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1 INTRODUÇÃO E REVISÃO DA LITERATURA 

 

1.1 Epidemiologia do Câncer Colorretal 

 

No Mundo 

 

 Anualmente mais de um milhão de indivíduos desenvolvem câncer colorretal 

(CCR) em todo o mundo(1). Esta cifra representa 11% de todos os cânceres 

diagnosticados(2). Excluindo-se o câncer de pele não-melanoma, o CCR é, em 

número absoluto e em incidência bruta, o terceiro câncer mais comum. Entre os 

homens, ocupa a quarta posição, sendo superado apenas pelo câncer de pulmão, 

de próstata e de estômago. Entre as mulheres, figura em terceiro lugar, atrás do 

câncer de mama e de cérvice uterina(1). 

 

No Brasil 

 

 Estima-se que cerca de 27 mil novos casos de CCR foram diagnosticados no 

Brasil em 2008(3), representando a terceira principal causa de morte por câncer no 

território nacional(4). Os estados da região sul são classificados como de elevada 

incidência para CCR. Neste contexto, o Rio Grande do Sul ocupa lugar de destaque 

com as maiores taxas de incidência bruta para entre homens (26/ 100.000) e 

mulheres (28/ 100.000). Entre as capitais, Porto Alegre ocupa a terceira e quarta 

posições em termos de incidência bruta respectivamente entre homens e 

mulheres(3).  
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1.2 Caracterização do Câncer Colorretal 

 

Etiopatogenia 

 

 Setenta e cinco por cento dos CCRs são esporádicos, sem associação com 

história familiar, síndrome genética ou doença inflamatória intestinal(5,6). Nesses 

casos, a idade é o fator de risco maior importante: noventa por cento dos 

diagnósticos são feitos em indivíduos acima dos 50 anos de idade(2). Outros fatores 

de risco associados em grau variável ao CCR esporádico incluem história prévia de 

adenoma ou adenocarcinoma colorretal(7), exposição à radioterapia pélvica(8), 

obesidade(9), consumo de carne vermelha(10,11), tabagismo(12), alcoolismo(13,14), 

acromegalia(15) e ureterossigmoidostomia(16). Dados conflitantes sugerem também 

possível associação com história de colecistectomia(17,18), atividade física(7), 

suplementação com antioxidantes(7) e consumo de fibras(7,19), de vegetais(20,21,22) e 

de gorduras(19). 

Vinte por cento dos CCRs são classificados como câncer familiar comum, isto 

é, ocorrem em indivíduos com história familiar de CCR e na ausência de qualquer 

forma de síndrome ou doença colorretal específicas(5,6,23). Finalmente, o câncer 

colorretal hereditário não-polipóide (CCHNP) é responsável por outros 4 a 7% dos 

casos(5,24), enquanto 1% deve-se à polipose adenomatosa familiar (PAF) e doenças 

inflamatórias intestinais, principalmente a retocolite ulcerativa(7). 
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Anatomopatologia 

 

 A distribuição do CCR ao longo do intestino grosso apresenta uma clara 

predominância pelos segmentos distais(25). Aproximadamente, 30% situam-se no 

reto, 26% no cólon sigmóide, 5% no cólon descendente, 14% no cólon transverso e 

25% no cólon ascendente ou ceco(26,27). Mais de 97% dos CCR são do tipo 

adenocarcinoma(28). O adenocarcinoma colorretal apresenta padrão de 

disseminação predominante linfático para os gânglios regionais e sanguíneo para o 

fígado e os pulmões(29). Ao diagnóstico, 36 a 40% encontram-se confinados ao 

intestino grosso, 26 a 36% apresentam metástases em linfonodos regionais e 19 a 

30% disseminaram-se à distância(30,31). 

 

Base Molecular 

 

 A carcinogênese é um processo composto por múltiplas etapas e requer o 

acúmulo de alterações genéticas adquiridas ou herdadas(32). Defeitos em genes que 

codificam proteínas importantes na regulação do ciclo celular perecem ser 

essenciais nesse processo(19). Neste contexto, duas vias principais foram 

identificadas: instabilidade cromossômica e mutação genética. A primeira é 

responsável pela maior parte dos casos de CCR esporádico e de PAF. Nesta via o 

acúmulo de mutações em genes supressores (APC, DCC, p53)(19), em oncogenes 

(KRAS, c-myc, c-erbB2)(33) e outras alterações epigênicas (anormalidades de 

metilação) conduzem ao CCR(34). A segunda, responsável pela instabilidade 

microssatélite e pelo CCHNP, caracteriza-se por mutações somáticas (inserções e 

deleções) que levam à instabilidade microssatélite. Mutações somáticas ou 

germinativas em genes de reparo do ácido desoxirribonucléico (hMLH1, hMSH2) 
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estão envolvidas neste processo(35-37). O estudo das vias moleculares e das 

alterações específicas responsáveis pela progressão desfavorável de pacientes com 

CCR parece essencial para o desenvolvimento de terapias alvo mais efetivas(38). 

 

1.3 Estadiamento Patológico do Câncer colorretal 

 

Evolução Histórica 

 

 Coube a Lockhart-Mummery, em 1926, a primeira tentativa de classificação 

do CCR em estádios(39). Em 1932, Cuthbert Dukes, correlacionou a profundidade de 

invasão e a existência de metástases linfonodais com a sobrevida de pacientes com 

câncer de reto, criando um sistema de estadiamento de A a C(40). Em 1939, Simpson 

e Mayo aplicaram o sistema de Dukes também ao câncer de cólon(41). A seguir, 

Turnbull introduziu o estádio D para pacientes com disseminação sistêmica(42). Na 

década de 1940, Pierre Denoix aplicou o sistema TNM ao CCR(43). Posteriormente, o 

sistema TNM foi endossado pela American Joint Committee on Cancer (AJCC)(44) e 

Union Internationale Cotre Cancer (UICC)(45) (quadro 1). 
 

TNM Astler-Coller Modificado  Dukes  

Estádio 0 Tis N0 M0 N/A N/A 

Estádio I T1 N0 M0 Estádio A A 

 T2 N0 M0 Estádio B1 A 

Estádio IIA T3 N0 M0 Estádio B2 B 

Estádio IIB T4 N0 M0 Estádio B3 B 

Estádio IIIA T1,T2 N1 M0 Estádio C1 C 

Estádio IIIB T3,T4 N1 M0 Estádio C2,C3 C 

Estádio IIIC Qualquer T N2 M0 Estádio C1,C2,C3 C 

Estádio IV  Qualquer T Qualquer N  M1 Estádio D  N/A 
CA Cancer J Clin 2004; 54:295-308 © (2004)                                      

Quadro 1: Sistemas de estadiamento do CCR baseados em critérios morfológicos 
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Outras Variáveis de Prognóstico 

 

 Variáveis clínico-laboratoriais como obstrução intestinal e dosagem pré-

operatória de antígeno carcinoembriônico (CEA) elevada (maior que 3 ou 5 ng/mL) 

são associadas com pior prognóstico(46-49). Além disso, tumores de alto grau (pouco 

diferenciados ou indiferenciados)(50), com subtipos histológicos específicos (células 

em anel de sinete, carcinoma mucinoso)(51), com invasão microscópica de tecido 

neural e/ou vasos sangüíneos ou linfáticos(52-56) e não-diplóides(57) também são 

associados com prognóstico ruim. 

 

Limitações e Desvantagens 

 

Mesmo com os avanços nas últimas décadas, os exames atualmente 

disponíveis para o estadiamento clínico do CCR ainda apresentam limitações na 

determinação da extensão do tumor primário, bem como da existência de 

metástases linfonodal e hepática(58). Apesar de uma suposta ressecção curativa, 

cerca de 50% dos pacientes morrem nos primeiros cinco anos de seguimento, sendo 

que 80% destes apresentam recorrência clinicamente detectável nos primeiros dois 

anos(59). Sabe-se que 20 a 40% dos pacientes com estadiamento patológico 

linfonodal negativo morrem de CCR recorrente(60). 
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1.4 Estadiamento Molecular do Câncer Colorretal 

 

Fundamentação 

 

Estima-se que cada molécula de ácido desoxirribonucléico (DNA) contenha 

cerca de 40.000 genes, dos quais apenas 10.000 participam da expressão gênica de 

cada célula. Embora o DNA nuclear contido nas células somáticas seja exatamente 

o mesmo independentemente do tipo de tecido, o padrão de expressão para síntese 

protéica é bastante variável. Da mesma forma que os perfis genômico e protéico 

determinam a estrutura e definem o comportamento biológico dos tecidos normais, o 

mesmo ocorre nos tumores(61).  

Com os recentes progressos da biologia molecular, a pesquisa de fatores 

prognósticos se estendeu para as proteínas e os genes envolvidos na 

carcinogênese. O desenvolvimento de novos métodos de análise da expressão 

gênica, em particular das técnicas de microarranjos de tecidos e de DNA, tornou 

possível o estudo simultâneo da expressão de milhares de genes. No CCR foram 

comparadas, inicialmente, as expressões gênicas da mucosa colônica normal e de 

adenocarcinomas(61). Takemasa(62) identificou 59 genes com expressão gênica 

diferenciada em um total de 4.608 estudados. Stremmel(63) observou diferenças 

entre 100 a 500 genes em mais de 6.000 analisados. Seguindo metodologia 

semelhante, Kitahara(64) relatou expressão diferente entre tecidos normal e tumoral 

em 235 genes de um total de 9.126 estudados. Outros autores identificaram 

alterações de expressão gênica entre estágios distintos da sequência da evolução 

do adenoma ao adenocarcinoma. Lin(65) identificou 50 genes entre 23.040 
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estudados, que foram utilizados como escore para diferenciação entre adenomas e 

adenocarcinomas colorretais. Por fim, Hegde(66) observou a expressão diferenciada 

de 176 em um total de 19.200 genes estudados em pacientes com CCR metastático, 

relacionado-os ao pior comportamento biológico destes tumores. 

  

Panorama Atual 

  

Nos últimos anos, tem-se observado a publicação de um grande número de 

pesquisas que investigam marcadores moleculares potencialmente associados ao 

prognóstico dos mais diversos tipos de cânceres. No CCR, este fenômeno é 

particularmente mais intenso. Estudos de coorte histórica envolvendo pacientes com 

câncer de cólon(67), reto(68) ou ambos(69), na sua imensa maioria estádios clínicos II e 

III, demonstraram, de forma estatisticamente significativa, o prognóstico favorável da 

instabilidade microssatélite e da ausência de expressão do MLH1 e MSH2(67,69). 

Embora ainda exista controvérsia acerca do efeito prognóstico dos genes p53(59,70-72) 

e APC(59,71) parece bem estabelecida a associação da mutação do KRAS com 

prognóstico desfavorável(73,74), menor sobrevida(73-77) ou pior resposta ao tratamento 

com terapia alvo(78,79). Não obstante, o prognóstico de pacientes com CCR também 

tem sido relacionado à expressão de outros genes: bcl-2(71,80), Ku70(81,82), C-erb-2(83), 

E-caderina(83), matrilisina(84), fascina(85), trombomodulina(86), beta-catenina(87), p27(87), 

5-lipoxigenase(88), Cox-2(88), UDP-N-acetyl-alfa-D-galactosamine-polypeptide GalNAc 

N-acetylgalactosaminyl transferase-3(89), DDC(70), b-raf(79), epiregulina(78), 

anfiregulina(78), TACSTD2(90) e RHOA(77).  

Atualmente, com o objetivo de melhorar a sobrevida de pacientes com CCR, 

tem-se proposto a associação da quimioterapia convencional com terapias-alvo, tais 
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como aquelas que atuam diretamente nas vias de sinalização do Vascular 

Endothelial Growth Factor (VEGF) e do Epidermal Growth Factor (EGFR). No 

entanto, há variabilidade de resposta clínica a tais agentes e o incremento das taxas 

de sucesso do tratamento do CCR requer a melhor compreensão do comportamento 

e do desenvolvimento tumorais. Estudos moleculares mostraram que a história 

natural dos CCRs não é idêntica, suscitando a necessidade de identificação de 

marcadores de comportamento biológico e prognóstico confiáveis e com maior 

acurácia em predizer o prognóstico e selecionar adequadamente pacientes que se 

beneficiem de terapias alvo(59,100). 

 

Banco de Tecidos 

 

 Amostras teciduais arquivadas geralmente são armazenadas em blocos de 

parafina após fixação em formalina. A formalina determina a fragmentação do RNA, 

dificultando a utilização destes tecidos em pesquisas que empregam técnicas de 

biologia molecular desenvolvidas para análise de expressão gênica. Isto tem 

motivado, nos últimos anos, a criação de bancos de tecidos congelados e não-

fixados. O congelamento de amostras teciduais imediatamente após a ressecção do 

espécime cirúrgico e o seu armazenamento a - 80°C são os procedimentos padrão 

de conservação. Períodos ex-vivo prolongados antes do congelamento 

comprometem a integridade do RNA e a expressão do mRNA, podendo interferir na 

expressão gênica(92). Em associação às informações clínico-patológicas, os bancos 

de tecidos constituem fonte de material biológico para pesquisa em cancerologia, 

principalmente para estudos em carcinogênese e prognóstico tumoral(92,93).   
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Reação em Cadeia de Polimerase em Tempo Real 

 

A técnica da reação em cadeia de polimerase (PCR), desenvolvida por Kary 

Mullis nos ano 80, é um método de pesquisa em biologia molecular que tornou 

possível a síntese in vitro de fragmentos de DNA. Uma das aplicações 

especialmente úteis da PCR é o estudo da expressão de genes em oncologia. A 

monitorização da PCR em tempo real por meio de fluorescência permite a 

quantificação de fragmentos de DNA e de ácido ribonucléico (RNA) de forma mais 

precisa e com maior reprodutibilidade. 

A técnica da PCR exige, inicialmente, a síntese de DNA complementar 

(cDNA) a partir do RNA mensageiro (mRNA) obtido de uma determinada amostra 

biológica através da utilização da enzima transcriptase reversa, uma DNA 

polimerase. A PCR em tempo real é realizada em um termociclador especial através 

da adição de oligonucleotídeos iniciadores (diretos e reversos), um fluoróforo 

(molécula que absorve e emite luz em um comprimento de onda específico) e o 

cDNA obtido previamente. Para quantificação da expressão do gene em estudo, a 

PCR em tempo real se vale da fluorescência emitida continuamente ao longo dos 

vários ciclos do protocolo de reações. A emissão dos compostos fluorescentes gera 

um sinal que aumenta na proporção direta da quantidade de produto da PCR. Sendo 

assim, os valores da fluorescência são gravados durante cada ciclo e representam a 

quantidade de produto amplificado. O ponto que detecta o ciclo na qual a reação 

atinge o limiar da fase exponencial é denominado de cycle threshold (CT)(94). 
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1.5 Marcadores moleculares de prognóstico do CCR  

 

TACSTD2 

 

O tumor-associated calcium signal transducer (TACSTD2) também 

denominado M1S1 (surface marker 1), TROP2, EGP-1 e GA733-1 foi clonado pela 

primeira vez por Fornaro, em 1995(95,96). Este gene que tem apenas um éxon se 

localiza no braço curto do cromossomo 1 (1p32-1p31) e estende-se por 1,8 kb do 

DNA genômico. O TACSTD2 codifica uma proteína de 323 aminoácidos, cuja massa 

molecular é de 40 kDa. Trata-se de uma glicoproteína transmembrana tipo 1 com 

uma sequência sinal N-terminal de exportação, uma repetição EGF-like, uma 

repetição tireoglobulina e um sítio de ligação para o fosfatidilisositol (PIP2). 

Anteriormente considerada um receptor de adesão celular, acredita-se hoje, com 

base na sua estrutura, que participe da transdução de sinal celular(97). 

A superexpressão do TACSTD2 tem sido observada na maior parte dos 

carcinomas humanos e proposta como possível estimuladora do crescimento e 

desenvolvimento tumoral. Esta ação estimuladora depende da existência do sítio de 

fosforilação da proteína quinase S303 na região citoplasmática do gene, bem como 

da sinalização intacta da proteína quinase C(96-98). Recentes estudos têm 

considerado o TACSTD2 como um biomarcador de agressividade tumoral e 

prognóstico desfavorável em pacientes com carcinoma de pâncreas(99), esôfago(100), 

cavidade oral(101), ovário(102), bexiga(103), mama e intestino grosso(90).  

Ohmachi demonstrou que a expressão do TACSTD2 no CCR encontra-se 

aumentada 8,34 vezes (p < 0,0001) em relação ao tecido normal pela técnica da 

PCR. Observou também associação estatisticamente significativa entre a expressão 



 22 
 

 

elevada do TACSTD2 e metástase hepática, sobrevida geral (48,5% vs 83,3% / p = 

0,0036) e morte relacionada ao CCR. Em contraste aos carcinomas, o epitélio 

normal apresenta pouca ou nenhuma expressão deste gene(90). Em razão disso, o 

TACSTD2 representa um atrativo alvo terapêutico no CCR(95).  

 

Ku70 

 

 O reparo de quebras da dupla fita de DNA é essencial para a sobrevivência 

celular. Este processo, aparentemente, envolve duas vias distintas: homologous 

recombination (HR) e nonhomologous end joining (NHEJ). Recentes evidências 

indicam a proteína quinase dependente de DNA (DNA-PK) como componente 

central da via NHEJ. A DNA-PK é composta por uma grande subunidade catalítica 

de 465 kDa (DNA-PKcs) e uma unidade de ligação ao DNA, um heterodímero 

composto de duas subunidades, Ku70 e Ku80, respectivamente com massa 

molecular de 70 e 86 kDa, responsáveis pela estabilização da DNA-PKcs(104). Uma 

vez ligado ao ponto de quebra da molécula de DNA, o heterodímero Ku70-80 evita a 

degradação da mesma por exonucleases e promove o recrutamento da subunidade 

catalítica PKcs ao local, formando o complexo DNA-PK(105). A DNA-PK promove o 

reparo do DNA por meio de fosforilação dos aminoácidos treonina e serina e da 

ativação de outras enzimas nucleares de recombinação e reparo(106).  

O gene responsável pela codificação da proteína antiapoptótica Ku70 

(XRCC6, x-ray repair complementing defective repair in chinese hamster cells 6) 

localiza-se no braço longo do cromossomo 22 (22q13.2-q13.31). No núcleo, a 

proteína Ku exerce papel fundamental no reparo de quebras do DNA decorrentes de 

irradiação ionizante, de certas drogas antineoplásicas (bleomicina, etoposide, 
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adriamicina) e de reparos ocorridos durante inúmeros processos de recombinação 

celular incluindo o rearranjo do gene antígeno-receptor (recombinações V(D)J)(107-

112). Embora predominantemente nuclear, diversas publicações documentaram a 

presença de ambas subunidades Ku no citoplasma(112). Evidências sugerem a 

interação das subunidades KU com a Bax, ciclina E, Hp1α, TRF2, MRE11, p95VAV, 

apolipoproteína J e outras proteínas não identificadas(113). Estudo de Lee 

demonstrou que células HT-29 e HCT-116 de CCR transplantadas em camundongos 

NOD-SCID (nonobese diabetes/severe combined immunodeficiency) tratados com 

Justicidina A via oral apresentavam redução dos níveis citoplasmáticos da proteína 

Ku70, com conseqüente elevação dos níveis mitocondriais de Bax e estimulação da 

apoptose celular(114). Resultado semelhante foi observado em trabalho de Rashmi 

que demonstrou a relação entre a subexpressão citoplasmática da Ku70 com a 

superexpressão da Bax mitocondrial e conseqüente indução da apoptose em cultura 

de células da linhagem SW480 de CCR humano expostas à curcumina(115). 

 Estudo de Parrella documentou a relação entre a expressão 

imunoistoquímica elevada das subunidades Ku70 e Ku80 com a taxa de proliferação 

celular de carcinomas espinocelular e basocelular de pele em humanos, sugerindo a 

influência destas proteínas na instabilidade genômica e na progressão tumoral(116). 

Komuro demonstrou que a expressão do Ku70 associa-se de forma estatisticamente 

significativa e independente com menor sobrevida livre de doença em pacientes com 

CCR(81) e com menor sobrevida livre de doença e resposta ruim à radioterapia em 

pacientes com câncer de reto(82). 
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SERIN1 

 

 O gene serine incorporator 1 (SERIN1) também conhecido como KIAA1253, 

localiza-se no braço longo do cromossomo 6 (6q22.31). O SERIN1 codifica uma 

família de proteínas que incorporam serina na membrana celular e formam 

complexos intracelulares com enzimas essenciais para a biosíntese de 

fosfatidilserina e esfingolipídeo. Eschrich, empregando a técnica de microarranjo de 

cDNA, demonstrou que pacientes com CCR apresentam expressão elevada de  

SERIN1. Neste estudo, juntamente com outros 45 genes, o SERIN1 compôs um 

painel com 90% de acurácia na predição da sobrevida geral em 36 meses de 78 

pacientes com CCR(117). 

 

KRAS 

 

 O gene Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog (KRAS, V-Ki-ras2) 

localiza-se no braço curto do cromossomo 12 (12p12.1). Até o momento, três genes 

RAS foram identificados: homólogo ao oncogene do vírus do sarcoma de ratos 

Harvey (HRAS), KRAS2 (homólogo ao oncogene do vírus do sarcoma de ratos 

Kirsten) e NRAS (primeiramente isolado de um neuroblastoma humano). Dos três 

genes, o KRAS é o mais frequentemente mutado(118). Os genes RAS codificam 

proteínas de ligação do nucleotídeo guanina associada à membrana. Possuem 

massa molecular de 21 kDa, sendo por tal razão chamadas de p21ras(75,119,120). Trata-

se de proteínas monoméricas com homologia de 90% que possuem em comum o 

domínio efetor N-terminal. As proteínas RAS existem em dois estados: (1) ativa, na 

qual se encontra ligada à molécula de trifosfato de guanosina (GTP) e (2) inativa, 
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quando a GTP foi hidrolisada a difosfato de guanosina (GDP). Em condições 

fisiológicas, a isoforma ativa inicia a proliferação celular através da cascata da 

quinase dependente de RAS. As proteínas RAS possuem atividade GTPase 

intrínseca que, geralmente, leva à sua inativação e ao controle do crescimento 

celular. Em tumores, mutações pontuais envolvendo o domínio de ligação da GTP 

(códons 12 e 13) ou o domínio da GTPase (códon 61) determinam ativação 

constitutiva da proteína, com perda da atividade intrínseca da GTPase e 

impedimento do bloqueio da sinalização que estimula o crescimento, a proliferação e 

a diferenciação celulares. Como consequência, ocorre proliferação celular 

descontrolada, transformação maligna e desenvolvimento tumoral mesmo na 

ausência de estímulo extra-celular(38,75,119,120). Sabe-se que a proteína RAS ocupa 

uma posição chave na via de sinalização do EGFR. Na superfície interna da 

membrana plasmática, o domínio de ligação da GTP da KRAS encontra-se acoplado 

a receptores de tirosina-quinase como o EGFR através de complexos intermediários 

de proteínas SOS2 e GRB. Outros elementos envolvidos nesta via de sinalização 

incluem RAF treonina-serina-quinase citoplasmática e a cascata da proteína de 

ativação da mitose. Embora mutações KRAS sejam observadas em mucosa normal, 

parecem ocorrer apenas em mucosa displásica com mutação APC coexistente. Isto 

suporta a noção de que mutações KRAS não conferem vantagem de crescimento na 

ausência de mutação APC(59). 

Mutações dos genes RAS são observadas em cerca de 30% das neoplasias 

malignas humanas, com extrema variabilidade de acordo com o tipo e sítio do 

tumor(75). Mutações KRAS são associadas com comportamento agressivo e pior 

prognóstico de carcinoma de tireóide(120), adenocarcinoma colorretal(76,121) e 

carcinoma não-pequenas células de pulmão(119).  
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Vogelstein foi o primeiro a sugerir o envolvimento da mutação do KRAS nas 

etapas iniciais da carcinogênese colorretal, ocorrida mais frequentemente na 

transformação de um pequeno adenoma em um adenoma grande e displásico(75).  

Hoje se sabe que mutações do KRAS ocorrem em estágios precoces da progressão 

do adenoma ao adenocarcinoma em cerca de 40% (30 a 60%) dos casos(38,73,75, 76), 

sendo mais comuns em lesões grandes e avançadas(59). A maior parte das 

mutações (90%) localiza-se nos códons 12 e 13 e menos frequentemente no códon 

61(75). Transição de guanina para adenina e transversão de guanina para timina são 

os tipos mais comuns em pacientes com CCR(122).  

Nos últimos anos, diversos estudos têm investigado a significado das 

mutações do KRAS no prognóstico de pacientes com CCR. Estudo multicêntrico 

envolvendo 3439 pacientes de 21 países demonstrou associação estatisticamente 

significativa entre sobrevida geral e sobrevida livre de doença com uma mutação 

glicina – valina no códon 12 do gene KRAS de pacientes com CCR Dukes C(76). Com 

base nos estudos RASCAL I e II, acredita-se que algumas mutações específicas 

determinam comportamento particularmente mais agressivo que outras(123). 

 Diversos estudos recentes têm demonstrado que a mutação KRAS é um fator 

preditivo de resistência ao uso do anti-EGFR mAbs isolado ou em combinação com 

irinotecan em pacientes com CCR refratários a este quimioterápico(124). Em sua 

análise, Ince observou mutação do KRAS em 35% das amostras de CCR primário 

ou secundário de pacientes incluídos no ensaio clínico multicêntrico que comparou 

diferentes esquemas de tratamento com quimioterapia e terapia alvo adjuvante. 

Neste estudo, pacientes sem mutação do KRAS apresentaram melhor sobrevida 

independentemente do regime de tratamento oferecido(79). Trabalho de Khabata–

Ford detectou mutações no éxon 2 (códons 12 e 13) do KRAS em 38% de 80 
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amostras de CCR. O KRAS mutante foi identificado respectivamente em 11% e 53% 

do grupo de pacientes respondedores e não respondedores ao tratamento com 

Cetuximab. Este dado sugere que a mutação do KRAS associa-se à refratariedade 

à terapia com Cetuximab(78). Di Fiore, estudando pacientes com CCR metastático, 

também documentou que a mutação do KRAS é preditiva da falha de resposta 

clínica ao tratamento com quimioterapia associada a Cetuximab(91). 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Principal 

 

Comparar a expressão quantitativa dos genes TACSTD2, Ku70, KRAS 

mutante e SERIN1 em amostras de tecidos normal e tumoral de pacientes com 

CCR. 

 

3.2 Objetivo Secundário 

 

Relacionar a expressão quantitativa dos genes TACSTD2, Ku70, KRAS 

mutante e SERIN1 com variáveis epidemiológicas, clínicas e anatomopatológicas de 

pacientes com CCR. 
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4 HIPÓTESES 

 

4.1 Hipótese Nula (H0) 

 

Não existe diferença entre a quantificação da expressão dos genes 

TACSTD2, Ku70, KRAS mutante e SERIN1 nos tecidos normal e tumoral de 

pacientes com CCR. 

 

4.2 Hipótese Alternativa (H1) 

 

Existe diferença entre a quantificação da expressão dos genes TACSTD2, 

Ku70, KRAS mutante e SERIN1 nos tecidos normal e tumoral de pacientes com 

CCR. 
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5 PACIENTES E MÉTODOS 

 

5.1 Delineamento do Estudo 

 

 Estudo transversal 

 

5.2 População Estudada 

 

Critérios de Inclusão 

  

Pacientes com diagnóstico de adenocarcinoma colorretal submetidos à 

ressecção cirúrgica no Hospital São Lucas da Pontifícia Universidade Católica do 

Rio Grande do Sul (HSL - PUCRS) entre julho de 2005 e julho de 2009 e cujas 

amostras de tecido (tecidos tumoral e normal) foram armazenadas 

consecutivamente no Banco de Tecidos do Instituto de Pesquisas Biomédicas (IPB) 

do HSL – PUCRS. 

 

Critérios de Exclusão 

 

Foram excluídos do estudo pacientes com história de PAF, com história de 

câncer CCHNP, com história de doença inflamatória intestinal (retocolite ulcerativa 

ou doença de Crohn), com história de CCR sincrônico ou prévio, com história de 

qualquer neoplasia maligna não-colorretal sincrônica ou prévia, com câncer de reto 

submetido a radio e/ou quimioterapia neoadjuvantes, com indisponibilidade de dados 

completos em prontuário médico ou com ausência de expressão do gene 

normalizador (beta 2 microglobulina) à PCR. 
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5.3 Amostra Estudada 

 

  Inicialmente, foram identificados 64 pacientes cujas amostras teciduais se 

encontravam armazenadas no Banco de Tumores do IPB – HSL – PUCRS e que 

preenchiam os critérios de inclusão do estudo. Deste grupo, um paciente foi excluído 

por apresentar história pessoal de doença inflamatória intestinal (retocolite 

ulcerativa), nove pacientes foram excluídos devido à história pessoal de CCR prévio 

ou sincrônico, quatro pacientes foram excluídos em razão de história pessoal de 

neoplasia maligna não-colorretal prévia ou sincrônica, 11 pacientes foram excluídos 

por apresentar câncer de reto submetido à radio e/ou quimioterapia neoadjuvantes e 

dois pacientes foram excluídos em decorrência de falta de dados completos em 

prontuário médico. Para fins de análise, a amostra do estudo foi composta por 37 

pacientes. 

 

5.4 Metodologia 

 

Coleta das Amostras Teciduais 

 

 Durante a cirurgia, imediatamente após a ressecção do espécime cirúrgico, o 

mesmo era acondicionado a fresco no interior de um saco plástico e prontamente 

conduzido ao Serviço de Anatomia Patológica do HSL – PUCRS para coleta das 

amostras teciduais. As amostras teciduais consistem em fragmentos de 1 cm2 

obtidas do centro da superfície tumoral e da margem cirúrgica proximal dos 

espécimes cirúrgicos. As amostras teciduais de cada paciente foram armazenadas, 

separadamente, em tubos plásticos, imersas em 500 µL de RNAholder 
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(BioAgency), solução estabilizadora que permite a conservação de RNA de tecidos a 

fresco por até uma semana e a – 20°C ou menos por período indefinido, eliminando 

a necessidade de congelação imediata. Todas as amostras de tecido tumoral e 

normal foram submetidas à microscopia pela técnica de hematoxilina-eosina (HE) 

para certificação respectivamente da presença e ausência de tecido tumoral. 

 

Exame Anatomopatológico 

 

O estudo anatomopatológico dos espécimes cirúrgicos, bem a como a 

confirmação da presença ou ausência de tecido tumoral nas amostras de tecido 

tumoral e normal foram realizados através de microscopia pela técnica de HE por um 

médico patologista do HSL – PUCRS. 

 

Armazenamento das Amostras 

 

Os tubos plásticos contendo as amostras foram conservados em uma 

geladeira comum durante um dia; após, armazenados indefinidamente a – 196°C em 

tanque de nitrogênio líquido no Banco de Tecidos do IPB – HSL – PUCRS. 
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Transporte das Amostras 

 

 O transporte das amostras desde o IPB – HSL - PUCRS até o Laboratório de 

Biologia Molecular Endócrina e Tumoral (LaBiMET) da UFRGS foi realizado a – 

196°C, no interior de criotubos imersos em um recipiente térmico contendo 

nitrogênio líquido. 

 

Extração de RNA 

 

 A extração do RNA foi realizada com o reagente Trizol (Trizol Reagent 100 

mL, Invitrogen), conforme protocolo do fabricante. Aproximadamente 100 mg de 

cada amostra de tecido congelado foi colocado em um tubo plástico de 2 mL, ao 

qual foi adicionado 1 mL do reagente Trizol para subseqüente homogenização 

(Omnimix) durante 1 minuto. Após, as amostras foram incubadas em temperatura 

ambiente por 5 minutos, acrescidas de 0,2 mL de clorofórmio, agitadas em vórtex 

(Daiger Vortex – Genie 2, A. Daigger & CO., Inc.) por 15 segundos, incubadas 

novamente à temperatura ambiente durante três minutos e centrifugadas a 12.000 g 

e à 4°C por 15 minutos (Centrifuge 5402, Eppendorf). A seguir, foi pipetada a fase 

aquosa de cada amostra para novos tubos plásticos de 2 mL, ao quais foram 

adicionados 1 mL de isopropanol. Na sequência, as amostras foram incubadas em 

refrigerador a - 20 °C (F17 Stock Freezer, Prosdóscimo) para overnight.  

No dia seguinte, cada amostra foi misturada por inversão, centrifugada a 

12.000 g e à 4 °C por 15 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi desprezado e o 

precipitado, contendo o RNA, lavado com 1 mL de etanol 75% gelado. Cada amostra 

foi então centrifugada a 8.000 g e à 4°C por 10 minutos.  
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Novamente o sobrenadante de cada amostra foi desprezado, e o precipitado 

deixado para secar durante 10 minutos em temperatura ambiente. A seguir, de 

acordo com o volume do precipitado, foi adicionado de 10 a 30 µL de água ultra pura 

tratada com DEPC (dietilpirocarbonato). As amostras foram então incubadas a 60°C 

durante 10 minutos, colocadas por 1 minuto no gelo para quantificação do RNA; 

finalmente, estocadas a – 80°C (refrigerador Sanyo) para posterior síntese do cDNA. 

 

Quantificação do RNA 

 

Para a quantificação, uma alíquota de 1 L da solução de RNA de cada 

amostra foi diluída em 499 L de água com DEPC e lida em duplicata em um 

espectrofotômetro para ácidos nucléicos (Gene Quant, Pharmacia Biotech), nos 

comprimentos de onda de 260 e 280 nm. A pureza do RNA foi considerada 

satisfatória quando a razão das absorbâncias a 260 e 280 nm foi superior a 1,6. 

Considerando que uma unidade de absorbância a 260 nm corresponde a 40 g de 

RNA por mL de solução, a concentração de RNA na solução original foi calculada 

pela fórmula: 

[RNA] = A260 x D x 40 g/mL 

Onde: A= absorbância e D= diluição da alíquota usada para a quantificação. 
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PCR a partir da Transcrição Reversa (RT-PCR) 

Síntese de DNA Complementar (cDNA) 

 

 A partir do RNA total extraído, a expressão do mRNA específico para os 

fatores em estudo foi avaliada, indiretamente, pela técnica de PCR a partir de 

transcrição reversa (RT), ou simplesmente, RT-PCR. A síntese do cDNA foi feita a 

partir de 2 g do RNA total, utilizando oligonucleotídeo (OligodT) complementar à 

cauda poli-A característica do mRNA, produzindo um cDNA mais puro, 

exclusivamente a partir do mRNA. Considerando que a fração do mRNA 

corresponde a aproximadamente 2 a 3% do RNA total, estima-se que 2 g de RNA 

total originam 40 ng de cDNA. 

 Cada amostra de RNA foi inicialmente desnaturada a 65°C por 5 min (PTC-

100, MJ Research, Inc.) juntamente com o 1 µL de dNTPmix (SuperScript® First-

Strand, Invitrogen) e e 1 µL de OligodT (SuperScript® First-Strand, Invitrogen). Em 

seguida, a cada amostra foi adicionado 2 µL de 10XPCRBuffer (SuperScript® First-

Strand, Invitrogen), 4 µL de 25mM MgCl2 (SuperScript® First-Strand, Invitrogen), 2 

µL de 0,1M DTT (SuperScript® First-Strand, Invitrogen) e 1 µL de Rnase 

OUT(SuperScript® First-Strand, Invitrogen). As amostras foram então incubadas por 

2 minutos a 42°C (PTC-100, MJ Research, Inc.). Na sequência foi adicionado 1 µL 

da enzima transcriptase reversa SuperscriptIIRT (SuperScript® First-Strand, 

Invitrogen) a cada amostra, as quais foram imediatamente incubadas (PTC-100, 

MJ Research, Inc.) por 50 minutos à 42°C. Após nova desnaturação a 70°C por 15 

minutos, cada amostra foi acrescida de 1 µL da enzima Rnase H de E. coli 

(SuperScript® First-Strand, Invitrogen) e incubada (PTC-100, MJ Research, Inc.) à 

37°C por 20 minutos para destruir o RNA não transcrito. A reação de síntese do 
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cDNA totalizou um volume final de 23 µL de cada amostra, as quais foram 

armazenadas a - 20°C (F17 Stock Freezer, Prosdóscimo) até a amplificação por 

PCR. 

 

RT-PCR: Quantificação em Tempo Real 

 

Trata-se de uma técnica bastante sensível que utiliza um sistema de detecção 

contínua da cinética da reação de RT-PCR por fluorescência (figura 1). Entre as 

variações da técnica disponíveis, optamos pela utilização do corante fluorescente 

Sybr Green I. Assim sendo, foi adicionado à mistura para reação de RT-PCR o 

corante fluorescente Sybr Green I (Platinum SyberGreen qPCR Supermix UDG 100 

reações, Invitrogen) que se liga à fita dupla de DNA com um aumento de 800 a 

1000 vezes na fluorescência. Como o corante liga-se a qualquer fita dupla de DNA, 

foram realizadas curvas de desnaturação (melting-Tm), ou seja, curvas de 

fluorescência em função da temperatura. Com isso se consegue a especificidade do 

produto amplificado, uma vez que a curva de meelting (Tm) é fortemente 

dependente da composição dos nucleotídeos.  
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Figura 1: Representação das etapas da PCR em tempo real 
 

 

Curva de Padronização  

 

Para cada gene em estudo foi realizada uma curva de padronização (figura 

2), através da qual foram calculados os valores das amostras. A curva de 

padronização foi obtida através de reações de RT-PCR que foram feitas a partir de 

diluições seriadas de um pool de cDNA proveniente de tecidos normais (de 4 ng a 

0,008 ng). Todas as amostras foram diluídas na proporção de 1:10. 

O momento quando ocorre o aumento exponencial da fluorescência é definido 

como o CT, que é inversamente proporcional ao logaritmo da quantidade de cDNA 

(ng). Portanto, a curva de padronização é gerada analisando os valores de CT, num 
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intervalo de 95% de confiança, contra a intensidade da fluorescência do Sybr green 

I, correspondendo ao logaritmo das ng de cDNA. 

 

 

Figura 2: Representação da amplificação do gene 2m pela PCR em tempo real 
 

 

Curva de Normalização 

 

Para se evitar variação entre as amostras, uma vez que as mesmas foram 

obtidas de diferentes indivíduos, foi amplificado – simultaneamente ao gene de 

interesse – um gene normalizador. O gene normalizador, também chamado 

constitutivo, é um gene expresso em níveis constantes em diferentes tecidos de um 

organismo, em todos os estágios do desenvolvimento e sem sofrer alteração por 

tratamentos experimentais. Neste trabalho, foi utilizado como gene constitutivo a 2–

microglobulina (2m). A 2m foi amplificada da mesma forma que os genes de 

interesse (curva padrão entre 4 ng e 0,008 de cDNA)(figura 3). Com o intuito de 
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minimizar as variações de pipetagem, foi amplificado o gene normalizador em cada 

reação de amplificação do gene de interesse. 

 

Figura 3: Representação da curva de meelting do gene 2m pela PCR em tempo real. O pico 
em 79ºC é específico para o gene. 
 

As reações de RT-PCR em tempo real foram realizadas no DNA Engine 

Opticon 2 Real-Time PCR System (Bio-Rad)(figura 4). O volume final das RT-PCR 

em tempo real foi de 25 µL por reação, contendo 2 µL de cDNA diluídos 10X, 

0,1 µM de primer sense e antisense, 12,5 µL de PlatinunSybrGreen qPCR SuperMix-

UDG (Invitrogen) e água ultrapura q.s.p.  

 
 

Figura 4: Aparelho empregado para execução da PCR em tempo real 
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As condições das reações foram: 94 ° (2minutos), 94° (50 segundos), X° (45 

segundos), 72° (45 segundos), 45 ciclos com extensão final de 2 minutos à 72° e 

curva de meelting de 56° à 96° (0,5° a cada 10 segundos). Os primers usados e as 

suas temperaturas de anelamento (X°C) encontram-se abaixo (quadro 2). 
 

Gene Primer Sense Primer Antisense  X°C 

2m (167pb) CTATCCAGCGTACTCCAAAG ACAAGTCTGAATGCTCCACT 57 

TACSTD2 TGACCTCCAAGTGTCTGCTG GTCGTAGAGGCCATCGTTGT 57 

Ku70 CCACAGGAAGAAGAGTTGGA CTGCTCTGGAGTTGCCATGA 57 

KRAS mutante CTCACTGCAACCTCCATCTC GCATCTGGTAGGCACTCAAT 57 

SERIN1 TGATGGATCACTGGAGGATG AGCATGAAGTGAAAGAAGGA 54 
Quadro 2: Sequência de pares de base dos primers sense e antisense dos genes 
 
 

5.5 Estatística 

 

 Os dados referentes aos pacientes pesquisados foram organizados sob a 

forma de um banco de dados no programa Microsoft Excel (Microsoft), sendo 

posteriormente exportados para análise estatística no SPSS versão 15.0. 

 

Análise Descritiva 

 

As variáveis categóricas foram descritas através de frequências absoluta e 

relativa. As variáveis quantitativas com distribuição simétrica foram descritas através 

da média e do desvio padrão. As variáveis quantitativas com distribuição assimétrica 

foram descritas através da mediana e intervalo interquartil.  
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Testes Estatísticos 

 

Para comparação de variáveis assimétricas quantitativas de amostras 

pareadas, foi utilizado o teste de Wilcoxon. Para comparação de variáveis 

assimétricas quantitativas e categóricas, foi empregado o teste de Mann-Whitney. 

Para comparação de variáveis assimétricas quantitativas e categóricas com três ou 

mais grupos, foi usado o teste de Kruskal-Wallis. Para identificar diferença entre 

grupos na comparação de uma variável assimétrica quantitativa e uma variável 

categórica com mais de dois grupos, foi aplicado o teste post hoc de Tukey. Para 

comparação de variáveis quantitativas assimétricas, foi utilizado o coeficiente de 

correlação de Spearman. Uma diferença foi considerada estatisticamente 

significativa quando o valor de p foi igual ou inferior a 0,05. 

 

5.6 Ética 

 

Este estudo utilizou amostras teciduais coletadas de pacientes submetidos ao 

tratamento cirúrgico de CCR no HSL–PUCRS. Estas amostras encontravam-se 

armazenadas no Banco de Tumores do IPB-HSL–PUCRS. Todos os pacientes cujas 

amostras compõem este Banco de Tumores consentiram com a coleta e o 

armazenamento das mesmas, conforme documento anexo I (Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido) aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do 

HSL-PUCRS.  

Antes de sua execução, este estudo foi submetido e aprovado pelo Comitê de 

Ética e Pesquisa e Grupo de Pesquisa e Pós-Graduação do Hospital de Clínicas de 

Porto Alegre (projeto nº 07-626). 
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 Esta pesquisa obedeceu à recomendação das Diretrizes e Normas 

Regulamentadoras de Pesquisas Envolvendo Seres Humanos (Resolução 196/96 do 

Conselho Nacional de Saúde) nos itens III.3.g, III.3.t, IV.1.a, IV.1.b, IV.2.b, IV.2.c E 

IV.2.d, das Diretrizes para Análise Ética e Tramitação dos Projetos de Pesquisa da 

Área Temática Especial de Genética Humana (Resolução 340 do Conselho nacional 

de Saúde) nos itens III.6, III.7, III.11, III.12 e III.15, da International Ethical Guidelines 

for Biomedical Research Involving Human Subjects (Council for International 

Organizations of Medical Sciences 2002) nos itens 4, 8 e 18, e dos Projetos com Uso 

ou Armazenamento de Materiais Biológicos (Resolução 347/05 do Conselho 

Nacional de Saúde) nos itens 1, 2 e 6. 
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ABSTRACT 

 

INTRODUCTION: Knowledge of the molecular pathways and of the specific 
alterations responsible for the unfavorable progression of patients with CCR appears 
essential for the development of more effective therapies. PURPOSE: To compare 
the quantitative expression of the genes TACSTD2, mutant KRAS, Ku70 and 
SERIN1 in samples of normal and tumoral tissues of patients with CCR and to relate 
their expression to clinicopathologic characteristics. METHODS: 37 patients with CCR 
were studied. The patients had been operated on between July 2005 and July 2009, and 
their frozen samples of tumoral and normal tissues had been stored in a tissue bank. The 
expression of the genes TACSTD2, mutant KRAS, Ku70 and SERIN1 was quantified 
through the technique of real time polymerase chain reaction. RESULTS: The mutant 
KRAS expression was higher in the tumoral tissue than in the normal tissue (p = 
0,024). Although not significant, the tumoral expression of the genes Ku70, 
TACSTD2 and SERIN1 was respectively lower, equal to, and higher than in the 
normal tissue. Statistically significant association was also observed between age 
and mutant KRAS expression in normal tissue and between poorly-differentiated 
tumors and Ku70 expression in normal tissue. No other statistically significant 
associations were observed. CONCLUSIONS: Tumoral tissues express mutant 
KRAS at higher levels than normal tissues in the casuistic of 37 patients with CCR 
studied through the technique of PCR real time. 

KEYWORDS: Colorectal Neoplasms/epidemiology; Gene Expression; Neoplasm 
Staging; Prognosis; Polymerase Chain Reaction; Intestine, Large/pathology; Genes, 
Neoplasm; Molecular Biology; RNA; DNA; Tumor Markers, Biological; Cross-
Sectional Studies  
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INTRODUCTION 

 

Every year, more than one million people worldwide develop colorectal cancer 

(CCR)(1). Seventy five per cent of CCRs are sporadic, without links to family history, 

genetic syndrome or inflammatory bowel disease(2,3). There are limitations to the 

current diagnostic procedures available, to stage the extent of the primary tumor, as 

well as to detect lymph node and liver metastasis(4). Historically the staging systems 

of CCR were based exclusively on morphological criteria, whether through image or 

pothology(5). However, 20 to 40 per cent of patients with negative lymph node will die 

of CCR recurrence(6). 

The carcinogenesis is a process composed of multiple steps and requires the 

accumulation of genetic alterations, inherited or acquired(7). Two major pathways of 

colorectal carcinogenesis were identified: chromosomal instability and genetic 

mutation(8). With the recent progress in molecular biology, the research of prognostic 

factors extended to proteins and genes involved in carcinogenesis(9). Molecular 

research has shown that the natural histories of CCRs are not identical(10). The 

knowledge of the molecular pathways and the specific alterations responsible for the 

unfavorable progression of patients with CCR appear essential for the development 

of more selective and effective therapies(11). As a result, the necessity has arisen to 

identify the markers of the biological behavior with increased accuracy to predict the 

prognosis and to select candidates for specific therapies(10). 

The tissue banks constitute a rich source of biological material for cancer 

research, primarily for the study of carcinogenesis and tumoral prognosis(12). The 

polimerase chain reaction (PCR) is a molecular biology technique that enables the in 

vitro synthesis of DNA fragments. Real time PCR allowed the real time quantification 
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of the expression of the specific gene of interest(13). In recent years, many genes 

related to the prognosis of patients with CCR have been studied. Among them, four 

genes stand out: TACSTD2 (gene involved in cell signal transduction)(14), KRAS 

(gene involved in the control of cell growth and proliferation)(11,15), Ku70 (gene that 

repairs broken DNA)(16,17) and SERIN1 (not yet studied)(18). The aims of this study are 

to compare the quantitative expression of these genes in samples of normal and 

tumoral tissues of patients with CCR and to relate their expression to 

clinicopathologic characteristics. 

 

PATIENTS AND METHODS 

 

This is a cross-sectional study which enrolled patients with CCR who had 

been operated on by the Division of Colorectal Surgery of Hospital São Lucas of 

Pontificia Catholic University of Rio Grande do Sul (HSL-PUCRS) between July 2005 

and July 2009 and whose tissue samples (tumoral and normal) had been stored in 

the Tissue Bank of the Institute of Biomedical Research (IPB) at the same institution. 

All patients enrolled signed a informed consent form for the collection, storage and 

studying of their samples. The following patients were excluded: patients with history 

of Familial Adenomatous Polyposis (FAP), Hereditary Nonpolyposis CCR HNCCR), 

inflammatory bowel disease, synchronic or previous CCRs, and any other synchronic 

or previous malignant neoplasia, rectal cancer submitted to neoadjuvant 

radiochemotherapy, patients with incomplete data and/or with no expression of the 

normalizer gene (2-microglubulin) following the PCR. The sample for the study was 

composed of 37 patients. 
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Collection and Storage of Samples 

 

During the surgery, immediately after the resection of the surgical specimen, 

samples of 1 cm2 were collected from the center of the tumor and the proximal 

surgical margin. The tubes containing the samples were conserved in liquid nitrogen, 

at - 321°F in the Tissue Bank of IPB-HSL-PUCRS and subsequently transported to 

the Laboratory of Endocrine and Tumoral Molecular Biology (LaBiMET), UFRGS. 

 

Histopathology Examination 

 

The histopathology examination of the surgical specimen, as well as the 

confirmed presence or absence of tumoral tissue in the tumoral and normal samples 

were carried out through microscopy with hematoxylin and eosin (HE) staining by a 

pathologist of HSL-PUCRS. 

 

RNA Extraction and cDNA Synthesis 

 

The RNA extraction were carried out with Trizol (Trizol Reagent 100 mL, 

Invitrogen), according to the manufacturer’s protocol, from a sample of 100 mg of 

frozen tissue. The quantity and quality of RNA were determined through 

espectrophotometry (Gene Quant, Pharmacia Biotech), from duplicate aliquots of 1 

L of solution. The synthesis of complementary DNA (cDNA) was carried out from 2 

g of the total RNA through PCR with reverse transcription (RT) with SuperScript 

First-Strand Synthesis System (Invitrogen). 
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Quantitative Real Time PCR 

 

The real time RT-PCR reactions were performed with the DNA Engine Opticon 

2 Real-Time PCR System (Bio-Rad). The final volume per reaction was 25 µL, 

containing 2 µL of cDNA diluted 10 times, 0,1 µM of primer sense and antisense, 

12,5 µL of PlatinunSybrGreen qPCR Supermix-UDG and ultrapure water q.s.p.. 

The conditions of the reactions were: 201°F (2 minutes), 201°C (50 seconds), X°F 

(45 seconds), 162°F (45 seconds), followed by 45 cycles with a final extension of 2 

minutes at 162°F and melting curve of 133°F to 205°F (increasing by 33°F each 10 

seconds). The primers used were TACSTD2 (sense: TGACCTCCAAGTGTCTGCTG / 

antisense: GTCGTAGAGGCCATCGTTGT), Ku70 (sense: CCACAGGAAGAAGAGTTGGA / 

antisense: CTGCTCTGGAGTTGCCATGA), mutant KRAS (sense: 

CTCACTGCAACCTCCATCTC / antisense: GCATCTGGTAGGCACTCAAT), SERIN1 (sense: 

TGATGGATCACTGGAGGATG / antisense: AGCATGAAGTGAAAGAAGGA). The normalizer 

gene chosen was 2-microglubulin. The annealing temperature was 135°F for all 

genes, except SERIN1 (129°F). 

 

Statistical Analysis 

 

The SPSS program, version 15,0, was used. .The Wilcoxon test was used 

for the comparison of quantitative asymmetric data of paired samples. The Mann-

Whitney test was used for quantitative and categorical asymmetric data. The Kruskal-

Wallis test was used to compare quantitative asymmetric data with categorical data 

containing three or more groups. Pearson’s correlation coefficient was used to 
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compare quantitative asymmetric data. Statistical significance was considered as p-

value less than 0,05.  

 

RESULTS 

 

Epidemiological Characteristics 

 

The mean age of the sample studied was 65,5 years (SD = 12,1). Twenty one 

patients (56,8%) were male. Thirty four patients (91,9%) were caucasian, one (2,7%) 

was African-American and two (5,4%) were Asian. 

 

Clinical Characteristics 

 

The preoperative measurement median of the carcinoembryonic antigen 

(CEA) was 2,5ng/mL (Q1 = 1,0 ng/mL; Q3 = 5,4 ng/mL). The clinical staging of the 

abdomen showed an absence of liver metastasis in 30 patients  (81%), presence of 

liver metastasis in six patients (16,2%), adenomegaly in two patients (5,4%) and was 

inconclusive concerning the presence of liver metastasis in one patient (2,7%). The 

clinical staging (CS) of the chest revealed an absence of lung metastasis in 29 

patients (82,8%), presence of lung metastasis in one patient (2,7%) and was 

inconclusive in five patients (14,2%).  

 

Table 1: Relation between TACSTD2 and mutant KRAS expression and clinical 

pathological characteristics  
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In relation to the M stage, 27 patients (75%) were M0 and nine (25%) were 

M1. Nine patients were classified as CS I, 11 patients (30,6%) as CS II, seven 

patients (19,4%) as CS III and nine patients (25%) as CS IV (table 1 and 2). 

 

Histopathological Characteristics 

 

Twelve patients (32,4%) had a tumor in the right colon, 18 patients (48,6%) in 

the left colon and seven patients (18,9%) in the rectum. All surgeries were classified 

as R0 (no residual tumor) (table 1 and 2).  

Regarding the histologic grade, two tumors (5,6%) were grade 3 (poorly-

diferentiated), 33 tumors (91,7%) grade 2 (moderately -differentiated) and two tumors 

grade 1 (well-differentiated). Mucus production and vascular invasion were observed 

in five (13,5%) and seven (18,9%) cases respectively (table 1 and 2).  

In relation to Stage T, seven tumors were classified as (18,9%) T1, two tumors 

(5,4%) as T2, 27 tumors (73%) as T3 and one tumor (2,7%) as T4. The median of 

lymph nodes dissected from the surgical specimen was 12 (Q1 = 9 / Q3 = 20). With 

regards to stage N, 20 patients (54,1%) were N0, 13 (35,1%) were N1, and four 

patients (10,8%) were N2 (table 1 and 2). Two patients (5,4%) had tumor implants in 

the fat tissue adjacent to the tumor.  

 

Table 2: Relation between Ku70 and SERIN1 expression and clinical pathological 

characteristics 
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Molecular Characteristics 

 

The quantification of the gene expression showed that all the genes in 

question had an asymmetric distribution of values (table 3). 

 

Table 3: Quantification of the gene expression in the normal and the tumoral tissues 

 

Among the genes in question, the only one which showed a statistically 

significant difference of expression was mutant KRAS (p = 0,024), with a higher level 

expression in the tumoral tissue. The quantification of the gene TACSTD2 was equal 

in both issues (p = 1,000). The genes Ku70 and SERIN1 showed levels of expression 

which were lower and higher respectively in the tumoral tissue, but without a 

statistically significant difference (Ku70: p = 0,970; SERIN1: p = 0,603). 

A moderate grade of correlation (rs = 0,585; p = 0,001) was observed between 

age and the level of expression of mutant KRAS in the normal tissue. Although not 

significant (p = 0,105), there was also a moderate relation (rs = 0,452) between age 

and level of expression of TACSTD2 in normal tissue. The expression of Ku70 in 

normal tissue was lower in tumors poorly differentiated (p = 0,030). There was no 

association of any of the four genes with regards to gender, race, CEA, lymph node 

metastasis, liver metastasis, lung metastasis, vascular invasion, mucus production, 

stage TNM and clinical staging of AJCC. 

 

DISCUSSION 

 

A very common disease worldwide, CCR typically has a higher incidence 

between the ages of 62 and 69 years, which is evident from our casuistics. The 
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discrete predominance among men (53% of our cases)(19,20), attributed to the pattern 

of dietary behavior of men, was also observed in our study (56,8%).  

The preoperative abdominal staging was carried out through computerized 

tomography (CT) in 19 patients (54,2%), ultrasonography (US) in five patients 

(14,2%) and of both CT and US in 11 patients (31,4%). The preoperative chest 

staging was carried out through radiography (x-ray) in 22 patients (62,8%), CT in 

seven patients (20%) and both x-ray and CT in six patients (17,1%). The diagnostic 

procedures applied in staging are according to current recommendations(21), ensuring 

the reliability of data for comparisons in the context of gene expression. The 

percentage of patients with liver metastasis (16,4%), with lung metastasis (3,5%), 

and stage M1 (25%) are similar to the rates observed in the literature. The application 

of the staging system of AJCC classified 20 patients (54,5%) as being in the early 

stages (CS I or II), similar to the 54% – 61% reported by other authors(19,22). 

Our casuistics, due to the exclusion of patients with rectal cancer submitted to 

neoadjuvant radiochemotherapy, reported few rectal tumors (18,9%), in contrast to 

the 30% indicated in other publications(23). The tumor grade, vascular invasion, depth 

of tumor invasion, stage T, lymph node metastasis, stage N also reiterated the 

observations made by other authors. The lymph node harvests obtained from the 

patients studied (median of 12 lymph nodes) align to the current recommendations(24) 

and allow the study of the lymph node metastasis in the context of gene expression. 

It is believed that the variation of the expression rate observed in various 

publications may be caused by the different forms of storing the samples, the various 

techniques adopted, the tumoral heterogenicity, the diversity of the patients in the 

study(25). Our study attempts to obtain reliable data through the definition of rigid 

criteria of patient exclusion(25,26), the rigorous execution of protocols adopted(27,28) and 
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the observation of many criteria concerning quality control: the collection of samples 

representative of tumor tissue(26), the collection of the samples within 10 minutes of 

the resection, the confirmation of the presence or absence of tumoral tissue through 

microscopy with HE staining(28), the utilization of a RNA stabilization solution, the 

storage of the samples at - 321°F(29), the duplicated quantification of RNA(30), the 

confirmation of the normalizer gene expression(31) and the setting of the standard 

curve(32,33). We believe that due to the small number of patients included in this study, 

the gene expression showed an asymmetric value distribution, which made it difficult 

to calculate the magnitude of association of the gene expression between different 

tissues, as well as to compare this data with clinical pathological characteristics.  

Many techniques exist for the evaluation of KRAS mutation(34). Although 

considered the most accurate method, PCR does not reveal a strong correlation 

between the mutation of the KRAS gene and the protein conformation and the level 

of protein expression, more studies are necessary to standardize the technique and 

establish consistent results(35). Minamoto, through the technique of non-quantitative 

PCR, showed that mutation of the KRAS is more common in tumoral tissue (55%) 

than normal tissue (25%)(34). The methods currently available do not simultaneously 

detect the most frequent mutations of the KRAS gene (mutation of codons 12, 13 and 

61)(29). Our study compared, among the group of patients with CCR, the quantitative 

expression of mutant KRAS in tumoral and normal tissues through real time PCR. 

We confirmed that the mutant KRAS expression in tumoral tissue is higher than in 

normal tissue and is statistically significant. According to literature, we did not 

observe association between mutant KRAS expression and clinical pathological 

characteristics usually considered prognostic factors(25,26,29,34,35). 
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The sole citation in literature of the SERIN1 gene derives from the publication 

of Eschrich, who, through a panel of 45 genes established using the technique of 

DNA microarray determined that the expression of SERIN1 is associated with 

unfavorable prognosis in patients with CCR(18). Until now, no data exists in relation to 

the percentage or the level of quantitative expression of SERIN1 in normal and 

tumoral tissues in patients with CCR. Although expressed at a higher level in tumoral 

tissue, our study could not identify a statistically significant difference between 

tissues. Nor did our study show an association between SERIN1 expression and 

clinical pathological characteristics. 

Studies using real time PCR technique and imunochemistry revealed a higher 

expression of TACSTD2 among patients with gastric and pancreatic cancer 

respectively(37,38). Ohmachi studied normal and tumoral tissues of patients with CCR 

through the techniques of DNA microarray and imunochemistry. Although the level of 

expression was higher in DNA microarray, no difference was observed in the 

imunochemistry expression of TACSTD2 between normal and tumoral tissues(14). 

According to the imunochemistry study of Ohmachi, our research could not show a 

difference in the level of expression of TACSTD2 between the tissues. With the 

exception of age, we could not observe, similar to other authors, association with any 

other clinical pathological characteristics. 

Imunochemistry studies, as well as westernblot, demonstrated a higher level 

of Ku70 expression in tumoral tissue than in normal tissues of patients with CCR. 

With the exception of pathological stage T revealed by Komuro, we could not notice 

an association between Ku70 expression and clinical pathological 

characteristics(16,17). Our research, in contrast to the findings in other literature, 

demonstrated, despite the absence of a statistical significance, a lower level of Ku70 
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expression in normal tissue. We believe, similar to Grabsch(39), that this difference 

may be compensatory to the altered expression of proteins in HR pathway 

(homologous recombination pathway), once the interrelation between these 

pathways had been recorded. With the exception of the histological grade, we did not 

observe, along with other authors, association with other clinical pathological 

characteristics. 

 

CONCLUSION 

 

We conclude that  the tumoral tissues express mutant KRAS at higher levels 

than normal tissues in the casuistic of 37 patients with CCR studied through the 

technique of PCR real time. We did not observe differences in the expression of 

TACSTD2, Ku70 and SERIN1 genes between normal and tumoral tissues. 
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Table 1: Relation between TACSTD2 and mutant KRAS expression and clinical 

pathological characteristics 

 N (%) TACSTD2 

Normal 

TACSTD2 

Tumoral 

Mutant KRAS 

Normal 

Mutant KRAS 

Tumoral 

Site (b) 
Right colon 

Left colon 

Rectum 

 
12 (32,4) 

18 (48,6) 

7 (18,9) 

 
6,83 (0,32-23,70) 

0,24 (0,75-2,72) 

9,52 (0,07-15,95) 

 
0,59 (0,16-5,51) 

1,68 (0,34-6,86) 

4,99 (4,21-5,77) 

 
0,47 (0,02-0,63) 

1,19 (0,03-0,94) 

0,09 (0,05-0,18) 

 
0,48 (0,22-1,92) 

0,22 (0,02-2,40) 

0,69 (0,02-8,17) 

Histologic grade (a) 
G1 ou G2 

G3 

(d) 
34 (94,5) 

2 (5,6) 

 
1,52 (0,09-7,86) 

9,52 (9,52-9,52) 

 
1,31 (0,25-6,59) 

0,59 (0,59-0,59) 

 
0,10 (0,03-0,46) 

0,09 (0,09-0,09) 

 
0,38 (0,02-1,82) 

10,0 (1,90-18,12) 

Vascular invasion (a) 
Absence 

Presence 

 
30 (81,1) 

7 (18,9) 

 
1,52 (0,07-9,19) 

1,88 (0,10-3,65) 

 
0,95 (0,41-5,77) 

0,04 (0,03-10,00) 

 
0,09 (0,03-0,46) 

0,19 (0,03-1,31) 

 
0,48 (0,04-1,95) 

0,42 (0,01-2,98) 

Stage T (b) 
     1 

     2 

     3 

(d) 
7 (18,9) 

2 (5,4) 

27 (73) 

 
0,08 (0,01-0,39) 

0,63 (0,63-0,63) 

5,24 (0,09-11,13) 

 
0,48 (0,24-1,11) 

1,26 (1,10-2,42) 

2,47 (0,31-10,92) 

 
0,11 (0,03-0,66) 

0,25 (0,02-0,48) 

0,10 (0,04-0,50) 

 
1,94 (0,09-2,84) 

0,20 (0,02-0,38) 

0,45 (0,05-2,17) 

Stage N (b) 
     0 

     1 

     2 

 
20 (54,1) 

13 (35,1) 

4 (10,8) 

 
0,23 (0,04-2,18) 

2,42 (0,08-12,07) 

9,52 (3,65-39,19) 

 
0,79 (0,43-3,60) 

4,21 (0,19-14,89) 

0,22 (0,22-0,22) 

 
0,11 (0,03-0,66) 

0,06 (0,01-0,31) 

0,09 (0,04-0,27) 

 
0,45 (0,09-1,96) 

1,32 (0,03-2,44) 

0,01 (0,01-18,13) 

Stage M (a) 
     0 

     1 

(d) 
27 (75) 

9 (25) 

 

0,51 (0,07-7,17) 

6,58 (0,96-31,78) 

 

2,05 (0,49-6,59) 

0,34 (0,13-8,46) 

 

0,10 (0,03-0,63) 

0,16 (0,07-0,36) 

 

0,43 (0,04-1,95) 

1,68 (0,01-2,98) 

CS of the AJCC (b) 
     I 

     II 

     III  
     IV 

(d) 
9 (25) 

11 (30,6) 

7 (19,4) 
9 (25) 

 
0,23 (0,02-0,57) 

3,44 (0,06-6,83) 

5,31 (0,68-14,00) 
6,58 (0,96-31,78) 

 
0,48 (0,10-1,68) 

3,99 (0,79-8,47) 

9,62 (4,60-24,94) 
0,34 (0,13-8,46) 

 
0,11 (0,02-0,57) 

0,36 (0,08-6,45) 

0,05 (0,01-0,26) 
0,16 (0,07-0,36) 

 
1,16 (0,06-2,40) 

0,42 (0,09-0,61) 

0,05 (0,01-3,08) 
1,68 (0,01-2,98) 

 

Gene expression presented through median and inter-quartile range (IQR1; IQR3) 
(a) Mann-Whitney test  (b) Kruskal-Wallis test (c) p < 0,05 (d) One patient excluded 
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Table 2: Relation between Ku70 and SERIN1 expression and clinical 

pathological characteristics 

 n (%) Ku70 

Normal 

Ku70 

Tumoral 

SERIN1 

Normal 

SERIN1 

Tumoral 
Site (b) 
Right colon 
Left colon 
Rectum 

 
12 (32,4) 
18 (48,6) 
7 (18,9) 

 
0,75(0,49-2,53) 
1,21 (0,51-2,65) 
1,78 (0,40-2,87) 

 
1,70 (1,06-2,78) 
1,12 (0,74-1,25) 
0,79 (0,31-1,55) 

 
5,87 (0,55-13,40) 
2,28 (0,43-7,12) 
0,46 (0,12-2,20) 

 
1,88 (0,66-3,40) 
2,12 (0,37-9,60) 
1,00 (0,47-3,83) 

Histologic grade (a) 
G1 or G2 
G3 

(d) 
34 (94,5) 

2 (5,6) 

 
1,24 (0,52-2,87) 
0,23 (0,13-0,33) 

* 

 
1,13 (0,71-1,59) 
2,76 (1,19-4,33) 

 
2,51 (0,46-9,32) 
0,27 (0,08-0,45) 

 
1,45 (0,49-5,87) 
1,17 (0,46-1,88) 

Vascular invasion 
(a) 
Absence 
Presence 

 
30 (81,1) 
7 (18,9) 

 
1,50 (0,57-2,89) 
0,45 (0,15-1,21) 

 
1,18 (0,82-1,75) 
0,72 (0,22-2,99) 

 
0,73 (0,39-6,64) 
6,91 (2,63-11,10) 

 
1,37 (0,51-3,92) 
4,90 (0,26-8,27) 

Stage T (b) 
1 
2 
3 

(d) 
7 (18,9) 

2 (5,4) 
27 (73) 

 
1,16 (0,70-1,51) 
1,29 (0,48-2,09) 
1,21 (0,44-2,88) 

 
1,17 (0,93-1,51) 
1,71 (1,21-2,21) 
1,11 (0,72-1,85) 

 
0,53 (0,36-1,78) 
2,75 (0,47-5,03) 
3,39 (0,48-12,28) 

 

 
1,93 (1,09-4,23) 
15,38 (0,73-30,0) 
1,45 (0,47-5,26) 

Stage N (b) 
0 
1 
2 

 
20 (54,1) 
13 (35,1) 
4 (10,8) 

 
1,24 (0,65-3,12) 
0,77 (0,38-2,67) 
0,77 (0,20-2,46) 

 
1,18 (0,91-2,12) 
0,86 (0,34-1,53) 
1,36 (0,66-2,62) 

 
1,01 (0,42-7,60) 
1,27 (0,45-8,92) 
5,22 (0,89-12,55) 

 
2,03 (0,54-5,46) 
1,45 (0,58-6,71) 
0,46 (0,32-3,94) 

Stage M (a) 
0 
1 

(d) 
27 (75) 
9 (25) 

 
1,23 (0,56-2,88) 
1,21 (0,24-2,67) 

 
1,18 (0,77-1,94) 
0,92 (0,59-2,26) 

 
1,00 (0,40-8,35) 
3,46 (0,57-10,74) 

 
1,69 (0,56-4,96) 
1,88 (0,46-6,71) 

CS of the AJCC (b) 
I 
II 
III  
IV 

(d) 
9 (25) 

11 (30,6) 
7 (19,4) 

9 (25) 

 
1,16 (0,59-1,80) 
1,37 (0,63-7,31) 
0,77 (0,40-2,87) 
1,21 (0,24-2,67) 

 
1,20 (1,17-1,98) 
1,15 (0,75-2,31) 
0,98 (0,15-1,89) 
0,92 (0,59-2,26) 

 
0,53 (0,44-2,42) 
4,46 (0,33-18,57) 
1,00 (0,30-9,91) 
3,46 (0,57-10,74) 

 
1,93 (0,91-7,04) 
2,13 (0,37-5,87) 
1,37 (0,56-6,74) 
1,88 (0,46-6,71) 

 

Gene expression presented through median and inter-quartile range (IQR1; IQR3) 
(a) Mann-Whitney test  (b) Kruskal-Wallis test (c) p < 0,05 (d) One patient excluded 
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Table 3: Quantification of the gene expression in the normal and the tumoral 

tissues 

Gene Normal Tissue Tumoral Tissue p(a) 

TACSTD2 1,52 (0,08 – 8,53) 0,79 (0,31 – 6,04) 1,000 

Mutant KRAS  0,10 (0,03 – 0,48) 0,45 (0,03 – 1,96) 0,024 

Ku70 1,21 (0,48 – 2,77) 1,17 (0,74 - 1,80) 0,970 

SERIN1 1,27 (0,39 – 7,12) 1,37 (0,47 – 4,96) 0,603 

Gene expression presented through median and inter-quartile range (IQR1; IQR3) 
(a) Wilcoxon test 
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RESUMO 
 
 
INTRODUÇÃO: O estudo das vias moleculares e das alterações específicas 
responsáveis pela progressão desfavorável de pacientes com CCR parece essencial 
para o desenvolvimento de terapias mais efetivas. OBJETIVO: Comparar a 
expressão quantitativa dos genes TACSTD2, Ku70, KRAS mutante e SERIN1 em 
amostras de tecidos normal e tumoral de pacientes com CCR e relacionar sua 
expressão com variáveis clínico-patológicas. MÉTODOS: Foram estudados 37 
pacientes com CCR submetidos à ressecção cirúrgica entre julho de 2005 e julho de 
2009 e cujas amostras congeladas de tecidos tumoral e normal foram armazenadas 
em um banco de tecidos. Através da RT-PCR foi sintetizado o cDNA a partir do RNA 
extraído das amostras teciduais. A expressão dos genes TACSTD2, KRAS mutante, 
Ku70 e SERIN1 foi quantificada pela técnica de PCR em tempo real. 
RESULTADOS: A expressão do KRAS mutante foi maior no tecido tumoral do que 
no normal (p = 0,024). A expressão tumoral dos genes Ku70, TACSTD2 e SERIN1 
foi respectivamente menor, igual e maior que o tecido normal, porém sem 
significância estatística. Associação estatisticamente significativa também foi 
observada entre idade e expressão de KRAS mutante no tecido normal e tumores 
pouco diferenciados e expressão de Ku70 no tecido normal. Não foram observadas 
outras associações estatisticamente significativas. CONCLUSÕES: A expressão do 
KRAS mutante no tecido tumoral é maior do que no tecido normal (p = 0,024) na 
casuística de 37 pacientes com CCR estudados através da técnica de PCR em 
tempo real. 
PALAVRAS CHAVE: Neoplasias colorretais/epidemiologia; Expressão gênica; 
Estadiamento de  neoplasias; Prognóstico; Reação  em cadeia da polimerase; 
Intestino grosso/patologia; Genes neoplásicos; Biologia molecular; RNA; DNA; 
Marcadores biológicos de tumor; Estudos transversais.   
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INTRODUÇÃO 

 

 Anualmente mais de um milhão de indivíduos desenvolvem câncer colorretal 

(CCR) em todo o mundo(1). Setenta e cinco por cento dos CCRs são esporádicos, 

sem associação com história familiar, síndrome genética ou doença inflamatória 

intestinal(2,3). Os exames de imagem atualmente disponíveis apresentam limitações 

para o estadiamento da extensão do tumor primário, bem como para a detecção de 

metástases linfonodal e hepática(4). Historicamente, os sistemas de estadiamento do 

CCR baseiam-se exclusivamente em critérios morfológicos, sejam de imagem ou 

anatomopatológico(5). Mesmo assim, 20 a 40% dos pacientes com estadiamento 

patológico linfonodal negativo morrem de CCR recorrente(6). 

A carcinogênese é um processo composto por múltiplas etapas e requer o 

acúmulo de alterações genéticas adquiridas ou herdadas(7). Duas vias principais da 

carcinogênese colorretal foram identificadas: instabilidade cromossômica e mutação 

genética(8). Com os recentes progressos da biologia molecular, a pesquisa de fatores 

prognósticos se estendeu para as proteínas e os genes envolvidos na 

carcinogênese(9). Estudos moleculares demonstraram que a história natural dos 

CCRs não é idêntica(10). O estudo das vias moleculares e das alterações específicas 

responsáveis pela progressão desfavorável de pacientes com CCR parece essencial 

para o desenvolvimento de terapias mais seletivas e efetivas(11).  Neste cenário, 

impõe-se a necessidade de identificação de marcadores de comportamento 

biológico com maior acurácia para predição do prognóstico e para seleção de 

candidatos a terapias específicas(10).  

Os bancos de tecidos constituem rica fonte de material biológico para 

pesquisa em cancerologia, principalmente para estudos em carcinogênese e 
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prognóstico tumoral(12). A reação em cadeia de polimerase (PCR) é uma técnica de 

biologia molecular que tornou possível a síntese in vitro de fragmentos de DNA. A 

PCR real time permite a quantificação em tempo real da expressão de determinado 

gene em estudo(13). Nos últimos anos, diversos genes relacionados ao prognóstico 

de pacientes com CCR têm sido estudados. Entre eles, destacam-se o TACSTD2 

(gene que participa da transdução do sinal celular)(14), o KRAS (gene envolvido no 

controle do crescimento e proliferação celulares)(11,15), o Ku70 (gene de reparo do 

DNA)(16,17) e o SERIN1 (ainda pouco estudado)(18). Os objetivos deste estudo são 

comparar a expressão quantitativa destes genes em amostras de tecidos normal e 

tumoral de pacientes com CCR e relacionar sua expressão com variáveis clínico-

patológicas. 

 

PACIENTES E MÉTODOS 

 

 Trata-se de um estudo transversal no qual foram incluídos pacientes com 

CCR submetidos à ressecção cirúrgica no Serviço de Coloproctologia do Hospital 

São Lucas da Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande do Sul (HSL-PUCRS) 

entre abril de 2005 e julho de 2009 e cujas amostras teciduais (tecidos tumoral e 

normal) foram armazenadas no Banco de Tecidos do Instituto de Pesquisas 

Biomédicas (IPB) desta instituição. Todos os pacientes assinaram termo de 

consentimento livre e informado para coleta, armazenamento e estudo de suas 

amostras. Foram excluídos pacientes com história de polipose adenomatosa familiar, 

de CCR hereditário não-polipóide, de doença inflamatória intestinal, de CCR 

sincrônico ou prévio, de qualquer neoplasia maligna sincrônica ou prévia, com 

câncer de reto submetido a radioquimioterapia neoadjuvante, com dados 
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incompletos e/ou com ausência de expressão do gene normalizador (beta 2 

microglobulina) à PCR. A amostra do estudo foi composta por 37 pacientes. 

 

Coleta e Armazenamento das Amostras  

 

Durante a cirurgia, imediatamente após a ressecção do espécime, eram 

coletados amostras de 1 cm2 do centro do tumor e da margem cirúrgica proximal. Os 

tubos com as amostras eram conservados em nitrogênio líquido, a – 196°C, no 

Banco de Tecidos do IPB–HSL–PUCRS e, posteriormente, transportados ao 

Laboratório de Biologia Molecular Endócrina e Tumoral (LaBiMET) da UFRGS.   

 

Exame Anatomopatológico 

  

O estudo anatomopatológico dos espécimes cirúrgicos, bem a como a 

confirmação da presença ou ausência de tecido tumoral nas amostras de tecido 

tumoral e normal foram realizados através de microscopia pela técnica de 

hematoxilina-eosina (HE) por um médico patologista do HSL – PUCRS. 

 

Extração do RNA e Síntese do cDNA 

 

A extração do RNA foi realizada com Trizol (Trizol Reagent 100 mL, 

Invitrogen), conforme protocolo do fabricante, a partir de amostra de 100 mg de 

tecido congelado. A quantidade e a qualidade do RNA foram determinadas através 

de espectofotometria (Gene Quant, Pharmacia Biotech) de duplicatas de alíquota 

de 1 L da solução. A síntese do DNA complementar (cDNA) foi realizada a partir de 
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2 g do RNA total por meio de PCR a partir de transcrição reversa (RT) com 

SuperScript First-Strand Synthesis System (Invitrogen).  

 

PCR Quantitativo em Tempo Real 

  

As reações de RT-PCR em tempo real foram realizadas no aparelho DNA 

Engine Opticon 2 Real-Time PCR System (Bio-Rad). O volume final foi de 25 µL 

por reação, contendo 2 µL de cDNA diluídos 10X, 0,1 µM de primer sense e 

antisense, 12,5 µL de PlatinunSybrGreen qPCR SuperMix-UDG (Invitrogen) e água 

ultrapura q.s.p.. As condições das reações foram: 94°C (2 min), 94°C (50 seg), X°C 

(45 seg), 72°C (45 seg), 45 ciclos com extensão final de 2 min a 72°C e curva de 

meelting de 56°C à 96°C (0,5°C a cada 10 seg). Os primers usados foram TACSTD2 

(sense: TGACCTCCAAGTGTCTGCTG /antisense: GTCGTAGAGGCCATCGTTGT), Ku70 

(sense: CCACAGGAAGAAGAGTTGGA / antisense: CTGCTCTGGAGTTGCCATGA), KRAS 

mutante (sense: CTCACTGCAACCTCCATCTC / antisense: GCATCTGGTAGGCACTCAAT), 

SERIN1 (sense: TGATGGATCACTGGAGGATG / antisense: AGCATGAAGTGAAAGAAGGA). 

O gene normalizador adotado foi a 2-microglubulina (sense: 

CTATCCAGCGTACTCCAAAG / antisense: ACAAGTCTGAATGCTCCACT).  A temperatura de 

anelamento foi de 57° para todos genes, com exceção do SERIN1 (54°C). 

  

 

Análise Estatística 

 

Foi usado o programa SPSS, versão 15.0. Para comparação de dados 

assimétricos quantitativos de amostras pareadas, foi usado o teste de Wilcoxon. 
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Para variáveis assimétricas quantitativas e categóricas, o teste de Mann-Whitney. 

Para variáveis assimétricas quantitativas e categóricas com três ou mais grupos, o 

teste de Kruskal-Wallis. Para variáveis quantitativas assimétricas, o coeficiente de 

correlação de Spearman. Uma diferença foi considerada estatisticamente 

significativa quando o valor de p foi inferior a 0,05. 

 

RESULTADOS 

 

Características Epidemiológicas 

  

A idade média da amostra de estudo foi de 65,5 anos (DP = 12,1). Vinte e um 

pacientes (56,8%) eram homens. Trinta e quatro pacientes (91,9%) eram 

caucasianos, um (2,7%) era afro-descendente e dois (5,4%) eram orientais. 

 

Características Clínicas 

 

A mediana da dosagem pré-operatória do antígeno carcinoembriônico (CEA) 

foi de 2,5 ng/mL (Q1 = 1,0 ng/mL; Q3 = 5,4 ng/mL). O estadiamento clínico do 

abdome demonstrou ausência de metástase hepática em 30 pacientes (81,0%), 

presença de metástase hepática em seis (16,2%), linfadenomegalia em dois (5,4%) 

e foi inconclusivo quanto à metástase hepática em um (2,7%).  

 

Tabela 1: Relação da expressão do TACSTD2 e do KRAS mutante com as variáveis 

clínico-patológicas 
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O estadiamento clínico do tórax demonstrou ausência de metástase pulmonar 

em 29 pacientes (82,8%), presença de metástase em um (2,8%) e foi inconclusivo 

em cinco (14,2%). Em relação ao estadiamento M, 27 pacientes (75%) eram M0 e 

nove (25%) M1. Nove pacientes (25%) foram classificados como EC I, 11 (30,6%) 

como EC II, sete (19,4%) como EC III  e nove (25%) como EC IV. 

 

Características Anatomopatológicas 

 

Doze pacientes (32,4%) apresentavam tumor no cólon direito, 18 (48,6%) no 

cólon esquerdo e sete (18,9%) no reto. Todas as cirurgias apresentaram margens de 

ressecção microscopicamente negativas ao exame anatomopatológico.  

Quanto ao grau de diferenciação histológica, dois tumores (5,6%) eram pouco 

diferenciados, 33 (91,7%) eram moderadamente diferenciados e dois (2,8%) eram 

bem diferenciados. Produção de muco e invasão vascular foram observadas 

respectivamente em 5 (13,5%) e 7 (18,9%) casos.  

Em relação ao estadiamento T, foram observados sete (18,9%) tumores T1, 

dois (5,4%) T2, 27 (73%) T3 e um (2,7%) T4. A mediana de linfonodos dissecados 

dos espécimes cirúrgicos foi 12 (Q1 = 9 / Q3 = 20). Quanto ao estadiamento N, 20 

pacientes (54,1%) eram N0, 13 (35,1%) N1 e quatro (10,8%) N2. Dois pacientes 

(5,4%) tinham implantes tumorais no tecido adiposo adjacente ao tumor. 
 

 

 

 

Tabela 2: Relação da expressão do Ku70 e do SERIN1 com variáveis clínico-

patológicas 
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Características Moleculares 

  

A quantificação da expressão gênica demonstrou que todos os genes de 

interesse apresentaram distribuição assimétrica de valores (tabela 3) 

 

Tabela 3: Quantificação da expressão gênica nos tecidos normal e tumoral 

 

Dentre os genes de interesse, o único que apresentou diferença 

estatisticamente significativa de expressão foi o KRAS mutante (p = 0,024), com 

maior nível de expressão no tecido tumoral do que no tecido normal. A quantificação 

do gene TACSDT2 foi igual em ambos os tecidos (p = 1,000). Os genes Ku70 e 

SERIN1 apresentaram níveis de expressão respectivamente menor e maior no 

tecido tumoral, porém sem diferença estatisticamente significativa (Ku70: p = 0,970; 

SERIN1: p = 0,603) 

Foi observado moderado grau de correlação (rs = 0,585; p = 0,001) entre 

idade e nível de expressão do gene KRAS mutante no tecido normal. Embora não 

significativa (p = 0,105), também se identificou relação moderada (rs = 0,452) entre 

idade e nível de expressão do TACSDT2 no tecido normal. A expressão do gene 

Ku70 no tecido normal é menor em tumores pouco diferenciados (p = 0,030). Não foi 

observada associação de nenhum dos 4 genes com as variáveis sexo, raça, CEA, 

metástase linfonodal, metástase hepática, metástase pulmonar, invasão vascular, 

produção de muco, estadiamento TNM e estádio clínico (EC) da AJCC. 
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DISCUSSÃO 

 

Doença bastante frequente em todo o mundo, particularmente em nosso 

meio, o CCR caracteriza-se pelo pico de incidência entre os 62 e 69 anos de idade 

(19), dado consoante com nossa casuística. A discreta predominância no sexo 

masculino (53% dos casos)(19,20), atribuída ao padrão dietético-comportamental dos 

homens, também foi observada em nosso estudo (56,8%).  

O estadiamento abdominal pré-operatório foi realizado através de tomografia 

computadorizada (TC) em 19 pacientes (54,2%), ultrassonografia (US) em 5 (14,2%) 

e com associação dois exames em 11 (31,4%). O estadiamento torácico pré-

operatório foi realizado com radiografia (Rx) em 22 pacientes (62,8%), TC em sete 

(20%) e com a associação dos dois exames em 6 (17,1%). Os exames de imagem 

empregados no estadiamento sistêmico alinham-se às recomendações atuais(21), 

assegurando dados confiáveis para comparações no contexto da expressão dos 

genes de interesse. A porcentagem de pacientes com metástase hepática (16,4%), 

com metástase pulmonar (3,5%) e com estadiamento sistêmico M1 (25%) 

assemelha-se às taxas observadas na literatura. A aplicação do sistema de 

estadiamento da AJCC classificou 20 pacientes (54,5%) como estádio precoce (EC I 

ou II), semelhante aos 54 a 61% observado por outros autores(19,22). 

Nossa casuística, em razão da exclusão de pacientes com câncer de reto 

submetidos à radioquimioterapia neoadjuvante apresentou poucos tumores de reto 

(18,9%) em relação aos 30% descrito em outras publicações(23). As variáveis grau de 

diferenciação histológica, invasão vascular, profundidade de invasão tumoral, 

estadiamento T, metástase linfonodal e estadiamento N também reproduziram o 

observado por outros autores. A amostragem de linfonodos obtida dos pacientes 
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estudados (mediana de 12 linfonodos) atende às recomendações atuais (13) e nos 

permite o estudo da variável metástase linfonodal no contexto da expressão dos 

genes de interesse. 

Acredita-se que a variação da taxa de expressão do KRAS observada em 

diversos publicações decorra, possivelmente, das diferentes formas de 

armazenamento das amostras, da variedade de técnicas adotadas, da 

heterogeneidade tumoral e da diversidade de pacientes incluídos nas pesquisas(24). 

Em nosso estudo, buscamos a obtenção de dados confiáveis através da adoção de 

critérios rígidos de exclusão dos pacientes(25,26), da execução rigorosa dos 

protocolos adotados e da observação de inúmeros critérios de controle de qualidade: 

coleta de amostra tumoral representativa(26), coleta das amostras em período inferior 

a 10 minutos, confirmação da presença ou ausência de tecido tumoral das amostras 

por meio de microscopia com hematoxilina-eosina(28), utilização de solução 

estabilizadora de RNA, armazenamento das amostras em temperatura a – 196°C(29), 

quantificação do RNA em duplicata(30), confirmação da expressão do gene 

normalizador(31), estabelecimento de curvas de padronização(32) e de 

normalização(33). Acreditamos que por razão do pequeno número de pacientes 

incluídos no estudo a expressão dos genes de interesse apresentou distribuição 

assimétrica de valores, o que dificultou o cálculo da magnitude de associação da 

expressão gênica entre os diferentes tecidos, bem como a comparação desta com 

as variáveis clínico-patológicas estudadas. 

Muitas são as técnicas existentes para avaliação da mutação do KRAS(34). 

Embora considerado o método de melhor acurácia para tal, a identificação da 

mutação por PCR não apresenta boa correlação com a conformação das proteínas e 

o nível de expressão protéica, sendo necessários mais estudos para padronização 
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da técnica e estabelecimento de resultados reprodutíveis(35). Minamoto, através de 

técnica não quantitativa de PCR, demonstrou que a mutação do KRAS é mais 

frequente no tecido tumoral (55%) do que no tecido normal (25%)(34). Os métodos 

atualmente disponíveis não detectam, simultaneamente, as mutações mais 

frequentes do gene KRAS (mutação dos códons 12, 13 e 61)(29). Nosso estudo 

comparou, em pacientes com CCR, a quantificação da expressão gênica do KRAS 

mutante em tecidos normal e tumoral através da técnica de PCR em tempo real. 

Confirmamos que a expressão do KRAS mutante no tecido tumoral é maior e 

estatisticamente significativa que no tecido normal. Em consonância com a literatura, 

não observamos associação da expressão do KRAS mutante com variáveis clínico-

patológicas consideradas fatores prognóstico(25,26,29,34,35). 

 Na literatura, a única citação do gene SERIN1 deriva da publicação de 

Eschrich, que através de um painel de 45 genes estabelecido através da técnica de 

microarranjo de DNA, determinou que a expressão do SERIN1 associa-se com 

prognóstico desfavorável(18) em pacientes com CCR. Até o momento, inexistem 

dados relativos ao percentual ou ao nível quantitativo de expressão do SERIN1 em 

tecidos normal e tumoral de pacientes com CCR. Embora expresso em maior 

quantidade no tecido tumoral, nosso estudo não foi capaz de identificar diferença 

estatisticamente significativa entre os tecidos. Não observamos, também, 

associação de sua expressão com nenhuma variável clínico-patológica. 

 Estudos empregando técnica de PCR em tempo real e imunoistoquímica 

demonstraram expressão aumentada do TACSTD2 em pacientes respectivamente 

com adenocarcinoma gástrico e ductal de pâncreas(37,38). Ohmachi estudou tecidos 

normal e tumoral de pacientes com CCR através das técnicas de microarranjo de 

DNA e imunoistoquímica. Embora aumentada no tecido tumoral no microarranjo de 
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DNA, não foi observada diferença de expressão imunoistoquímica da TACSTD2 

entre os tecidos normal e tumoral (14). Em consonância ao estudo imunoistoquímico 

de Ohmachi, nosso investigação foi incapaz de identificar diferença no nível de 

expressão do TACSTD2 entre os tecidos. Com exceção da idade, não observamos, 

a exemplo de outros autores, associação com nenhuma outra variável clínico-

patológica. 

 Estudos de imunoistoquímica e westernblot demonstraram maior expressão 

do Ku70 no tecido tumoral em relação ao tecido normal de pacientes com CCR. Com 

exceção do estadiamento patológico T observado por Komuro, não foi observada 

associação da expressão do Ku70 com outras variáveis clínico-patológicas(16,17). 

Nosso estudo, ao contrário do observado na literatura, demonstrou, embora sem 

significância estatística, menor expressão do Ku70 no tecido normal. Acreditamos, a 

exemplo de Grabsch(39), que esta diferença possa ser compensatória à expressão 

alterada de proteínas da via HR (homologous recombination pathway), uma vez que 

a interrelação entre as duas vias já foi documentada. Com exceção do grau de 

diferenciação histológica, não observamos, a exemplo de outros autores, associação 

com outras variáveis. 

 

CONCLUSÃO 

 

Concluímos que na casuística de 37 pacientes com CCR estudados através 

da técnica de PCR em tempo real o tecido tumoral expressa o gene KRAS mutante 

em quantidade maior e estatisticamente significativa que o tecido normal. Não 

observamos diferença quanto à expressão dos genes TACSDT2, Ku70 e SERIN1 

nos tecidos normal e tumoral. 
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Tabela 1: Relação da expressão do TACSTD2 e do KRAS mutante com as 

variáveis clínico-patológicas 

Variável N (%) TACSTD2 

Normal 

TACSTD2 

Tumor 

KRAS Mutante 

Normal 

KRAS Mutante 

Tumor 

Local (b) 

Cólon direito 

Cólon esquerdo 
Reto 

 
12 (32,4) 

18 (48,6) 

7 (18,9) 

 
6,83 (0,32-23,70) 

0,24 (0,75-2,72) 

9,52 (0,07-15,95) 

 
0,59 (0,16-5,51) 

1,68 (0,34-6,86) 

4,99 (4,21-5,77) 

 
0,47 (0,02-0,63) 

1,19 (0,03-0,94) 

0,09 (0,05-0,18) 

 
0,48 (0,22-1,92) 

0,22 (0,02-2,40) 

0,69 (0,02-8,17) 

Grau histológico (a) 
G1 ou G2 

G3 

(d) 
34 (94,5) 

2 (5,6) 

 

1,52 (0,09-7,86) 
9,52 (9,52-9,52) 

 

1,31 (0,25-6,59) 
0,59 (0,59-0,59) 

 

0,10 (0,03-0,46) 
0,09 (0,09-0,09) 

 

0,38 (0,02-1,82) 
10,0 (1,90-18,12) 

Invasão vascular (a) 

Ausente 
Presente 

 

30 (81,1) 
7 (18,9) 

 
1,52 (0,07-9,19) 

1,88 (0,10-3,65) 

 
0,95 (0,41-5,77) 

0,04 (0,03-10,00) 

 
0,09 (0,03-0,46) 

0,19 (0,03-1,31) 

 
0,48 (0,04-1,95) 

0,42 (0,01-2,98) 

Estádio T (b) 

     1 

     2 

     3 

(d) 

7 (18,9) 

2 (5,4) 

27 (73) 

 

0,08 (0,01-0,39) 
0,63 (0,63-0,63) 

5,24 (0,09-11,13) 

 

0,48 (0,24-1,11) 
1,26 (1,10-2,42) 

2,47 (0,31-10,92) 

 

0,11 (0,03-0,66) 
0,25 (0,02-0,48) 

0,10 (0,04-0,50) 

 

1,94 (0,09-2,84) 
0,20 (0,02-0,38) 

0,45 (0,05-2,17) 

Estádio N (b) 
     0 

     1 

     2 

 
20 (54,1) 

13 (35,1) 
4 (10,8) 

 
0,23 (0,04-2,18) 

2,42 (0,08-12,07) 
9,52 (3,65-39,19) 

 
0,79 (0,43-3,60) 

4,21 (0,19-14,89) 
0,22 (0,22-0,22) 

 
0,11 (0,03-0,66) 

0,06 (0,01-0,31) 
0,09 (0,04-0,27) 

 
0,45 (0,09-1,96) 

1,32 (0,03-2,44) 
0,01 (0,01-18,13) 

Estádio M (a) 

     0 
     1 

(d) 

27 (75) 
9 (25) 

 

0,51 (0,07-7,17) 

6,58 (0,96-31,78) 

 

2,05 (0,49-6,59) 

0,34 (0,13-8,46) 

 

0,10 (0,03-0,63) 

0,16 (0,07-0,36) 

 

0,43 (0,04-1,95) 

1,68 (0,01-2,98) 

EC da AJCC (b) 

     I 
     II 
     III  
     IV 

(d) 
9 (25) 

11 (30,6) 

7 (19,4) 
9 (25) 

 

0,23 (0,02-0,57) 
3,44 (0,06-6,83) 

5,31 (0,68-14,00) 

6,58 (0,96-31,78) 

 

0,48 (0,10-1,68) 
3,99 (0,79-8,47) 

9,62 (4,60-24,94) 

0,34 (0,13-8,46) 

 

0,11 (0,02-0,57) 
0,36 (0,08-6,45) 

0,05 (0,01-0,26) 

0,16 (0,07-0,36) 

 

1,16 (0,06-2,40) 
0,42 (0,09-0,61) 

0,05 (0,01-3,08) 

1,68 (0,01-2,98) 

 

Expressão gênica apresentada através de mediana e intervalos interquartis (Q1; Q3) 
(a) Teste de Mann-Whitney  (b) Teste de Kruskal-Wallis   (c) p < 0,05 
(d) Um paciente excluído 
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Tabela 2: Relação da expressão do Ku70 e do SERIN1 com variáveis clínico-

patológicas 

Variável N (%) Ku70 

Normal 

Ku70 

Tumor 

SERIN1 

Normal 

SERIN1 

Tumor 
Local do tumor (b) 
Cólon direito 
Cólon esquerdo 
Reto 

 
12 (32,4) 
18 (48,6) 
7 (18,9) 

 
0,75(0,49-2,53) 
1,21 (0,51-2,65) 
1,78 (0,40-2,87) 

 
1,70 (1,06-2,78) 
1,12 (0,74-1,25) 
0,79 (0,31-1,55) 

 
5,87 (0,55-13,40) 
2,28 (0,43-7,12) 
0,46 (0,12-2,20) 

 
1,88 (0,66-3,40) 
2,12 (0,37-9,60) 
1,00 (0,47-3,83) 

Grau histológico (a) 
G1 ou G2 
G3 

(d) 
34 (94,5) 

2 (5,6) 

 
1,24 (0,52-2,87) 
0,23 (0,13-0,33) 

* 

 
1,13 (0,71-1,59) 
2,76 (1,19-4,33) 

 
2,51 (0,46-9,32) 
0,27 (0,08-0,45) 

 
1,45 (0,49-5,87) 
1,17 (0,46-1,88) 

Invasão vascular (a) 
Ausente 
Presente 

 
30 (81,1) 
7 (18,9) 

 
1,50 (0,57-2,89) 
0,45 (0,15-1,21) 

 
1,18 (0,82-1,75) 
0,72 (0,22-2,99) 

 
0,73 (0,39-6,64) 
6,91 (2,63-11,10) 

 
1,37 (0,51-3,92) 
4,90 (0,26-8,27) 

Estádio T (b) 
1 
2 
3 

(d) 
7 (18,9) 

2 (5,4) 
27 (73) 

 
1,16 (0,70-1,51) 
1,29 (0,48-2,09) 
1,21 (0,44-2,88) 

 
1,17 (0,93-1,51) 
1,71 (1,21-2,21) 
1,11 (0,72-1,85) 

 
0,53 (0,36-1,78) 
2,75 (0,47-5,03) 
3,39 (0,48-12,28) 

 

 
1,93 (1,09-4,23) 
15,38 (0,73-30,0) 
1,45 (0,47-5,26) 

Estádio N (b) 
0 
1 
2 

 
20 (54,1) 
13 (35,1) 
4 (10,8) 

 
1,24 (0,65-3,12) 
0,77 (0,38-2,67) 
0,77 (0,20-2,46) 

 
1,18 (0,91-2,12) 
0,86 (0,34-1,53) 
1,36 (0,66-2,62) 

 
1,01 (0,42-7,60) 
1,27 (0,45-8,92) 
5,22 (0,89-12,55) 

 
2,03 (0,54-5,46) 
1,45 (0,58-6,71) 
0,46 (0,32-3,94) 

Estádio M (a) 
0 
1 

(d) 
27 (75) 
9 (25) 

 
1,23 (0,56-2,88) 
1,21 (0,24-2,67) 

 
1,18 (0,77-1,94) 
0,92 (0,59-2,26) 

 
1,00 (0,40-8,35) 
3,46 (0,57-10,74) 

 
1,69 (0,56-4,96) 
1,88 (0,46-6,71) 

Estádio AJCC (b) 
I 
II 
III  
IV 

(d) 
9 (25) 

11 (30,6) 
7 (19,4) 

9 (25) 

 
1,16 (0,59-1,80) 
1,37 (0,63-7,31) 
0,77 (0,40-2,87) 
1,21 (0,24-2,67) 

 
1,20 (1,17-1,98) 
1,15 (0,75-2,31) 
0,98 (0,15-1,89) 
0,92 (0,59-2,26) 

 
0,53 (0,44-2,42) 
4,46 (0,33-18,57) 
1,00 (0,30-9,91) 
3,46 (0,57-10,74) 

 
1,93 (0,91-7,04) 
2,13 (0,37-5,87) 
1,37 (0,56-6,74) 
1,88 (0,46-6,71) 

 

 

Expressão gênica apresentada através de mediana e intervalos interquartis Q1 e Q3 
(a) Teste de Mann-Whitney   (b) Teste de Kruskal-Wallis   (c) p < 0,05  
(d) Um paciente excluído 
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Tabela 3: Quantificação da expressão gênica nos tecidos normal e tumoral 

Gene Tecido Normal Tecido Tumoral p* 

TACSTD2 1,52 (0,08 – 8,53) 0,79 (0,31 – 6,04) 1,000 

KRAS Mutante 0,10 (0,03 – 0,48) 0,45 (0,03 – 1,96) 0,024 

Ku70 1,21 (0,48 – 2,77) 1,17 (0,74 - 1,80) 0,970 

SERIN1 1,27 (0,39 – 7,12) 1,37 (0,47 – 4,96) 0,603 

Expressão gênica apresentada através de mediana e intervalos interquartis Q1 e Q3 
* Teste de Wilcoxon 
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8 ANEXO – TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E INFORMADO DO BANCO 

DE TECIDOS 

 
OBJETIVO DO ESTUDO 

 O objetivo deste estudo é coletar e armazenar por tempo indeterminado uma 

parte de tecido que será retirado durante a cirurgia e um pouco de outros materiais 

biológicos como sangue e afins para realização de pesquisas futuras. Seu material 

ficará armazenado no laboratório de Biologia Tumoral da Pontifícia Universidade 

Católica do Rio Grande do Sul, por tempo indeterminado, para que no futuro sejam 

realizadas análises para verificar elementos característicos dos tecidos através de 

novos projetos de pesquisa, devidamente aprovados pelo Comitê de Ética e 

Pesquisa desta Instituição. 

 

PROCEDIMENTO 

 Vamos precisar de sua autorização para armazenar uma parte de seu tecido 

retirado durante a cirurgia e possivelmente coletar uma amostra de qualquer outro 

material biológico conforme seu médico achar necessário. 

 

RISCOS E DESCONFORTOS 

 O procedimento cirúrgico ocorreria independente deste projeto, o que não 

acarretaria em um risco adicional, estamos apenas solicitando sua permissão para 

armazenar e utilizar uma parte deste material. 

 Caso seu médico ache necessário e você permitir, ocorrer coleta de outro 

material biológico durante ou após o procedimento cirúrgico. Os riscos desta coleta 

serão avaliados e explicados pelo seu médico antes do procedimento. 
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BENEFÍCIOS 

 Você não obterá benefício pessoal através deste projeto, porém os dados das 

pesquisas futuras realizadas com seu material poderão auxiliar novos estudos. 

 

PARTICIPAÇÃO VOLUNTÁRIA 

 Sua autorização para coleta e armazenamento de seu material para este 

projeto é voluntária. Você poderá optar por não autorizar a coleta ou desistir a 

qualquer momento que seu material seja guardado no laboratório. Neste último caso 

seu material será devidamente destruído conforme sua solicitação. Não há nenhuma 

forma de compensação financeira (ou outra) por sua participação no projeto. 

Garantimos que sua autorização ou não para as coletas não influenciará em nada 

qualquer modificação no tratamento e atenção proposto por seu médico assistente. 

 Qualquer dúvida quanto a este trabalho, tanto por sua parte, como de 

qualquer familiar, será prontamente fornecida por um dos membros da equipe 

envolvido neste projeto.  

 

CONFIDENCIALIDADE 

 Você tem direito à privacidade e toda informação de identificação colhida para 

este projeto será confidencial até os limites permitidos por lei. Seu registro médico 

permanecerá confidencial podendo ser necessário ser consultado anonimamente 

por autoridades legalmente reconhecidas, ou por indivíduos que trabalham 

diretamente neste estudo, observando o devido sigilo profissional. 

  

 Para qualquer pergunta sobre os direitos como participante deste estudo ou 

se você tiver perguntas poderá entrar em contato com o pesquisador responsável: 

Dr. Bernardo Garicochea no telefone (51) 3320.3000, ramal 2177. 
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CONSENTIMENTO 

 

 Este documento foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital 

São Lucas da PUCRS, o qual é o responsável por assegurar que os direitos 

humanos sejam protegidos. 

 Eu _________________________________________ li as informações 

acima e entendi o conteúdo deste termo e o objetivo da coleta do material, bem 

como os possíveis riscos e benefícios de minha participação. Eu tive a oportunidade 

de fazer perguntas e todas as minhas dúvidas foram ouvidas e respondidas. Ao 

assinar este documento eu dou meu consentimento livre e esclarecido para que seja 

coletado e armazenado meu material biológico neste estudo. Declaro também que 

recebi uma cópia do presente Termo de Consentimento. 

 

_________________________  __________________ ____/____/_____ 

Nome do Paciente    Assinatura do Paciente Data 

 

_________________________  __________________  ____/____/_____ 

Nome do Representante Legal  Assinatura do Paciente Data 

 

Eu abaixo assinado, expliquei este estudo detalhadamente para o paciente 

identificado acima (e/ou seu representante legal) e darei uma cópia assinada e 

datada deste documento para o mesmo. 

 

____________________ ____________________________ ____/____/_____ 

Nome do Investigador Assinatura do Investigador  Data  


