significância na frequência da patologia, sugerindo então, que 

novos estudos sejam realizados para se compreender melhor essa associação.   

O estudo realizado apresentou algumas limitações importantes. Apesar de o 

câncer colorretal ser uma das principais neoplasias que mais acometem os indivíduos, 

o número de pacientes envolvidos no estudo foi inferior que o estimado, dificultando 

assim, a descrição dos fenômenos que possivelmente seriam significativos se o número 

amostral fosse maior.   

As poucas informações clínicas descritas nos prontuários dos pacientes, também 

pode-se considerar um fator limitante no estudo, bem como os problemas técnicos 

decorrentes da abordagem metodológica utilizada (sequenciamento de fragmento muito 

curto).  
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5 CONCLUSÃO  

Para se determinar prognóstico dos pacientes com neoplasias colorretais é importante a 

busca por informações que reflitam características moleculares da lesão, assim como aquelas 

relacionadas às condições pessoais e fatores clínicos. Nosso estudo caracterizou o grupo 

estudado quanto a alguns desses fatores, embora não tenha descrito nenhum deles como de 

relevância prognóstica direta. Por outro lado, foram encontrados três polimorfismos de um 

único nucleotídeo (rs796832466, rs34233268 e rs527897586) na região estudada. 

Considerando a presença destes em amostra tão pequena, espera-se alta prevalência das 

variantes gênicas, de modo que é possível que tais polimorfismos tenham associação com a 

patologia em questão, apresentando-se como potenciais marcadores prognósticos ou mesmo 

fatores de risco, a ser confirmado em estudos posteriores com maior amostragem.   
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ANEXOS  

ANEXO A   
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ANEXO B   
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ANEXO C   

  

Desenho e análise de oligonucleotídeos  

Utilizou-se a seguinte sequência: >AF098956.1 Homo sapiens telomerase reverse 

transcriptase (TERT) gene, promoter region and partial cds   

  

Em verde: The 59-bp region responsible for the full promoter activity (Horikawa et al., 

1999).  

  

Left Primer 1 (>phTERT_prom_1_f)  
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Right Primer 1 (>phTERT_prom_1_r)  

 

Left Primer 2 (>phTERT_prom_2_f)  

  

Right Primer 2 (>phTERT_prom_2_r)  
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Left Primer 3 (>phTERT_prom_3_f)  

  

Right Primer 3 (>phTERT_prom_3_r)  

  

Left Primer 4 (>phTERT_prom_4_f)  

  

Right Primer 4 (>phTERT_prom_4_r)  

  

  

Left Primer 5 (>phTERT_prom_5_f)  

  



49  

  

  

Right Primer 5 (>phTERT_prom_5_r)  

   


