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RESUMO 

O câncer colorretal (CCR) abrange tumores que acometem o cólon, um 

segmento do intestino grosso e o reto. Mundialmente o CCR é a terceira neoplasia 

mais incidente no gênero masculino e a segunda no feminino. A etiologia do CCR 

envolve uma interação complexa de fatores genéticos e ambientais, sendo que em 

80% dos casos apresentam-se sob a forma esporádica. O gene CDKN1B (cyclin-

dependent kinase inhibitor 1B) codifica uma proteína inibidora de quinase 

dependente de ciclina, a p27Kip1, que atua como supressor tumoral e na regulação 

da proliferação celular. O polimorfismo T/G (rs2066827) que leva à substituição de 

uma valina por uma glicina na posição 109 da proteína p27Kip1, conhecido como 

p.V109G, apresenta potencial de alteração funcional desta proteína. Recentemente, 

estudos sobre a relação entre o polimorfismo p.V109G e o risco de desenvolvimento 

de diferentes tipos de câncer em diversas populações foram conduzidos, mas 

nenhum deles até hoje correlacionou o polimorfismo p.V109G ao CCR. Neste 

contexto, este trabalho teve como objetivo estudar a associação entre o 

polimorfismo p.V109G do gene CDKN1B e CCR, em uma amostra da população 

sul-brasileira. As amostras dos pacientes analisados foram obtidas a partir de 

doadores voluntários atendidos na União Paranaense de Estudo e Combate ao 

Câncer, em Cascavel, Paraná, de agosto de 2011 até março de 2012, totalizando 50 

indivíduos diagnosticados com CCR. Também foram coletadas 293 amostras 

controles. Todas as amostras foram genotipadas por ARMS-PCR (amplification 

refractory mutation system - polymerase chain reaction). As frequências observadas 

estavam em Equilíbrio de Hardy-Weinberg e foram semelhantes entre pacientes e 

controles (χ�
���1,281 e p = 0,473). Portanto, não foi observada associação entre o 

polimorfismo p.V109G (rs2066827) do éxon 1 do gene CDKN1B e câncer colorretal, 

na amostra estudada. 
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ABSTRACT 

Colorectal cancer (CRC) covers tumors that affect the colon, a segment of the large 

intestine, and rectum. Worldwide, the CRC is the third most frequent malignancy 

neoplasia in male and the second one among female. The etiology of CRC involves 

a complex interaction of genetic and environmental factors, and in 80% of cases they 

are sporadic. The gene CDKN1B (cyclin-dependent kinase inhibitor 1B) encodes a 

protein inhibitor of cyclin-dependent kinase, the p27Kip1, which is a putative tumor 

suppressor and regulates cell proliferation. A variant T to G (rs2066827) leading to a 

substitution of a Valin by Glycin in the position 109 in the p27Kip1, known as p.V109G, 

shows a potential functional alteration in the protein. Recently, studies on the 

relationship between the p.V109G polymorphism and the risk of development of 

different types of cancer in several populations have been reported, but none of 

them linked the polymorphism p.V109G to CCR. In this context, this work aims to 

study the association between p.V109G polymorphism at CDKN1B gene and CCR in 

a Southern Brazilan sample. Analyzed patient samples were obtained from voluntary 

blood donors treated at the União Paranaense de Estudo e Combate ao Câncer in 

Cascavel, Paraná, from August 2011 to March 2012, totalizing 50 individuals 

diagnosed with CRC. Samples from 293 controls have also been collected. All 

samples were genotyped by ARMS-PCR (amplification refractory mutation system - 

polymerase chain reaction). The observed frequencies were at Hardy-Weinberg 

equilibrium and were similar between patients and controls (χ�
���1.281 e p = 0.473). 

Therefore it was not possible to observe association between the polymorphism 

p.V109G (rs2066827) at exon1 of CDKN1B gene and CCR in the studied population. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Conceitos em oncogenética 

O câncer é uma neoplasia maligna originada por um conjunto de causas, 

onde o acúmulo de alterações genéticas hereditárias ou adquiridas parece ser 

fundamental. Caracteriza-se pela proliferação descontrolada de células cujo DNA 

está mutado e que, por isto, escapam dos mecanismos de controle do ciclo celular 

(Volgestein et al., 1988; Wu et al., 2012). 

As células tumorais são provenientes de uma única célula na qual o controle 

do ciclo celular foi perdido e cujas descendentes, eventualmente, também perdem a 

capacidade de aderência, passando a secretar enzimas que danificam a matriz 

extracelular, invadindo tecidos vizinhos, penetrando nos vasos sanguíneos e 

linfáticos, e se espalhando pelo corpo, produzindo tumores secundários ou 

metástases (Lu et al, 2012). 

Inicialmente o termo “tumor” era designado a qualquer aumento de volume de 

um órgão, sendo que, frequentemente, não passava de uma inflamação. Hoje ele é 

empregado para designar a proliferação celular anormal, sendo sinônimo de 

neoplasia – termo mais correto. Atualmente todos os tumores malignos são 

chamados de câncer, para diferenciar dos benignos – aqueles que não produzem 

metástase e cujo crescimento não é tão acelerado. 

A proliferação de células normais é regulada basicamente por duas 

categorias de genes: os proto-oncogenes (promotores de crescimento) 

contrabalançados por genes supressores de tumor, que restringem o crescimento. 

Mutações que potencializam as atividades dos proto-oncogenes, promovem a sua 

conversão em oncogenes, os quais aceleram a multiplicação celular resultando no 

desenvolvimento de tumores. Inversamente, alterações genéticas que inativam 

genes supressores liberam as células da repressão imposta por estes genes, 

permitindo a proliferação de células cancerosas (Willis, 2012). 

Muitos dos genes supressores tumorais foram inicialmente descritos pela 

análise de cânceres raros, nos quais a predisposição para desenvolver o câncer 

segue um padrão dominante de herança. A “Hipótese dos Dois Eventos”, elaborada 
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por Alfred e Knudson (1971) leva em consideração que duas mutações devem 

ocorrer, uma em cada alelo do gene envolvido, para desenvolver a doença. Nos 

tumores onde há uma concentração familiar, uma mutação é herdada da linhagem 

germinativa e outra mutação, desta vez somática, é adquirida ao longo da vida. Nos 

tumores esporádicos, as duas mutações são somáticas e adquiridas ao longo da 

vida. Isso explica como alguns tipos de câncer podem ser tanto esporádicos quanto 

hereditários, tais como a polipose adenomatosa familiar, o câncer de mama e o 

retinoblastoma. Essa hipótese esclarece também como algumas doenças 

hereditárias não se manifestam em todos os indivíduos da família, uma vez que a 

segunda mutação ocorre ao acaso. 

Hoje o câncer é considerado uma doença multifatorial (Gráfico 1), 

independentemente de ocorrer de forma esporádica ou hereditária, pois a 

carcinogênese inicia-se com mutações no DNA. Genes envolvidos na apoptose, 

reparação do DNA e ciclo celular são frequentemente observados no 

desenvolvimento de diferentes tipos de cânceres. Alguns tipos familiares podem ser 

explicados pela presença de mutações em genes específicos; por exemplo, as 

mutações nos genes BRCA1 e BRCA2 observadas nos cânceres de mama e ovário 

(Meyer et al., 2010; Fasching et al, 2009). 

Gráfico 1. Principais causas do câncer, uma doença multifatorial. 
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1.2 Câncer colorretal 

O câncer colorretal (CCR) abrange tumores que acometem o cólon, um 

segmento do intestino grosso, e o reto. Mundialmente o CCR é a terceira neoplasia 

mais incidente no gênero masculino e a segunda no feminino, ocupando o segundo 

lugar em mortalidade nos EUA (IARC - GLOBOCAN, 2008). No Brasil, a estimativa 

de novos casos de CCR para o ano de 2014 é de 15.070 em homens e 17.530 em 

mulheres, totalizando 32.600 novos casos; tendo sido observado aumento 

consistente da sua taxa de mortalidade ao longo das últimas décadas (INCA, 2014). 

O CCR apresenta-se em aproximadamente 95% dos pacientes sob a forma 

esporádica, de caráter não familiar e resultante da ação cumulativa de agentes 

carcinógenos sobre a mucosa colorretal. Os 5% restantes possuem componentes 

genéticos hereditários caracterizados como síndromes de predisposição, que 

podem ser com ou sem pólipos (Centelles, 2012). As síndromes com pólipos são 

representadas principalmente pela polipose adenomatosa familiar (PAF), síndrome 

de Gardner e síndrome de Turcot. A síndrome sem pólipos é representada pelo 

câncer colorretal hereditário não polipomatoso (HNPCC) ou síndrome de Lynch 

(Menéndez et al., 2004). Uma observação importante no estudo dos genes 

envolvidos nas alterações hereditárias é que os mesmos genes não estão 

envolvidos nos tumores esporádicos (Hoops e Traber, 1997). 

A etiologia do CCR envolve uma interação complexa de fatores genéticos e 

ambientais. O aparecimento do CCR é fruto do acúmulo de mutações genéticas em 

um determinado clone de células epiteliais do cólon ou reto como resultado de 

herança ou não, conferindo a esta célula epitelial uma vantagem de proliferação ou 

mais especificamente uma falta de resposta aos determinantes inter e intracelulares 

de divisão, diferenciação e morte celular (Vogelstein et al., 1988).  

Dos tumores colorretais, 95% são adenocarcinomas (termo derivado de 

'adeno', que significa 'pertencente a uma glândula' e 'carcinoma', que descreve um 

câncer que se desenvolveu em células epiteliais) origina-se inicialmente como um 

adenoma (um tumor benigno, constituído por tecido glandular) formado a partir de 

pólipos, que são lesões benignas que podem crescer na parede interna do intestino 

grosso (Hanahan e Weinberg, 2011). 

A sequência adenoma-carcinoma foi descrita pela primeira vez por Morson et 

al (1978). Desde então, tem sido intensamente estudada no intuito de definir 
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variáveis clínicas e marcadores moleculares de significado prognóstico, que possam 

identificar grupos de alto e baixo risco e, a partir daí, determinar a terapêutica mais 

adequada para cada paciente (Chen et al., 2012). 

Neste contexto, os sistemas de estadiamento para CCR permitem orientar o 

plano terapêutico, avaliar seus resultados e definir o prognóstico, baseando-se 

fundamentalmente em informações sobre a extensão da doença, compreendendo o 

estudo clínico e o anatomopatológico (Vogelstein et al., 1988; Fearon e Vogelstein, 

1990; Hoops e Traber, 1997; Edge et al, 2010). 

Atualmente, o sistema mais utilizado é o Classification of Malignant Tumors 

(TNM), proposto pela American Joint Committee on Cancer (Tabela 1). A 

classificação é a mesma para o estadiamento clínico ou patológico. Cânceres 

invasivos que estão confinados à parede do cólon (estádios I e II) são curáveis, mas 

se não tratados atingem os linfonodos regionais (estádio III) e evoluem para 

metástases em órgãos distantes (estádio IV) (Markowitz et al., 2002; Centelles, 

2012). Todavia, pacientes com a mesma classificação de estádio podem apresentar 

quadros de evolução bem distintos (Okuyama et al., 2003). 

Segundo Rossoni (2012), os genes que estão mutados em CCR foram 

inicialmente estudados em indivíduos consanguíneos acometidos por PAF e 

síndrome de Lynch. Mais tarde, foram estudadas alterações cromossômicas 

específicas envolvidas no desenvolvimento de pólipos e que continham genes 

possivelmente envolvidos no processo neoplásico. Recentemente, foram 

conduzidos estudos moleculares que permitiram observar que os genes implicados 

no aparecimento do CCR, assim como em outros tipos de câncer, são de quatro 

categorias: os proto-oncogenes, os genes supressores de tumor, os reparadores do 

DNA e os “genes modificadores”. Os genes associados com CCR mais estudados 

são: APC (adenomatous polyposis coli), DCC (deleted in colorectal carcinoma), 

TP53 (tumor protein p53) e KRAS (Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog). A 

biologia dos tumores vem sendo intensamente estudada em termos moleculares 

nas últimas décadas. Eventos genéticos e bioquímicos importantes para a 

transformação celular do epitélio do cólon em pólipo adenomatoso e, 

subsequentemente, em câncer estão, pouco a pouco, sendo descobertos e 

caracterizados. 
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Tabela 1 - Estadiamento do CCR (adaptado de Edge et al, 2010). 

Estádio TNM  

0 Tis N0 M0 
Tis - tumor in situ

T1 - invasão de submucosa 

I 

T1 N0 M0 T2 - invasão de muscular própria 

T2 N0 M0 
T3 - invasão de serosa ou gordura 

T4 - invasão de órgãos (continuidade) 

II 

T3 N0 M0 Tq - qualquer dos T 

T4 N0 M0 
N0 - sem metástase linfonodal 

N1 - 1 a 3 linfonodos comprometidos 

III 

Tq N1 M0 N2 - >4 linfonodos comprometidos 

Tq N2, 3 M0 
N3 - linfonodos comprometidos ao longo de grandes vasos 

M0 - sem metástase à distância 

IV Tq N M1 M1 - com metástase à distância 

1.3 Gene CDKN1B e o polimorfismo p.V109G 

O gene CDKN1B (cyclin-dependent kinase inhibitor 1B) codifica uma proteína 

inibidora de quinase dependente de ciclina, a p27Kip1. Este gene está localizado em 

12p13 e possui 3 éxons (939, 129 e 1333 pb) e 2 íntrons (509 pb e 333 pb). 

O CDKN1B atua como supressor tumoral e na regulação da proliferação 

celular (Toyoshima e Hunter, 1994; Polyak et al.,1994; Itamochi et al, 2011), o que 

foi demonstrado em ratos knockout para este gene, os quais apresentavam 

gigantismo devido ao número aumentado de células e ampliação significativa da 

tumorigênese, além de anormalidades do timo, retina, hipófise, glândulas adrenais e 

órgãos gonadais (Kiyokawa et al., 1996). A perda de função de CDKN1B também foi 

associada com uma variedade de doenças malignas, como o câncer de próstata e o 

carcinoma tireoidiano medular esporádico (Slingerland e Pagano, 2000). 

A proteína p27Kip1 é conhecida por inibir o complexo ciclina E-CDK2 e evitar a 

progressão do ciclo celular para a fase S (Sherr e Roberts, 1999; Miskimins et al.,

2001; Fearon, 2011). A progressão do ciclo celular é conduzida por quinases 

dependentes de ciclina (CDKs) que são negativamente reguladas por inibidoras de 

CDK (CDKIs) (Payton et al., 2006; Starostina, 2012). Em G0 e início de G1, os níveis 

de tradução e estabilidade da proteína p27Kip1 são máximos e ela inibe o complexo 
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ciclina E-CDK2 e regula um ponto específico do ciclo celular de transição entre G1-S 

(Sherr e Roberts, 1999; Miskimins et al., 2001; Fearon, 2011). Durante G1, ocorre 

uma diminuição progressiva de p27Kip1, o que permite que os complexos ciclina E-

CDK2 e ciclina A-CDK2 ativem a proteína retinoblastoma (pRb), responsável pela 

transcrição de genes necessários para a transição de G1 para S, e participem do 

início da replicação do DNA (Nigg, 1993). Por outro lado, a p27Kip1 também contribui 

para a estabilidade do complexo D-Cdk4, permitindo a progressão do ciclo celular 

para a fase S (Wander et al., 2011). 

O inibidor p27Kip1 não somente tem a função de controlar a proliferação, 

funcionando como checkpoint entre G1-S, como também tem a capacidade de 

regular a migração celular pela via de Rho (Chu, Hengst e Slingerland, 2008). Esta 

capacidade vem sendo proposta como um dos fatores reguladores de metástase. A 

perda de p27Kip1 pode modificar a adesão intercelular, o que facilitaria a metástase 

(Croix et al., 1996). Fibroblastos p27Kip1-null exibem uma redução dramática de sua 

motilidade quando comparados às células do tipo selvagem (Besson et al., 2004; 

Pellegrin e Mellor, 2007). 

Os níveis de p27Kip1 são regulados por muitas vias de transdução de sinal de 

forma que sua transcrição, tradução, localização e degradação constituem 

mecanismos complexos que integram diversos sinais para a decisão final entre 

proliferação ou saída do ciclo celular (Chu, Hengst e Slingerland, 2008). 

Os níveis de RNA mensageiro desta proteína apresentam pouca variação ao 

longo do ciclo celular, mas podem ser reduzidos de maneira dependente das 

quinases PI3K e AKT. Em células normais, os níveis de p27Kip1 são regulados por 

proteólise mediada por ubiquitinação. Durante o início de G1, mitógenos promovem 

a fosforilação de p27Kip1 (serina 10) para facilitar a sua exportação do núcleo. Ao 

mesmo tempo, o complexo ciclina E-CDK2 é liberado de sua inibição pela 

degradação da p27Kip1 remanesceste no citoplasma. A fosforilação das tirosinas 74, 

88 e 89 elimina a ação de p27Kip1 sobre E-CDK2 e favorece a fosforilação da 

treonina 187 da p27Kip1 mediada por E-CDK2, o que permite a degradação da 

p27Kip1 promovida por SCFSKP2. A fosforilação (tirosina) de p27Kip1 também é 

necessária para a ativação do complexo p27Kip1-D1-CDK4. Assim, a fosforilação de 

p27Kip1 em sítios específicos por diferentes quinases pode reduzir a sua 

estabilidade, interferir na sua retenção nuclear e alterar a sua afinidade por seus 

alvos (Wander et al., 2011). 
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A concentração mais elevada de proteína p27Kip1 é detectada em células 

quiescentes, mas os níveis desta proteína diminuem durante a fase G1 e atingem o 

nível mais baixo na fase S (Slingerland e Pagano, 2000). A superexpressão da 

p27Kip1 impede a transição de G1 para a fase S, inibindo a proliferação celular. Por 

outro lado, a sua degradação aumentada pode ser a causa da sua ausência ou 

redução em certos tumores (Loda et al, 1997). 

Em neoplasias humanas, os níveis de p27Kip1 podem apresentar-se elevados, 

como em câncer esofágico (Doki et al, 1997), de mama (Sgambato et al, 1997) e de 

cólon (Ciaparrone et al, 1998). Porém, mais frequentemente, a síntese de p27Kip1 

está reduzida (Alkarain e Slingerland, 2004; Molatore et al 2010 e 2012) e sua 

degradação é acelerada (Loda et al., 1997). A ausência ou baixa expressão desta 

proteína tem sido apontada como indicador de prognóstico ruim na maioria dos 

cânceres estudados (Loda et al, 1997; Catzavelos et al., 1997; Esposito et al., 1997; 

Belluco et al., 1999; Noguchi, 2003; Alkarain e Slingerland, 2004; Galizia et al., 

2004; Manne et al., 2004; Prall, 2004; Li et al., 2007; Farley, 2011). Embora alguns 

estudos não demonstrem um papel significativo do nível desta proteína no 

prognóstico (Mckay et al., 2002) ou apontem que a perda de p27Kip1 estaria 

associada a um bom prognóstico (Leopoldo et al., 2008; Sarli et al., 2006). 

Recentemente, o papel da expressão de p27Kip1 no prognóstico em câncer foi 

indicado como sendo bem mais complexo do que inicialmente proposto (Duncan, 

2010). Neste contexto, a localização da p27Kip1 parece ser tão importante, ou até 

mais importante, que a sua concentração. De qualquer forma, os estudos que 

consideram estes dois fatores ainda são limitados. 

Em CCR, a perda de expressão de p27Kip1 e a sua localização citoplasmática 

tem sido observadas. Um bom prognóstico foi associado à localização 

citoplasmática de p27Kip1 em 418 amostras de pacientes com CCR (Watson et al.,

2006). No entanto, a maioria dos estudos anteriores (Belluco et al, 1999; Noguchi, 

2003; Manne et al, 2004; Prall, 2004; Tornillo et al, 2007; Zlobec et al, 2008; 

Leopoldo et al, 2008) simplesmente estudaram os tumores de acordo com o nível de 

expressão de p27Kip1, sem levar em conta a sua localização celular. 

A perda ou expressão reduzida de p27Kip1 em CCR foi descrita como um 

indicador de prognóstico ruim e associada a recidivas locais para CCR em estádio 

III (Manne et al, 2004), bem como à baixa diferenciação de tumores em estádio II 

(Uchida et al, 2003). Tal perfil de expressão também foi associado ao CCR de 
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grandes dimensões com metástases linfáticas e à baixa sobrevivência dos 

pacientes (Jessup et al, 1997; Tenjo et al, 2000). A superexpressão de p27Kip1

aumentou a indução de apoptose em células tratadas com 5-fluorouracil (Uchida et 

al, 2003). 

Assim, a ausência da expressão de p27Kip1 parece ser um importante preditor 

de baixa sobrevivência dos pacientes, e sua expressão reduzida pode tornar-se um 

marcador importante em uma série de neoplasias gastrointestinais, sendo possível 

correlacioná-la à capacidade de invasão das células neoplásicas, ao crescimento 

tumoral e aos diferentes estádios (Palmqvist et al., 1999; Liu et al., 1999). 

O uso de marcadores moleculares múltiplos, incluindo de expressão p27Kip1, 

pode facilitar a identificação de CCR mais agressivos e o prognóstico, desta forma, 

permitindo a seleção de terapias mais agressivas para subgrupos de pacientes com 

CCR (Manne et al., 1997; Manne et al., 2001). 

Recentemente, a combinação dos marcadores moleculares p53, p27Kip1, bcl-2 

e MUC-1 foram apontados como especialmente úteis no diagnóstico e prognóstico 

do CCR. Nenhum destes ou outro marcador parece até o momento capaz de trazer 

de modo independente a mesma informação. Contudo uma padronização técnica e 

de interpretação ainda é necessária para o seu uso mais amplo (Manne et al., 

2012). 

Por outro lado, mutações no gene CDKN1B que codifica a p27Kip1 são pouco 

frequentes no CCR (Kawamata et al., 1995; Castaneda-Ponce et al., 1995). 

Evidências mais claras do papel de supressão tumoral desta proteína vêm da 

observação, entre outras, de que camundongos com mutações germinativas que 

inativam CDKN1B são predispostos ao câncer (Polyak, 2006). 

Alterações potencialmente patogênicas no gene CDKN1B (c.-7G>C; 

c.283C>T, p.P95S; c.595T>C, p.X199QextX*60) foram descritas em pacientes com 

predisposição hereditária aos tumores MEN1-like (Agarwal et al., 2009). Da mesma 

forma, uma mutação heterozigótica germinativa nonsense no códon 76 deste gene 

(c.692G>A, p.W76X) foi observada em vários membros de uma família com fenótipo 

semelhante, MENX (Pellegata et al., 2006), e outra do tipo frameshift no códon 25 

(c.59_77dup, p.K25fs) foi relatada em pacientes com carcinoma de pequenas 

células neuroendocrinocervicais, doença de Cushing, e hiperparatireoidismo 

(Georgitsi et al., 2007). 
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O polimorfismo T/G (rs2066827), localizado no éxon 1 do gene CDKN1B, que 

leva à substituição de uma valina por uma glicina na posição 109 da p27Kip1, 

conhecido como p.V109G, apresenta potencial de alteração funcional da proteína. 

Esta substituição poderia afetar a interação da p27Kip1 com outras proteínas e alterar 

sua expressão ou ativação (Pasquali et al, 2011). Foi proposto que este 

polimorfismo acarretaria na degradação da variante de p27Kip1 e possivelmente 

levaria a desregulação do ciclo celular e tumorigênese (Kibel et al., 2003, Liet et al.,

2.004, Gaytheret et al., 2007;Huang et al., 2008).  

Recentemente, muitos estudos sobre a relação entre o polimorfismo p.V109G 

e o risco a diferentes tipos de câncer em diversas populações foram conduzidos 

(Huang, 2008; Chen, 2010; Chen, 2008; Chang et al., 2004; Huang et al., 2008; Li et 

al., 2004; Kibel et al., 2003; Guo et al., 2006; Figueiredo et al., 2007; Naidu et al, 

2007; Spurdle, 2009; Landa, 2010; Feng Wei et al., 2012), mas nenhum deles até 

hoje correlacionou este polimorfismo ao CCR. 

Neste contexto, este trabalho tem como objetivo contribuir para a elucidação 

do papel do polimorfismo p.V109G do gene CDKN1B no CCR. Para tanto foi 

realizado um estudo de associação com o recrutamento de pacientes e controles. 

Este tipo de estudo constitui uma ferramenta valiosa para correlacionar 

variantes genéticas e doenças, sendo realizado a partir da comparação das 

frequências alélicas de um marcador genético entre os indivíduos afetados e não 

afetados. Um alelo determinado é considerado associado com o fenótipo estudado 

quando sua frequência é diferente entre afetados e não afetados, os controles. 

Implica na utilização de uma população de indivíduos não aparentados, assim como 

leva em conta informações referentes à origem étnica, gênero, idade, 

comportamentos de risco, entre outras. Na seleção dos casos é fundamental a 

definição clara do diagnóstico (fenótipo e endofenótipo), baseada na clínica e em 

testes laboratoriais. 

Um dos maiores desafios da era genômica é proporcionar benefícios para a 

população. A diversidade genética no genoma humano deve ser considerada na 

identificação de fatores genéticos específicos que podem estar associados aos 

riscos a doenças, incidência e severidade, entre as diferentes populações, o que 

contribuirá diretamente na melhora dos diagnósticos, tratamento e prevenção das 

doenças. Tais avanços têm mudado a prática médica e contribuem para direções 
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futuras, no sentido de cuidados clínicos estarem baseados na informação genômica 

(Kricka e Resta, 2013). 

A existência de uma relação entre o CCR e mutações germinativas no gene 

CDKN1B poderia fornecer maiores informações sobre a etiologia desta doença e 

possibilitaria a criação de novas ferramentas de diagnóstico e prognóstico mais 

precisas. Isto faria com que a análise do gene em estudo se tornasse uma 

importante ferramenta na triagem populacional (Vaughan et al., 2012). 
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2. OBJETIVO

Estudar a associação entre o polimorfismo p.V109G (rs2066827) do éxon 1 

do gene CDKN1B e câncer colorretal, em uma amostra de pacientes do sul do 

Brasil. 
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3. MÉTODOS 

3.1 Pacientes e controles 

As amostras de pacientes diagnosticados com CCR foram obtidas a partir de 

pacientes que foram atendidos na União Paranaense de Estudo e Combate ao 

Câncer, em Cascavel, Paraná, de agosto de 2011 até março de 2012. 

As amostras de sangue de individuos controles foram obtidas a partir de 

doadores voluntários de sangue do Hemobanco, Curitiba, Paraná. 

O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da PUCPR sob o 

número 5044/11 e todos os participantes leram e assinara o Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido.  

3.2 Extração de DNA 

As amostras de DNA foram obtidas a partir de sangue periférico de pacientes 

e controles conforme descrito anteriormente (Lahiri e Nurnberger Jr., 1991).  

Em linhas gerais, inicialmente as hemácias foram lisadas e sucessivas 

lavagens do pellet em TKM1 (Tris HCl pH7,6; KCl; MgCl2 e EDTA) foram 

conduzidas. A seguir foi acrescentado TKM2 (Tris HCl pH7,6; KCl; MgCl2; EDTA e 

NaCl), acrescido de 10% de SDS, para que houvesse a liberação do DNA. Esta 

mistura foi incubada em banho-maria a 55 oC durante a noite. Para precipitar a 

proteína e separá-la do DNA foram adicionados 300 µl de NaCl (6 M). Utilizou-se o 

etanol absoluto a 20oC negativos para que o DNA fosse precipitado e etanol 70% a 

4oC para sua lavagem.  

Após a secagem do DNA, este foi ressuspenso em tampão TE e as amostras 

foram estocadas a 20oC negativos até o seu uso, quando foram quantificadas em 

espectrofotômetro (NanoDrop 2000 Thermo Scientific Uniscience) e diluídas a 25 

ng/�l. 

3.3 Amplificação e genotipagem 

As amostras de DNA de pacientes e controles foram analisadas por ARMS-

PCR (amplification refractory mutation system - polymerase chain reaction), em 
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reações de 25 µl contendo 25 ng de DNA genômico e 10 pmol de cada um dos 

iniciadores (Tabela 2), em tampão Master Mix 1X (Biolabs�). 

Tabela 2. Iniciadores para ARMS-PCR: suas sequências, tamanho e 

temperatura de fusão (Tm). 

Iniciador Sequência Tamanho (pb) Tm (oC)

CDKN1B EXR 5’ - TTGCAGGTCGCTTCCTTATT 20 53 

CDKN1B EXF 5’ - CAAACCCCTAGAGGGCAAGT 20 57 

CDKN1B mutTF 5’ - GCAGGAGAGCCAGGATGT 18 53 

CDKN1B mutGF 5’ - GCAGGAGAGCCAGGATGG 18 55 

Os iniciadores CDKN1B EXR e CDKN1B EXF amplificam um fragmento 

maior e são nomeados de “iniciadores externos”. Os iniciadores CDKN1B mutTF e 

CDKN1B mutGF são alelo-específicos e nomeados de “iniciadores internos”. O 

CDKN1B mutTF é específico para a base T e o CDKN1B mutGF é específico para a 

base G. Esta especificidade vem da troca da última base do iniciador para a 

alteração específica (Figura 1). 

Figura 1. Representação dos locais onde hibridam os iniciadores. 

>gnl|dbSNP|rs2066827|CCGGGACTTGGAGAAGCACTGCAGAGACATGGAAGAG

CGAGCCAGCGCAAGTGGAATTTCGATTTTCAGAATCACAAACCCCTAGAGGGC

AAGTACGAGTGGCAAGAGGTGGAGAAGGGCAGCTTGCCCGAGTTCTACTACA

GACCCCCGCGGCCCCCCAAAGGTGCCTGCAAGGTGCCGGCGCAGGAGAGCC

AGGATGKCAGCGGGAGCCGCCCGGCGGCGCCTTTAATTGGGGCTCCGGCTAA

CTCTGAGGACACGCATTTGGTGGACCCAAAGACTGATCCGTCGGACAGCCAGA

CGGGGTTAGCGGAGCAATGCGCAGGAATAAGGAAGCGACCTGCAACCGACG

GTAATGACCCTTTCCCAACCATAGAATGTGTTTGGGGCCCCGCTTTGCCTG

Iniciadores: 

CDKN1B EXR 5' TTGCAGGTCGCTTCCTTATT

CDKN1B EXF 5' CAAACCCCTAGAGGGCAAGT

CDKN1B mutTF 5'GCAGGAGAGCCAGGATGT

CDKN1B mutGF 5'GCAGGAGAGCCAGGATGG 
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Em cada reação de amplificação eram usados os dois iniciadores externos e 

apenas um dos internos. Sendo assim, todas as reações deveriam apresentar uma 

banda de 269 pb gerada pelos iniciadores externos. Outra banda de 161 pb podia 

ser gerada pela combinação do iniciador específico interno, CDKN1B mutTF ou 

CDKN1B mutGF, e o CDKN1B EXR externo, se o iniciador específico fosse capaz 

de hibridar a sequência-alvo. Se a amostra fosse homozigota apenas uma das 

reações com os iniciadores específicos deveria ser positiva, mas se fosse 

heterozigota, ambas seriam positivas. 

As amplificações foram realizadas em termociclador (Eppendorf Mastercycler 

Gradient), nos seguintes ciclos de temperatura: 

1) 94 ºC por 5 minutos – desnaturação; 

2) 94 ºC por 30 segundos – desnaturação; 

3) 56 oC por 30 segundos – hibridação dos iniciadores; 

4) 72 oC por 45 segundos – síntese de novas cadeias de DNA; 

Os passos de 2 a 4 são repetidos 12 vezes. 

5) 94 ºC por 30 segundos – desnaturação; 

6) 54 oC por 30 segundos – hibridação dos iniciadores; 

7) 72 oC por 30 segundos – síntese de novas cadeias de DNA; 

Os passos de 5 a 7 são repetidos 28 vezes. 

8) 72 ºC por 7 minutos – finalização da síntese de novas cadeias de DNA 

Os produtos de amplificação foram marcados com gel red (Life Technologies) 

e analisados em luz ultravioleta, após eletroforese em gel de agarose 1%, a 250 V e 

por 40 minutos. 

3.4 Análise de associação 

Inicialmente as frequências alélicas foram testadas para o Equilíbrio de 

Hardy-Weinberg, e a significância das diferenças nas frequências observadas para 

o polimorfismo entre os grupos de pacientes e controles foi realizada por um teste 

padrão qui-quadrado e as diferenças foram consideradas significantes quando o 

valor de p < 0,05.  
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4. RESULTADOS 

Foram analisadas amostras de 50 pacientes e 293 controles. 

A idade dos pacientes variou de 31 a 89 anos, sendo que 27 (54%) 

pertenciam ao gênero feminino e 23 (46%) ao masculino. Em relação à localização 

dos tumores: 32 (64%) pacientes tiveram câncer colônico e 18 (36%) tiveram tumor 

retal. Vinte e um (42%) foram classificados no estádio II e 15 (30%) no estádio III. 

Em 19 casos (34%), o tumor invadiu a membrana serosa (T3) e, em 9 casos (18%), 

foi observada metástase à distancia (Tabela 3). 

Entre os controles, 99 (34%) pertencem ao gênero feminino e 194 (66%) ao 

masculino; a grande maioria (n=260; 89%), é de origem europeia e os outros são 

mulatos (n=33; 11%). A idade a média dos controles foi igual a 34,5 ± 11,5 anos. 

As amostras de DNA de pacientes e controles foram extraídas, quantificadas, 

amplificadas e genotipadas conforme descrito anteriormente. A Figura 2 ilustra os 

resultados obtidos. A Tabela 4 apresenta as frequências genotípicas e alélicas 

observadas em pacientes e controles. As frequências observadas estão em 

Equilíbrio de Hardy-Weinberg (χ�
���1,281 e p = 0,473). 

Figura 2. Perfil eletroforético, em gel de agarose 1%, da amplificação de 
algumas amostras estudadas. 

Legenda: Á direita, marcador molecular indicando as bandas de 200 (a primeira de baixo 
para cima), 300, 400 e 500 pb. Podem ser observados os produtos da amplificação com os 
iniciadores externos de 269 pb e da combinação do iniciador específico direto e do reverso 
geral de 161 pb. 

12       13     17     19      21    22     23    #t/t   12  13     17     19      21    22     23   #t/t   
T/T      T/T   T/G   G/G   G/G   T/G    T/T    T/T    T/T   T/T   T/G   G/G   G/G   T/G   T/T    T/T    

CDKN1B mutTF                                      CDKN1B mutGF 
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Tabela 3. Características dos pacientes analisados. 

Parâmetro Número de pacientes % de pacientes

Gênero   

Masculino 23 45 

Feminino 27 55 

Idade   

<56 18 36 

>=56 32 64 

Localização   

Cólon 32 64 

Reto 18 36 

Estagio TNM   

I 03 06 

II 21 42 

III 15 30 

IV 09 18 

Desconhecido 01 02 

Tumor primário (T)   

T1 03 06 

T2 06 12 

T3 19 38 

T4 17 34 

Desconhecido 04 08 

Linfonodo regional (N)   

N0 28 56 

N 22 44 

Metástase à distância (M)   

M0 41 82 

M1 09 18 

Legenda: T1 - invasão da submucosa; T2 - invasão da muscular própria; 
T3 - invasão da serosa ou gordura; T4 - invasão de órgãos; N0 - sem 
metástases linfonodais; N - gânglios linfáticos ao longo dos vasos 
principais; M0 - sem metástases à distância; M1 - com metástases à 
distância. 
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Tabela 4. Frequências genotípicas e alélicas observadas em pacientes e 
controles, considerando o polimorfismo p.V109G. 

Pacientes Controles 

Genótipo N % n % 

T/T 27 54,0 144 49,2 

T/G 19 38,0 122 41,6 

G/G 04 08,0 027 09,2 

Total 50 100,0 293 100,0 

Alelo n % n % 

T 73 73,0 410 0,70 

G 27 27,0 176 0,30 

Total 100 100,0 586 100,0 
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5. DISCUSSÃO 

Uma possível associação envolvendo o polimorfismo p.V109G no gene 

CDKN1B e CCR foi investigada no presente estudo. Este gene codifica um inibidor 

de quinase dependente de ciclina, a p27Kip1. Esta proteína impede a ativação dos 

complexos ciclina E-CDK2 e ciclina D-CDK4, e assim controla a progressão do ciclo 

celular em G1. A degradação da p27Kip1, que é disparada por fosforilação 

dependente de CDK e subsequente ubiquitinação por complexos SCF, é necessária 

para a transição do estado celular quiescente para o proliferativo, o que levaria a 

crer em uma importância desta proteína no desenvolvimento de câncer colorretal.  

Os níveis da p27Kip1 encontram-se reduzidos em uma série de tipos de 

câncer, incluindo em câncer colorretal, como já foi descrito por Sgambato e 

colaboradores (Sgambato et al, 1999) . Da mesma forma, a perda de função da 

p27Kip1 pode levar à formação de neoplasias malignas, como já foi descrito para 

vários tipos de tumores, como em mama (Mirchandani et al, 2011), rim (Sgambato 

et al, 2010), endométrio (Dellas et al, 2009), entre outros, incluindo o câncer 

colorretal (Ogino et al, 2010), o que nos leva a crer que alterações na sequencia 

sesta proteína possam efetivamente ser importantes para o seu desenvolvimento. 

Além disso estudos tem mostrado que o polimorfismo p.V109G promove uma 

alteração funcional desta proteína, aumentando a importância de sua analise neste 

tipo de tumor. Todavia, a caracterização do polimorfismo p.V109G como fator de 

risco para o desenvolvimento de cânceres em geral ainda está sendo investigado e 

existe uma grande contradição entre os trabalhos publicados. 

Em nosso estudo não foi possível encontrar em associação entre este 

polimorfismo p.V109G e o câncer colorretal. Há várias razões às quais podemos 

atribuir essa falta de associação na população estudada. 

Inicialmente há limitações importantes envolvendo a amostra estudada. A 

idade dos controles é reduzida quando comparada à dos casos, este fato pode 

trazer um viés para a análise, já que uma parte dos controles não atingiu a idade 

mais comum de manifestação da doença. A amostra é um pouco heterogênea 

quanto à localização e classificação do tumor, e não foi coletado registro sobre a 

ocorrência do tumor na família. Ainda que a maior parte dos casos, 95%, seja 

relatada na literatura como esporádica, não é possível descartar uma eventual 
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concentração de casos familiares, já que a União Paranaense de Estudo e Combate 

ao Câncer, em Cascavel, Paraná, é um centro de referência na região. Quando 

observados outros tipos de canceres, os genes envolvidos nos tipos familiar e 

esporádico costumam ser diferentes. De qualquer forma, a amostra de casos e 

controles seria pequena para uma análise estratificada. 

Outro aspecto importante é que o polimorfismo p.V109G foi avaliado em 

termos de variabilidade germinativa, ou seja, em amostras de sangue periférico. 

Não foram estudadas amostras dos tecidos neoplásicos, o que poderia apresentar 

um resultado distinto, apesar de que muitos dos trabalhos que avaliam a 

variabilidade do gene CDKN1B utilizam como amostra DNA de origem germinativa. 

Sendo assim, a variabilidade somática (presente na neoplasia) não foi considerada. 

Ainda, é necessário ponderar que apesar das funções do gene CDKN1B

justificarem sua proposição como um gene candidato a estar envolvido no 

desenvolvimento do câncer colorretal, a expressão da p27Kip1, bem como sua 

função, pode estar sendo regulada por uma série de fatores que poderiam não 

incluir o gene estudado. 

No entanto é importante considerar que outros estudos são necessários para 

melhor elucidar o possível envolvimento deste gene na formação e progressão do 

câncer colorretal. 
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6. CONCLUSÃO 

Este trabalho não observou associação entre o polimorfismo p.V109G do 

gene CDKN1B e câncer colorretal na amostra estudada. 
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