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RESUMO 
 

 

Canto LM. Identificação de marcadores moleculares de resposta ao 

tratamento neoadjuvante em pacientes com adenocarcinoma de reto. 

São Paulo; 2018. [Tese de Doutorado-Fundação Antônio Prudente].  

 

Pacientes com câncer de reto (CaRe) em estadio II ou III são tratados com 

radioquimioterapia neoadjuvante (nCRT), a qual é responsável pela 

diminuição de recidivas loco-regionais e amputação do esfíncter. A resposta 

à terapia é variável, incluindo aqueles que não respondem ao tratamento e 

os que apresentam resposta patológica completa - pCR (15 a 30%). O 

objetivo deste estudo foi identificar alterações genéticas e epigenéticas que 

corroborem para a elucidação dos mecanismos de resistência ao tratamento 

radio e quimioterápico neoadjuvante em pacientes com adenocarcinoma de 

reto. Foram incluídos 34 CaRe estadio II ou III, submetidos a nCRT. Onze 

pacientes apresentaram pCR (ypT0N0M0) e 23, resposta patológica 

incompleta (pIR). Foram utilizadas 10 amostras de reto normal (necrópsias) 

como referência. As alterações genômicas e de expressão gênica foram 

avaliadas pelas plataformas CytoScan HD Array e GeneChip Human 

Transcriptome Array (Affymetrix/Thermo Fisher), respectivamente. O 

sequenciamento de 105 genes (SureSelectXT Custom Panel, Agilent) 

relacionados ao câncer foi realizado no NextSeq 550 (Illumina). A plataforma 

Infinium® Human MethylationEPIC BeadChip (Illumina) foi utilizada para a 

análise do metiloma. Alterações genômicas identificadas em CaRe 

evidenciaram alta instabilidade cromossômica e um número significativo de 

casos com alterações na via de reparo por recombinação homóloga (HR), 

identificada por mutação em genes da via ou por escores de deficiência (tAI, 

LST e HDR-LOH). Essas alterações foram corroboradas por vias alteradas 

relacionadas à regulação das ciclinas e do ciclo celular, assim como do 

ponto de checagem de reconhecimento de quebras de dupla fita de DNA 

identificadas por meio do enriquecimento dos genes diferencialmente 

expressos. A análise integrada dos resultados do metiloma e transcriptômica 



permitiu a identificação de genes desregulados por metilação os quais foram 

confirmados com dados externos (TCGA). As diferenças moleculares entre 

os casos com pCR e pIR incluíram alterações genômica estruturais e um 

maior index de instabilidade genômica (GII) em pCR. Um maior número de 

casos com pIR apresentou mutações em genes relacionados à via HR. 

Esses resultados sugerem que platina e inibidores de PARP1 poderiam ser 

um tratamento alternativo nos casos com deficiência dessa via. Os perfis de 

metilação do DNA de cada grupo revelaram maior proporção de sondas 

hipermetiladas em pCR (44% vs. 18% em pIR). Com base nos dados de três 

sondas diferencialmente metiladas, foi possível desenvolver um classificador 

capaz de predizer a resposta à nCRT (100% de sensibilidade e 90% de 

especificidade). Usando os resultados do transcriptoma, foram identificadas 

diferentes vias alteradas em CaRe de acordo com a resposta à nCRT. 

Enquanto os casos com pCR apresentaram vias alteradas relacionadas à 

resposta do sistema imune e à sinalização de Wnt, o grupo de pIR revelou 

alterações de controle do ciclo celular e do reparo de quebras de dupla fita 

de DNA, além de desregulação de mecanismos epigenéticos e de níveis de 

transcritos. Utilizando os dados de expressão gênica, foi realizada uma 

análise do secretoma de acordo com a resposta à nCRT, identificando-se 

ASPH como potencial marcador de pCR. A mesma estratégia revelou 

UBE2C e CEMIP como marcadores de resistência à nCRT, os quais 

poderiam ser investigados em biópsias líquidas. Este estudo revelou 

potenciais marcadores moleculares e mutações que têm potencial para 

subclassificar os pacientes de acordo com a resposta à terapia atualmente 

utilizada. Em adição, nossos achados deram evidências de novas 

estratégias terapêuticas que poderiam ser aplicadas para os pacientes com 

CaRe. 

  



SUMMARY 

 

 

Canto LM. [Identification of molecular markers of neoadjuvant treatment 

response in rectal adenocarcinoma patients]. São Paulo; 2018. [Tese de 

Doutorado-Fundação Antônio Prudente].  

 

Rectal cancer patients (ReCa) stage II or III undergo neoadjuvant 

chemoradiotherapy (nCRT), responsible for a decrease in loco-regional 

recurrence and sphincter amputation. The response to treatment is varied, 

including patients showing partial or incomplete response to therapy (pIR) 

and those who achieve pathological complete response - pCR (15 to 30%). 

The aim of this study was to identify genetic and epigenetic alterations that 

can be useful to understand the mechanisms of resistance to neoadjuvant 

chemoradiotherapy in ReCa patients. A total of 34 patients with ReCa stage 

II or III submitted to nCRT were included. Eleven patients had pCR 

(ypT0N0M0) and 23 pIR. Ten normal rectal tissue samples (necropsies) were 

used as reference. Genomic alterations and gene expression profiles were 

evaluated using the platforms CytoScan HD Array and GeneChip Human 

Transcriptome Array (Affymetrix/Thermo Fisher), respectively. Targeted next-

generation sequencing of 105 cancer related genes was performed using the 

NextSeq 550 (Illumina). The Infinium® Human MethylationEPIC BeadChip 

(Illumina) platform was used for methylome analysis. High chromosomal 

instability and a significant number of cases with changes in the DNA 

damage repair by homologous recombination pathway (HR), identified by 

mutation in pathway genes or by deficiency scores (tAI, LST and HDR-LOH), 

were detected in the genomic analysis. These alterations are corroborated by 

altered pathways related to the regulation of cyclins and the cell cycle, as 

well as the double-stranded DNA recognition checkpoint identified by the 

enrichment of the differentially expressed genes. The integrative analysis of 

differential methylation and transcriptomic results allowed the identification of 

genes altered by methylation, which were confirmed with external data 



(TCGA). Molecular differences between pCR and pIR cases included 

structural genomic changes and a high genomic instability index (GII) in pCR. 

A higher number of cases with pIR showed mutations in genes related to the 

HR pathway. These findings suggest that PARP-inhibitors and platinum may 

be alternative therapeutic approaches for these patients. The DNA 

methylation profiles of each group revealed a higher proportion of 

hypermethylated probes in pCR (44% vs. 18% in pIR). Based on data from 

three differentially methylated probes, a classifier was developed showing 

the ability of predicting the response to nCRT (100% sensitivity and 90% 

specificity). Using the transcriptome results, different altered pathways in 

ReCa were identified according to the response to nCRT. While altered 

pathways in pCR cases were related to immune system response and Wnt 

signaling, the pIR group revealed changes in cell cycle control and repair of 

double stranded DNA breaks, as well as dysregulation of epigenetic 

mechanisms and transcripts levels. Using the gene expression data, a 

secretome analysis was performed according to the nCRT response, 

identifying ASPH as a potential pCR marker. The same strategy revealed 

UBE2C and CEMIP as markers of nCRT resistance, which could be 

investigated in liquid biopsies. This study revealed molecular markers and 

mutations that showed the potential to subclassify the patients according to 

the response to therapy currently used in the clinical practice. Furthermore, 

our findings give evidences of novel therapeutic strategies for patients with 

CaRe. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

A Organização Mundial de Saúde (OMS) considera o câncer a 

segunda principal causa de morte no mundo, responsável por 8,8 milhões de 

óbitos em 2015 (http://www.who.int/en/news-room/fact-sheets/detail/cancer, 

acesso 6 de junho de 2018). A estimativa para 2025 é de mais de 20 

milhões de novos casos de câncer, comparado aos 14,1 milhões de 

diagnósticos de câncer realizados em 2012 (FERLAY et al. 2015). Nos 

Estados Unidos, câncer é a segunda maior causa de mortes, sendo 

esperado para 2018 um total de 1.735.350 novos casos e 609.6400 óbitos 

em decorrência da doença (SIEGEL et al. 2018). Atualmente, 70% das 

mortes por câncer são registradas em países de baixa e média renda, onde 

se espera encontrar nas próximas décadas aproximadamente dois terços de 

casos novos diagnosticados (FORMAN e FERLAY 2014).  

O Brasil está entre os países que mais serão afetados pelo câncer, de 

acordo com a OMS (FERLAY et al. 2015). Segundo o Instituto Nacional de 

Câncer-INCA o câncer é a segunda maior causa de mortes no país sendo 

estimados para 2018, 600 mil novos casos. Os tipos mais incidentes são o 

câncer de pele não melanoma (165,6 mil), próstata (68,2 mil), mama (59,7 

mil), cólon e reto (36,4 mil), pulmão (31,3 mil) e estômago (21,3 mil) 

(Ministério da Saúde 2018). No intuito de diminuir a média de crescimento 

anual dessas estimativas é fundamental investir na prevenção, diagnóstico e 

tratamento desses pacientes. A precisão no diagnóstico e a adoção de um 
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tratamento mais adequado às características individuais de cada paciente 

permitem a redução do custo de terapias, muitas vezes desnecessárias, e 

do sofrimento causado pelos efeitos colaterais de tratamentos, muitas vezes 

não assertivos. A investigação de alterações moleculares globais câncer-

específicas pode permitir a identificação de perfis associados com a 

resposta ao tratamento e assim auxiliar na identificação de pacientes 

sensíveis ou resistentes a determinadas terapias. 

 

1.1 CÂNCER DE CÓLON E RETO 

 

O câncer colorretal (CCR, C18 - C20) abrange tumores malignos que 

acometem o intestino grosso (o cólon) e o reto. No mundo, é o terceiro mais 

frequente em homens e o segundo em mulheres, excluindo-se os tumores 

de pele não melanomas (FERLAY et al. 2015). Essa proporção também é 

observada no Brasil, onde a estimativa de novos casos para 2018-2019 é de 

36.360 casos por ano, sendo 17.380 homens e 18.980 mulheres (Ministério 

da Saúde 2018). A incidência do CCR vem aumentando no país, sendo 70% 

dos casos diagnosticados como esporádicos. Considerando que os 

cânceres não hereditários possuem grande contribuição de fatores 

ambientais, é provável que esse crescimento seja decorrente do aumento da 

expectativa de vida no país e da mudança de hábitos da população, 

principalmente no que diz respeito ao aumento do consumo de alimentos 

pobres em fibras e ricos em gordura saturada (HUXLEY et al. 2009; 

MENDONÇA et al. 2012).  
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A idade superior a 50 anos é um dos fatores de risco mais 

importantes no desenvolvimento do CCR. O sedentarismo, a obesidade e o 

consumo de álcool e/ou, tabaco também são fatores etiológicos descritos no 

risco de desenvolvimento do CCR (SLATTERY et al. 2010). Além disso, a 

história familial de pólipos no cólon ou reto e mutações em genes 

associados com síndromes hereditárias características (Câncer Colorretal 

Hereditário não Polipóide - HNPCC, ou Síndrome de Lynch; e Polipose 

Adenomatosa Familiar - FAP) são outros fatores de risco (AMERSI et al. 

2005; PROVENZALE et al. 2015). 

Modelos de progressão tumoral de pólipos para carcinomas invasivos 

e metastáticos têm sido explorados em câncer colorretal. A progressão de 

adenoma para carcinoma parece resultar do acúmulo de alterações 

genéticas e epigenéticas, gerando instabilidade cromossômica e 

desequilíbrio de funções celulares importantes que acabam por favorecer a 

carcinogênese. VOLGESTEIN et al. (1988) estabeleceram um modelo linear 

de alterações genéticas que levam ao CCR. Esse modelo descreve 

mutações no gene KRAS e perda de heterozigose (LOH - Loss of 

Heterozygosity) no locus do gene APC como mudanças genéticas presentes 

em eventos iniciais; e LOH em 18q e em 17p (TP53) como eventos tardios 

no processo de formação do CCR (FEARON e VOLGESTEIN 1990). 

Entretanto, esses eventos isoladamente não conseguem explicar a 

complexidade e a heterogeneidade da progressão nos CCR. Embora 

diversas alterações genômicas e epigenômicas já tenham sido descritas 

nesses tumores, ainda não está bem estabelecida a correlação com a 
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predisposição, progressão ou resposta ao tratamento da doença (The 

Cancer Genome Atlas-TCGA 2012a; SHI et al. 2012; BAE et al. 2013; 

LIANG et al. 2013; LOCHHEAD et al. 2013; MARTINS et al. 2013; GANTT et 

al. 2014). 

O perfil mutacional dos CCR introduzida pelo estudo do TCGA (The 

Cancer Genome Atlas) revelou que um subconjunto de casos apresenta alta 

taxa de mutações (hipermutados) (TCGA 2012a). Os casos hipermutados 

possuem uma frequência menor de mutações nos genes APC e TP53 

quando comparados aos casos não-hipermutados, além disso, apresentam 

mutações em BRAF e TGFBR2 (alterações recorrentes no primeiro grupo) 

(TCGA 2012a). Os CCR foram também classificados em quatro subtipos 

moleculares (CMSs - consensus molecular subtypes) baseados no perfil de 

expressão gênica de 3.962 amostras. Foi observado que a maioria dos 

tumores hipermutados encontrava-se no subtipo CMS1, os quais também 

possuíam baixo número de alterações no número de cópias genômicas, alta 

instabilidade de microssatélites (MSI - microsatellite instability) e perfil 

metilador das ilhas CpG (CIMP - CpG island methylator phenotype). Esse 

grupo também estava enriquecido com tumores em cólon proximal (77% 

comparado à 3% em reto). O subtipo CMS2 foi caracterizado com altos 

níveis de CNA, perfil epitelial com ativação de WNT e MYC; enquanto o 

CMS3 possuía poucas CNAs e CIMP com perfil de alteração em genes 

envolvidos no metabolismo. O subtipo CMS4 apresentava perfil 

mesenquimal, ativação de TGF-β e alterações em genes relacionados a 

angiogênese. Amostras com características mistas ou indeterminadas (13%) 
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não foram classificadas como um grupo específico, mas foram relatadas 

como casos com fenótipo transitório ou com heterogeneidade intratumoral 

(GUINNEY et al. 2015).  

A subclassificação dos tumores baseada no perfil molecular já é 

explorada há algum tempo e tem contribuído significativamente para o 

melhor direcionamento de terapias específicas e consequentemente, melhor 

resposta e maior sobrevida dos pacientes com câncer. O câncer de mama é 

um exemplo da aplicabilidade dessa subclassificação cujos subtipos 

moleculares tem auxiliado a estratificação de pacientes com diferentes 

prognósticos e a seleção de tratamentos mais efetivos (PEROU et al. 2000; 

TCGA 2012b; PRAT et al. 2015). O mesmo tem sido investigado para o 

CCR, entretanto, apesar do consenso molecular dos subtipos de CCR 

(GUINNEY et al. 2015), ainda persistem controvérsias sobre como explorar 

essa subclassificação (DUNNE et al. 2016). Apesar de considerar diversas 

características dos tumores colorretais, a classificação molecular se baseia 

em dados de expressão gênica (GUINNEY et al. 2015). Além desse tipo de 

análise subestimar os efeitos da heterogeneidade intratumoral, os dados 

clínico-patológicos, genômicos e epigenéticos não são utilizados para gerar 

o classificador. Indiscutivelmente, a subclassificação do CCR permitirá o uso 

da medicina personalizada, direcionando o tratamento mais adequado de 

acordo com o perfil de alterações de cada tumor. 

Clinicamente, o CCR é tratado de acordo com a localização do tumor 

em relação à flexura esplênica. Quando o tumor está localizado no ceco, 

cólon ascendente ou até 2/3 do cólon transverso é denominado proximal ou 
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direito, e quando presente no terço distal do cólon transverso, cólon 

descendente, sigmoide ou reto recebe o nome de distal ou esquerdo 

(IACOPETTA 2002; LEE et al. 2017). Essas regiões possuem diferente 

desenvolvimento embrionário, histologia, composição enzimática e fecal 

(VAN GORKOM et al. 1997; WEI et al. 2004; LI e LAI 2009; THOMAS et al. 

2016). Os fatores de risco atribuídos ao CCR também diferem em relação ao 

local de desenvolvimento do tumor (SHIN et al. 2011; BRÄNDSTEDT et al. 

2012; LEE et al. 2013). A atividade física é associada à prevenção do câncer 

de cólon, enquanto não é observada relação estatística com o câncer retal 

(THUNE e LUND 1996; STEINDORF et al. 2005; FRIEDENREICH et al. 

2006; LI et al. 2007). Além disso, o câncer de reto é mais frequentemente 

diagnosticado em homens (PURIM et al. 2013), em idades mais jovens e há 

poucos casos de CCR na família quando comparados aos pacientes com 

câncer de cólon (SVENSSON et al. 2002; WEI et al. 2004). 

Os tumores de cólon e de reto também diferem quanto ao tipo de 

alterações moleculares (LEE et al. 2017). Os cânceres de cólon possuem 

maior probabilidade de apresentar MSI e CIMP (SLATTERY et al. 2010). 

Tumores de reto apresentam menor prevalência de alterações na via de 

reparo de bases mal pareadas (MMR - mismatch repair) (CHARARA et al. 

2004; AGUIAR et al. 2014). A frequência de mutações em oncogenes e 

genes supressores tumorais também difere em relação à localização dos 

CCR. Enquanto BRAF V600E é muito mais comum em tumores de cólon 

(24,2% vs. 2.1% em reto), mutações em APC (63,6% vs. 81.9% em reto) e 
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TP53 (34,8% vs. 64,6% em reto) são mais frequentes em câncer de reto 

(LEE et al. 2017).  

Os carcinomas de cólon e reto diferem ainda quanto ao tratamento, 

sendo a quimioterapia pós-cirúrgica indicada nos dois tipos de câncer, 

enquanto a radioterapia (RT) ou quimiorradioterapia neoadjuvante (nCRT) é 

recomendada apenas para pacientes com tumores de reto localmente 

avançados (LARC - locally advanced rectal cancer) (SCHMOLL et al. 2012; 

VAN DE VELDE et al. 2013).  

 

1.2 CONDUTA DE TRATAMENTO EM PACIENTES COM 

ADENOCARCINOMA DE RETO 

 

A escolha do tratamento nos carcinomas de reto (CaRe) depende 

principalmente do tamanho, localização e extensão do tumor. A avaliação da 

agressividade tumoral é dada pelo exame anatomopatológico (exame físico, 

diagnóstico por imagem e/ ou exploração cirúrgica), sendo classificada de 

acordo com o sistema TNM (EDGE e COMPTON 2010). Lesões em estágio 

inicial (T1) são passíveis de excisão local por microcirurgia endoscópica 

transanal (MET) e excisão total do mesorreto (ETM) em casos de maior 

acometimento da camada submucosa, assim como para lesões T2. Em 

estágios mais avançados e com maior probabilidade de recidiva, pode ser 

administrada terapia complementar neoadjuvante ou após o procedimento 

cirúrgico (adjuvante). A radioterapia (RT) pré-operatória pode ser 

administrada por um curto período seguida por cirurgia, ou por um longo 
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período e uma pausa até a cirurgia (SCHMOLL et al. 2012; BENSON III et 

al. 2012).  

A resposta clínica à nCRT é avaliada pela presença de tumor residual 

detectado por técnicas como proctoscopia rígida, exame retal digital, biópsia 

de qualquer lesão ou calcificação residual, níveis do antígeno 

carcinoembriogênico (CEA) e exames radiológicos (HABR-GAMA et al. 

2010). A avaliação clínica isolada não consegue prever a resposta completa 

com acurácia (MARETTO et al. 2007; ISSA et al. 2012; INTVEN et al. 2013). 

Dessa forma, é realizada também uma análise histopatológica do material 

obtido após a ressecção cirúrgica. Considera-se resposta patológica 

completa (pCR) quando há ausência de células tumorais viáveis na peça 

cirúrgica, linfonodos e outros órgãos (ypT0N0) e resposta incompleta (pIR) 

quando há resposta parcial (redução da proporção de células tumorais 

viáveis) ou ausência de reposta (quando não há redução do número de 

células tumorais (PARK et al. 2012). Diversos sistemas avaliam essa 

resposta de acordo com a taxa de regressão tumoral (TRG - tumor 

regression grade), categorizando os pacientes em excelentes até péssimos 

respondedores (TRAKARNSANGA et al. 2014; SANTOS et al. 2014). 

Embora a cirurgia possibilite a eliminação de tumor residual, o 

procedimento está associado com alta morbidade, incluindo disfunção 

sexual, intestinal e urinária (LOOS et al. 2013; WEISER et al. 2014; HABR-

GAMA et al. 2015; APPELT et al. 2015). Pacientes com câncer de reto que 

apresentam resposta patológica completa após nCRT têm menor risco de 

recorrência local e melhor sobrevida global comparado a pacientes com 
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tumor residual (CHEN et al. 2011a; GERARD et al. 2012; SADA et al. 2018). 

Uma iniciativa liderada pelo grupo da Profa. Angelita Habr-Gama (São 

Paulo) sugere que um grupo de pacientes com boa resposta clínica e 

potencial resposta patológica completa à nCRT poderiam ser poupados da 

cirurgia, sendo acompanhados num protocolo chamado “Watch and Wait” 

(HABR-GAMA et al. 2011). Estudos subsequentes mostraram que essa 

estratégia permite a preservação do órgão com baixas taxas de recidivas 

(MAAS et al. 2011). Em um estudo avaliando 82 pacientes de dois grupos 

pareados (41 ETM e 41 sem cirurgia), HUPKENS et al. (2017) reportaram 

melhor qualidade de vida no grupo não operado. Essa estratégia resultou na 

criação de um banco de dados internacional visando coletar informações de 

diversos centros que corroborem para a compreensão dos fatores 

relacionados ao tratamento do CaRe (http://www.iwwd.org/). Até o momento, 

no entanto, não é possível detectar resposta patológica completa sem o 

tratamento cirúrgico, mas essa possibilidade vem sendo investigada por 

diversos grupos que vem buscando biomarcadores preditivos (WEISER et 

al. 2014; HABR-GAMA et al. 2015; APPELT et al. 2015; AL-SUKHNI et al. 

2016; DAYDE et al. 2017; KUNDEL et al. 2018).  
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1.3 PREDIÇÃO DE RESPOSTA À QUIMIORRADIOTERAPIA 

NEOADJUVANTE 

 

1.3.1 Características clínico-patológicas 

Diversos estudos avaliaram características clínico-patológicas pré-

tratamento (DE FELICE et al. 2016; JOYE et al. 2016; PROBST et al. 2016) 

a fim de prever a resposta à neoadjuvância (Tabela 1). A maioria dos 

estudos em literatura não identificou diferenças quanto as características 

como gênero, idade e etnia entre os pacientes com pCR e pIR (DAS et al. 

2007; HUH et al. 2013; RESTIVO et al. 2013; WALLIN et al. 2013; 

GARLAND et al. 2014; BITTERMAN et al. 2015; JOYE et al. 2016). 

Entretanto, PROBST et al. (2016) relataram que mulheres possuem maiores 

chances de apresentarem pCR. Em adição, estadio clínico T e N (cT e cN) 

baixos foram associados à pCR (KALADY et al. 2009; HUH et al. 2013; 

JOYE et al. 2016). Dois estudos demonstraram que pacientes com estadio 

cT4 apresentam menor probabilidade de atingir pCR, entretanto, a análise 

de regressão multivariada não foi significativa (KALADY et al. 2009; HUH et 

al. 2013).  

O comprometimento de linfonodos ao diagnóstico também tem se 

mostrado preditivo de pIR (HUH et al. 2013; JOYE et al. 2016). GARLAND et 

al. (2014) em 297 casos de CaRe submetidos à nCRT relataram associação 

significativa entre cN0 e pCR (analise de regressão logística; OR = 4,384 IC 

95% 1,011-19,017). Uma associação semelhante foi descrita por 

BITTERMAN et al. (2015) na análise de 138 casos, embora seis pacientes 
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tivessem resposta clínica completa, não tendo realizado cirurgia. PROBST et 

al. (2016) utilizaram o banco de dados nacional americano (The National 

Cancer Data Base descrito por BILLIMORIA et al. 2008) composto por 

18.113 pacientes com CaRe diagnosticados em estadio II ou III e tratados 

com nCRT. Nessa população, não foi encontrada diferença na proporção de 

cN0 entre os pCR e os pIR (PROBST et al. 2016).  

A localização do tumor também foi relacionada com a resposta à 

nCRT. Entretanto, enquanto RESTIVO et al. (2013) relataram pacientes com 

tumores proximais (> 5cm da borda anal) como os melhores respondedores; 

BITTERMAN et al. (2015) descreveram que pacientes com tumores distais 

poderiam ser preditivos de pCR (≥ 3cm da borda anal) (dados confirmados 

pela análise multivariada). Outros estudos não mostraram associação entre 

a localização do tumor e a resposta à nCRT (KALADY et al. 2009; QIU et al. 

2011; HUH et al. 2013; GARLAND et al. 2014; KLEIMAN et al. 2015; DE 

FELICE et al. 2016; JOYE et al. 2016).  

Em geral, é possível observar uma grande controvérsia nos achados 

descritos em relação à resposta à terapia neoadjuvante e as características 

clínicas e histopatológicas de pacientes com CaRe (Tabela 1). As 

características avaliadas não foram capazes de predizer a resposta ao 

tratamento, ressaltando a necessidade de estudos que identifiquem 

marcadores moleculares  que possam ser úteis para  essa finalidade. 
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Tabela 1 - Características clínico-patológicas associadas à resposta patológica completa (pCR) em diferentes estudos. 
 

Referência 
/Ano 

N° casos 
(%pCR) 

Idade ao diagnóstico 
cT4§ 

(pCR/pIR) 
cN+§ 

(pCR/pIR) 
Distância da 
BA (pCR/pIR) 

CEA pré 
CEA limite 

(%pCR/%pIR) 

pCR pIR pCR pIR 
Das et al./ 
2007 

562 (19,2) 57,9b NC NC NC NC NC 
≤ 2,5ng/ml (24% 

pCR vs. 11% >2,5) 
Kalady et 
al./ 2009 

242 (24,0) 55,5b 58,5b 1,7/ 5,4 32,8/ 35,8 
5 (1,5-12)/ 

6b 
2,1b 3b 

≥2,5 ng/ml 
(41,4/49,5) 

Qiu et al./ 
2011 

96 (14,6) 
2 (≥65)  

12 (< 65) 
34 (≥65)  
48 (< 65) 

14,3/ 20,7 21,4/ 29,3 
≥7 cm  

(28,6/ 9,8) 
Elevado 
(28,6%)¥ 

Elevado 
(42,7%)¥ 

NC 

Huh et al./ 
2013 

391 (14,6) 63b 64b 3,5/ 8,1 63,2/ 75,5 5 / 5b 4,7b 
< 5,0ng/ml  
(71,9/ 47) 

Restivo et 
al./ 2013 

260 (16,5) 63b 63b 0,0/ 5,5 44,2/ 45,2 
>5cm 

 (23,2/ 86,2) 
2,2b 3b > 5ng/dl (4,7/ 32,3) 

Wallin et al./ 
2013 

469 (20,5) 58b 59b 6,3/ 7,0 58,3/ 59,8 NC 3,4b 9,6b > 5ng/ml (11,0/ 21,0) 

Garland et 
al./ 2014 

297 (11,5) 65b 62b 8,8/ 15,6 61,8/ 77,2 5,5 / 5,5b 2,6b 5,0b 
Pré>pós %  
34,9 / 64,3b 

Bitterman et 
al./ 2015 

138 (26,1) 59,3a 54,7a 0/7,8 52,8/ 72,5 NC 3,1a 24,3a 
≥ 5ug/l 

(16,70/38,20) 
Kleiman et 
al./ 2015 

141 (13,5) 63,5a 63,4a 5,3/ 12,3 68,4/ 58,2 6 / 6,3a 2,75b 4,5b 
<3,0ug/l  

(52,6/34,4) 
de Felice et 
al./2016 

99 (23,2) 63,8b 13,1/ 11,9 78,3/ 81,6 ≤5 (60,9/55,3) NC NC NC 

Joye et 
al./2016 

620 (19,4) 63,9b* 64b* 10/ 8,6 89,2/ 79,2 6,5 / 6,3a 4,7 ± 7,7 6,9 ± 15,0 NC 

Probst et 
al./ 2016 

18 .113 
(13,2) 

60,5a 59,9a NC NC NC 
Elevado 
(31,2%) 

Elevado 
(48,0%) 

Avaliado limite de 
cada instituição 

Gash et al./ 
2017 

13.742 
(32,4) 

60,4a 59,8a 5,32/8,6 43,9/ 51,7 NC 
Elevado 
(34,79%) 

Elevado (46,9) NC 

pCR: Resposta patológica completa; pIR: Resposta patológica incompleta; cT4: estadio tumoral clínico 4; cN+: linfonodos positivos ao diagnóstico; 
BA: Borda anal; CEA: Antígeno carcinoembriônico;  §(%pCR/%pIR); amédia; bmediana; ¥CEA e CA19.9 juntos; NC - não consta; valores em negrito: 
p<0,05; valores em negrito e itálico: valores não significativos (p>0,05) na análise multivariada. 
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1.3.2 Marcadores moleculares 

As técnicas moleculares têm se mostrado capazes de identificar 

alterações genéticas específicas em tumores de reto (RAHMA et al. 2013; 

GHADIMI et al. 2005). Como elas apresentam maior resolução que a análise 

histopatológica convencional, sua utilização pode facilitar a identificação de 

marcadores tumorais em pequenos fragmentos de tecido, como as biópsias. 

Estes marcadores podem auxiliar tanto na detecção de doença residual 

mínima como na identificação de tumores sensíveis ao tratamento pré-

operatório de quimiorradioterapia e com maiores chances de apresentarem 

resposta completa (CHEN et al. 2011a; GERARD et al. 2012; WEISER et al. 

2014; HABR-GAMA et al. 2015). 

Marcadores moleculares preditivos e prognósticos são alvos de 

estudos realizados em CaRe (KUREMSKY et al. 2009; YOSHIDA et al. 

2011; GRADE et al. 2012; MAMMANO et al. 2012). Entretanto, ainda não 

são utilizados na prática clínica por apresentarem resultados contraditórios e 

por não terem sido validados em grandes estudos prospectivos (MOLINARI 

et al. 2015). 

O antígeno carcinoembriônico (CEA) é, até o momento, único 

marcador recomendado pelo o Grupo Europeu de Marcadores Tumorais 

(GEMT) para acompanhamento de pacientes com CCR; entretanto, não há 

ainda um marcador específico para CaRe (DUFFY et al. 2014). O CEA é 

composto por um conjunto de glicoproteínas relacionadas à adesão celular 

normalmente expressas no intestino e em concentrações muito baixas no 

sangue de indivíduos saudáveis. Altas concentrações séricas estão 
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normalmente associadas à presença de diversos tipos tumorais, 

principalmente CCR (HAMMARSTRÖM 1999). A maioria dos estudos 

demonstra que pacientes com altas concentrações de CEA pré nCRT 

apresenta grandes chances do paciente não atingir resposta completa ao 

tratamento (DAS et al. 2007; HUH et al. 2013; RESTIVO et al. 2013; 

WALLIN et al. 2013; GARLAND et al. 2014; BITTERMAN et al. 2015; JOYE 

et al. 2016; PROBST et al. 2016).  

Os níveis séricos de CEA podem também ser afetados por outras 

condições benignas, como doença mamária benigna, polipose retal, 

pancreatite, obstrução biliar, úlcera péptica, doença inflamatória intestinal, 

cirrose, enfisema pulmonar em tabagistas (SAJID et al. 2007). WALLIN et al. 

(2013) demonstraram que a associação entre baixos níveis de CEA e pCR 

não se mantém em tabagistas. Outros fatores que podem afetar a 

quantidade do CEA na circulação são mutações no domínio PELPK 

(sequência de cinco aminoácidos), pois alteram a capacidade de sua 

eliminação pelo fígado (ZIMMER e THOMAS 2001). Ainda que muitos 

estudos apontem níveis basais de CEA como potencial marcador preditivo 

de resposta à nCRT, nenhum dos fatores mencionados acima foi avaliado 

em detalhes em uma grande série de casos. Os dados descritos em 

literatura apontam para a necessidade de estudos mais elaborados para 

investigar o papel do CEA na predição à neoadjuvância em CaRe. 

A expressão de proteínas envolvidas no reparo do DNA, proliferação, 

angiogênese e apoptose como TP53 (CHEN et al. 2012), EGFR (GIRALT et 

al. 2005; KIM et al. 2006; DVORAK et al. 2012), TYMS (OKONKWO et al. 
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2001; AGUIAR et al. 2005; JAKOB et al. 2008; NEGRI et al. 2008; HUANG 

et al. 2013), Ki-67 (SAIGUSA et al. 2012; JAKOB et al. 2008; KIM et al. 

2006), p21 (REERINK et al. 2004; RAU et al. 2003; BERTOLINI et al. 2007), 

BAX/BCL2 (KUDRIMOTI et al. 2007; CHANG et al. 2005; SAIGUSA et al. 

2012) tem sido extensivamente avaliada, não resultando, porém, em dados 

conclusivos (CHANG et al. 2005; TERRAZZINO et al. 2006; BERTOLINI et 

al. 2007).  

A grande maioria dos estudos que avaliou marcadores moleculares 

em CaRe utilizou a análise de expressão de proteínas por imuno-

histoquímica. A expressão das proteínas PDCD4, EZH2, ASNS, CPS1, 

HER-2, MRP3 em biópsias pré-nCRT foram individualmente analisadas 

(DOU et al. 2014; MENG et al. 2014a e b; LIN et al. 2014; LEE et al. 2014; 

YU et al. 2014). A elevada expressão da proteína PDCD4, assim como a 

baixa expressão de EZH2 foram associadas à boa resposta à nCRT. No 

entanto, no primeiro estudo apenas quatro casos apresentaram pCR e em 

ambos os estudos o tratamento quimioterápico pré-operatório não foi o 

mesmo para todos os pacientes, o que pode representar um viés na 

conclusão dos dados (DOU et al. 2014; MENG et al. 2014a). A associação 

entre a perda da expressão de ASNS e do aumento de CPS1 com pior 

resposta à terapia neoadjuvante foi relatada em dois estudos feitos com o 

mesmo grupo de pacientes asiáticos (LIN et al. 2014; LEE et al. 2014). 

Entretanto, as análises realizadas pelos autores não levaram em 

consideração pCR, e sim níveis de regressão tumoral, questionando as 

implicações futuras desses resultados (LIN et al. 2014; LEE et al. 2014). YU 
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et al. (2014) avaliaram a expressão de MRP3 em biópsias pré-tratamento, 

no entanto, não foi encontrada associação significativa. Além disso, 

nenhuma associação entre resposta à neoadjuvância e expressão de HER-2 

em CaRe foi encontrada por MENG et al. (2014b). A proteína envolvida no 

complexo de Golgi, GOLPH3, foi avaliada por ZHU et al. (2016) em 148 

biópsias de LARC. Os autores encontraram alta expressão da proteína em 

62% de pacientes resistentes à nCRT (TRG0, 1 e 2 do sistema Dworak - 

1997) e em 41% dos bons respondedores (TRG3 e 4). Um estudo recente 

descreveu a expressão de EGFR, BCL-2, p53, Ki67 e VEGFR em 47 

biópsias de LARC pré nCRT. Foi encontrada maior porcentagem de células 

expressando EGFR em casos com pCR comparados aqueles com resposta 

parcial (KUNDEL et al. 2018) 

 

1.3.3 Alterações genômicas 

Ainda que estudos associem mutações no gene KRAS, BRAF e 

PIK3CA com resposta à radioterapia ou quimiorradioterapia (LUNA-PEREZ 

et al. 2000; GARCIA-AGUILAR et al. 2011; LOCHHEAD et al. 2013), outros 

grupos mostram que essas mutações não possuem relação com a resposta 

do paciente ao tratamento (ZAUBER et al. 2009; ERBEN et al. 2011; KIM et 

al. 2013). Essas alterações afetam as vias de sinalização PI3K/AKT ou RAS-

RAF-MAPK, sendo um dos mecanismos mais comuns na carcinogênese 

colorretal (ZEESTRATEN et al. 2012; DERBEL et al. 2013). 

A análise global de alterações somáticas no número de cópias 

genômicas (CNA - copy number alteration, que diverge de variações 
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germinativas encontradas entre as populações - CNV, copy number variants) 

é outra estratégia adotada que tem potencial para identificar marcadores 

moleculares úteis na predição de resposta à nCRT. Um reduzido número de 

estudos utilizou análises de CNAs por aCGH (array-based Comparative 

Genomic Hybridization) para avaliar resposta em CaRe. MOLINARI et al. 

(2011) identificaram alterações em regiões cromossômicas específicas 

(2q21, 3q29, 7p22-21, 7q21, 7q36, 8q23-24, 10p14-13, 13q12, 13q31- 34, 

16p13, 17p13-12 e 18q23), as quais foram capazes de diferenciar tumores 

de pacientes respondedores ao tratamento nCRT dos não-respondedores. 

Em outro estudo, CHEN et al. (2011b) utilizaram a plataforma Human 

Genomic CGH 244A (Agilent) para avaliar CNAs em 95 CaRe tratados com 

nCRT. Comparando o padrão de alterações em pacientes respondedores e 

não respondedores ao tratamento, os autores associaram perdas em 

15q11.1-q26.3, 11q24.3-q25 e 8p12 com ausência de resposta e perda em 

12p13.31 com resposta completa ao tratamento (CHEN et al. 2011b). 

Entretanto, as regiões descritas não foram relatadas em outros estudos. 

GONZALEZ-GONZALEZ et al. (2014) avaliaram a relação entre o número de 

cópias genômicas em biópsias tumorais de reto pré e pós nCRT e resposta 

ao tratamento com o objetivo de avaliar a regressão tumoral. Os autores 

utilizaram a técnica de FISH (Fluorescent in Situ Hybridization) para 51 

sondas distribuídas pelo genoma e detectaram a del(17p) em biópsias de 

pacientes pobremente respondedores e del(1p) em bons respondedores 

(GONZALEZ-GONZALEZ et al. 2014).  
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A presença de aneuploidias (ganho ou perda de um ou mais 

cromossomos, mas não todos do lote) é uma característica comum em 

tumores de origem epitelial, muitas vezes causada por defeitos de 

segregação que levam à instabilidade cromossômica (CIN - Chromosomal 

instability) (THOMPSON e COMPTON 2008). CIN é resultado, entre outros, 

de altos níveis de erros durante a segregação cromossômica, instabilidade 

telomérica e defeitos nos mecanismos de reparo a danos no DNA (PINO et 

al. 2010). Durante esse processo, a deleção de genes supressores de tumor 

e a amplificação de oncogenes favorecem a proliferação indiscriminada de 

células malignas (ZACK et al. 2013). Durante a replicação, o atraso na 

formação do fuso mitótico devido à aneuploidia, leva a um estresse de 

replicação, observado em CCR com elevada CIN. Tamanho estresse, 

desencadeia quebras no DNA gerando cromossomos acêntricos ou 

rearranjados e, consequente, erros durante a divisão celular (TANAKA e 

HIROTA 2016). A via de reparo por recombinação homóloga (HR - 

homologous recombination) é crucial na correção de quebras de dupla-fita 

de DNA geradas nesse processo, defeito nesse mecanismo de reparo 

contribui para o aumento da CIN (LIU et al. 2016) e vem sendo associado à 

maior sensibilidade à quimioterapia (HELLEDAY 2010).  

Em câncer de ovário e mama, pacientes com mutações em genes da 

via de HR apresentam melhor resposta à quimioterapia baseada em platina 

e melhor prognóstico (VENCKEN et al. 2011; MANIÉ et al. 2016; XU et al. 

2017). Além disso, esses casos apresentam melhor resposta quando 

tratados com inibidores da poli-ADP ribose polimerase (PARP), membro da 



19 

	

via de reparo à danos no DNA por excisão de bases (BER - Base excision 

repair), devido à letalidade sintética alcançada (HELLEDAY 2010). O 

comprometimento do reparo por HR pode ser decorrente de diversos 

mecanismos direta ou indiretamente associados com genes da via; como 

mutações, hipermetilação ou alteração da regulação por RNAs não 

codificadores, o que torna inviável a investigação destes diversos fatores na 

prática clínica. Esses tumores, entretanto, apresentam elevada CIN e os 

padrões de alterações resultantes podem ser utilizados como cicatrizes 

genômicas possibilitando a identificação de deficiência na via de HR, em vez 

de focar em um gene específico.  

Análise de alterações no número de cópias genômicas e perda de 

heterozigose foram utilizadas para o desenvolvimento de três escores 

associados à deficiência de HR (HRD - homologous recombination 

deficiency). Utilizando um limiar de 10 segmentos com LOH maiores que 

15Mb, mas menores que um cromossomo inteiro, ABKEVICH et al. (2012) 

conseguiram detectar pacientes com mutação em BRCA1 e BRCA2 com 

uma sensibilidade de 90%. Esse escore (HRD-LOH) também foi capaz de 

identificar pacientes com câncer de mama com maior resposta à 

quimioterapia baseada em platina (TELLI et al. 2015). O escore de 

desequilíbrio alélico telomérico (tAI - telomeric allelic imbalance) avalia o 

número de regiões subteloméricas com desequilíbrio alélico (CNAs ou 

cnLOH - copy neutral LOH) que tem início além do centrômero estendendo-

se até o telômero, sendo positivamente correlacionado com sensibilidade à 

platina (BIRKBAK et al. 2012). O terceiro escore, LST - Large scale transition 
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- considera o número de pontos de quebra que ocorre entre regiões de pelo 

menos 10Mb, sendo o limiar 15 e 20 LSTs para tumores “quase-diplóides” e 

“quase-tetraplóides” respectivamente (POPOVA et al. 2012). 

A associação das cicatrizes genômicas em 15 tipos tumorais usando 

dados do TCGA foram avaliados por MARQUARD et al. (2015). Os autores 

compararam a presença de altos níveis dessas assinaturas com estadio e 

grau tumoral, tabagismo, perda de p53, CIN, índice de integridade 

genômica, frequência de LOH e número total de mutações por amostra. Os 

autores verificaram que tumores de cólon possuem escores altos para as 

diferentes assinaturas e sugerem que uma subpopulação desses tumores 

poderia responder bem ao tratamento com drogas relacionadas à platina; 

entretanto, os tumores de reto não foram incluídos nesse estudo. 

 

1.3.4 Análises de transcritos diferencialmente expressos 

A expressão de transcritos utilizando biópsias pré-operatórias e de 

sangue periférico de pacientes com tumores de reto também vem sendo 

utilizada na identificação de diferenças capazes de identificar casos que 

apresentam resposta ao tratamento neoadjuvante com CRT (Tabela 2). A 

maioria dos estudos utilizou biópsias obtidas previamente ao tratamento com 

nCRT e diferentes plataformas de análise de expressão gênica para 

identificar perfis de expressão que pudessem prever resposta em grupos 

independentes de pacientes submetidos a nCRT (revisado por AKIYOSHI et 

al. 2012). PALMA et al. (2013) utilizaram microarranjos de expressão 

(CodeLink bioarrays - Applied Microarrays, Tempe, AZ, USA) em linfócitos 
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de sangue periférico de 27 pacientes com LARC, detectando 8 genes 

diferencialmente expressos entre os dois grupos de pacientes, entre eles, o 

FALZ, associado com imunidade antitumoral. LOPES-RAMOS et al. (2015) 

realizaram sequenciamento de alto desempenho (SOLiD Sequencing 

Plataform - Life Technologies) em 25 biópsias de reto pré-nCRT divididas 

em grupo treinamento (14 casos) e validação (11 casos) com o objetivo de 

identificar marcadores de pCR. Foram identificados 27 genes 

diferencialmente expressos entre os quatro casos com pCR e os 10 casos 

com pIR no grupo de treinamento. A partir dessa lista de genes, os autores 

desenvolveram algoritmos classificadores (SVM - Suport Vector Machine) 

utilizando subgrupos de 2 a 5 genes que pudessem ser utilizados como 

preditivos de resposta ao tratamento. Os autores identificaram 35 subgrupos 

de genes capazes de predizer resposta com uma acurácia de 81,8%. No 

entanto, para cada grupo de genes, quando observada alta sensibilidade, a 

especificidade era muito baixa e vice-versa (LOPES-RAMOS et al. 2015).  

 



	

22 

Tabela 2 - Estudos de rastreamento de marcadores moleculares por análise de expressão gênica global comparando a 
resposta ao tratamento quimiorradioterápico neoadjuvante em pacientes com câncer de reto. 
 

Referência 
/Ano 

Nº de 
casos 

Plataforma Nº de 
genes* 

Principais vias ou genes alterados Validação

Ghadimi. et 
al. /2005 

30 microarranjo de 
cDNA (9,984 
sondas) 

54 SMC1 microarranjo de oligonucleotídeos 
(22,231 sondas) - 7 amostras 
independentes e 10 repetições. 

Watanabe et 
al. /2006 

35 Affymetrix U95Av2 33 TDGFG3, RAC2, LUM, LGALS1, CYPD, GPX2, 
TYRO3, THBS2, PSPHL 

Mesma plataforma em 17 amostras 
teste 

Kim et al. 
/2007 

31 Affymetrix U133A 261  Mesma plataforma em 15 amostras 
teste 

Rimkus et al. 
/2008 

43 Affymetrix U133 
Plus 2.0 

42 ETS2, Caspase1, SLC35E1 Mesma plataforma em 35 dos 43 
casos 

Brettingham-
Moore et al. 
/2011 

51 Affymetrix U133 
Plus 2.0  

NC Genes da via do TNF Validação de classificadores 
previamente descritos em 3 
trabalhos** e análise funcional por 
IPA. 

Nishioka et al. 
/2011 

17 Microarranjo 
customizado 

17 MMP, NFB, TGFB1, TOP1, ITGB1 Imuno-histoquímica em 17 
amostras 

Chan et al. 
/2013 

31 Almac Diagnostics 
Colorectal Cancer 
DSA® 

3 EHBP1, STAT1 e GAPDH Análise functional pelo IPA 

Supiot et al. 
/2013 

6 54K HG-U133A 
Plus 2.0 Affymetrix 

37 ADAMDEC1, AKAP7, CAPN5, CLIC5, CPE, 
CREB3L1, NEDD4L, RAB27A, ATP2A3, CCL28, 
F2RL2, SLC6A, ISX, PABPC1L, TXNIP, F2RL2, 
SPON1, S100A2, PXDN, TNFRSF11A, ITM2C, 
PVT1, PDCD4 

NC 

Gantt et al. 
/2014 

23 Illumina platform 
Human-6 v2 

812 APOA2, AHSG, DBH, APOA1, APOB, APOC3, 
LMX1A, SOAT2, SLC7A9, TF, LOC729399, 
SERINC5, SCNN1B, ZC3H6, SLC4A4, DTWD2, 
MS4A12, BEX5, MMRN1 e CLCA4 

Mesma plataforma em 10 amostras 
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Cont/ Tabela 2 
 

Referência 
/Ano 

Nº de 
casos 

Amostra Plataforma Nº de 
genes* 

Principais genes alterados Validação (nº de amostras) 

Agostini et 
al. /2015a 

131 BPT Affymetrix U133A/ 
Plus 2.0 

277 AKR1C3, CXCL11, CXCL10, CXCL9, IDO1, 
MMP12, HLA-DRA 

NC 

Agostini et 
al. /2015b 

42 BPT Affymetrix U133A 
Plus 2.0 

19 AGRN, HFM1, CSTF3, RAB6A, PRKRIR, 
C12orf32, XRCC3, CDK10, CDK5R1, 
IL12RB1, BCKDHA, ZNF160, ASXL2, EIF3L, 
PSMD6, MAGI1, RAB7A, SPRY4, CNKSR2 

NC 

Millino et al. 
/2017 

38 BPT Whole Human 
Genome Oligo 
microarray 4X44K 
(V1); 

256 TMEM188, MYO1B, ITGA2, GTSE1, NRG1, 
KLF7, TRAM1, BCL2L13 

Mesma plataforma em 21 
amostras 

*Genes diferencialmente expressos entre pacientes respondedores e não respondedores ao tratamento. **GHADIMI. et al. (2005), KIM et al. (2007), 
RIMKUS et al. (2008). BPT: Biópsias pré-tratamento, SP: Sangue Periférico, IPA: Ingenuity Pathway Analysis. NC: não consta 
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Utilizando a plataforma Illumina Human-6 v2, GANTT et al. (2014) 

identificaram um painel de 812 genes capaz de classificar pacientes não 

respondedores à nCRT com uma sensibilidade e especificidade de 100% 

(p<0,05). A análise foi feita em biópsias pré-tratamento de 23 pacientes com 

câncer de reto em estágio II ou III encaminhados para nCRT e validadas em 

um grupo de 10 casos nas mesmas condições. Ainda assim, o reduzido 

número de casos avaliados e a grande quantidade de genes envolvidos não 

permitiram elucidar os mecanismos de resistência ao tratamento neoadjuvante. 

AGOSTINI et al. (2015a), reanalisaram os dados de três estudos realizados 

com a mesma plataforma (HG-U133, Affymetrix, Santa Clara, CA, EUA) (KIM et 

al. 2007, RIMKUS et al. 2008; AGOSTINI et al. 2015b); surpreendentemente, 

os resultados encontrados não coincidiram. Os principais achados da meta-

análise de novo foram genes relacionados com o sistema imune, 

especialmente CXCL10, IDO1 e AKR1C3 (AGOSTINI et al. 2015a).  

Uma outra estratégia potencialmente útil para identificar marcadores 

preditivos é a análise do secretoma, definido como o conjunto de 

macromoléculas liberadas pelas células na matriz extracelular. As proteínas 

podem ser secretadas no meio extracelular por meio da via clássica, quando 

apresentam um peptídeo sinal; ou da via não-clássica com o auxílio de 

endossomos, exossomos ou passando diretamente através da membrana 

plasmática (LIN et al. 2013). As proteínas secretadas pelas células tumorais 

tem maior probabilidade de serem detectadas no sangue, sendo potenciais 

biomarcadores de fácil aplicação na prática clínica. A proteína BST2, 

selecionada a partir de uma análise do secretoma de linhagens celulares 

tumorais, foi identificada em plasma de pacientes com CCR, conseguindo 
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discriminar pacientes de controles saudáveis (CHIANG et al. 2015). Em adição, 

é possível a predição in silico do secretoma tumoral (CACCIA et al. 2013) a 

partir de dados de transcritos diferencialmente expressos.  

 

1.3.5 Alterações epigenéticas 

Além das alterações genômicas e de transcritos, modificações nos 

mecanismos responsáveis pela modulação da expressão gênica, tem revelado 

potenciais marcadores de resposta ao tratamento (MOLINARI et al. 2013). A 

metilação do DNA é um mecanismo essencial no controle de expressão gênica, 

regulando a acessibilidade à cromatina e a transcrição. Existem cerca de 28 

milhões de sítios CpG no genoma humano, os quais, quando agrupados, são 

chamados de ilhas CpG. Esses conjuntos, encontram-se normalmente na 

região promotora de genes e estão, de modo geral, não metilados em células 

normais, permitindo a expressão de genes necessários ao funcionamento 

celular. A metilação de ilhas CpG em regiões promotoras está, portanto, 

associada à repressão da expressão gênica. Regiões com concentração 

intermediária de CpGs são encontradas, comumente em corpo de genes, cuja 

metilação foi relacionada à ativação da expressão (STIRZAKER er al. 2014). 

Foram descritas regiões com baixa concentração de CpGs, chamadas de 

shores ou shelf (2kb ou 2kb – 4kb das ilhas, respectivamente) (IRIZARRY et al. 

2009) e sítios de CpG isolados espalhados pelo genoma e denominados Open 

Sea (SANDOVAL et al. 2009). Alterações de metilação em regiões intergênicas 

tem se mostrado importantes mecanismos envolvidos no câncer, uma vez que 

essas regiões podem englobar elementos regulatórios distantes como 

enhancers, super-enhancers, regiões promotoras alternativas, sequências 
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codificantes de RNAs regulatórios como miRNAs e long non-coding RNAs 

(JONES 2012, MURTHA e ESTELLER 2016). 

Células tumorais, frequentemente apresentam hipometilação global, que 

leva a uma instabilidade genômica e, hipermetilação de ilhas CpG específicas 

em regiões promotoras, silenciando diversos genes, incluindo supressores 

tumorais (ISSA 2004). Estudos mostram que assinaturas de metiloma são 

capazes de subclassificar tumores (HERNANDEZ-VARGAS et al. 2010), serem 

utilizados como marcadores prognósticos (CARVALHO et al. 2012) e de 

identificar marcadores de resistência inerente ou adquirida à quimioterapia 

(BORLEY e BROWN 2015). A metilação diferencial do DNA em sítios 

específicos também contribuiu para o entendimento da resposta à radioterapia 

com ou sem quimioterapia, em diversos tipos tumorais, incluindo glioblastomas, 

câncer de mama, gástrico e CCR (LV et al. 2016).  

As alterações epigenéticas mais bem descritas relacionadas à resposta 

clínica ao tratamento é a metilação de O6-metilguanina-DNA metiltransferase 

(MGMT) (HEGI et al. 2005). Em LARC, a hipermetilação do promotor de MGMT 

foi associada com melhor resposta ao tratamento por SUN et al. (2014). Além 

de MGMT, GAEDCKE et al. (2014) investigaram 10 regiões diferencialmente 

metiladas capazes de predizer a sobrevida livre de doença (DFS) e resposta à 

terapia em 71 pacientes com LARC. A alteração epigenética mais estudada é o 

perfil de metilação das ilhas CpG de regiões promotoras de genes supressores 

tumorais e de reparo a danos do DNA, denominado fenótipo metilador de ilhas 

CpG (CIMP - CpG island methylator phenotype) (OGINO et al. 2006; GOEL e 

SHIN 2008; KURKJIAN et al. 2008; KIM et al. 2010; LEONG et al. 2011).  



27 

	

Evidências experimentais dão suporte ao papel do CIMP como um 

mecanismo de inativação gênica em vários grupos de CCR (SAMOWITZ et al. 

2005; OGINO et al. 2006). Tal fenótipo é correlacionado significativamente com 

o silenciamento de genes como CDKN2A (p16), MGMT e MLH1 (ISSA 2004). A 

partir desses estudos, painéis de genes com CIMP foram sugeridos com o 

intuito de identificar subtipos tumorais. Uma forte correlação encontrada entre a 

hipermetilação e mutações no gene BRAF e a hipometilação e mutações em 

KRAS sugeriram a associação entre o epigenótipo de metilação e mutação em 

oncogenes (HUGHES et al. 2012). Poucos grupos, no entanto, avaliaram o 

papel preditivo de resposta ao nCRT do perfil de metilação de pacientes com 

CaRe (DE MAAT et al. 2008 e 2010; LEONG et al. 2011; JO et al. 2012).  

MOLINARI et al. (2013) avaliaram o padrão de metilação de tecido retal 

normal e tumoral, identificando diferença nos genes APC, CDKN2A, CHFR, 

RARB e RASSF1bis. Além disso, o grupo relatou a associação entre a 

metilação do gene TIMP3 e a resposta à nCRT (MOLINARI et al. 2013). O 

padrão de metilação global do CaRe é alterado após a nCRT, como 

demonstrado por TSANG et al. (2014) ao compararem amostras pré e pós 

nCRT de 46 LARC (pIR) por imuno-histoquímica, revelando o aumento e 

diminuição de metilação em 28% e 72% dos casos, respectivamente. A 

avaliação das biópsias pré nCRT, incluindo 7 casos com pCR, revelou uma 

correlação significativa com TRG, com os menores níveis de metilação em pCR 

(TSANG et al. 2014).  

HA et al. (2015) avaliaram o perfil de metilação de 45 tumores de reto 

localmente avançados e validaram os principais achados em 67 casos (24 do 

grupo anterior e 43 novos) por pirossequenciamento. Entre seis genes (DZIP1, 
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ZEB1, DKK3, STL, KLHL34 e ARHGAP6) selecionados e avaliados em 67 

amostras, somente a metilação de KLHL34 cg14281612 mostrou forte 

associação com resposta a nCRT. Dessa forma, os autores identificaram uma 

associação entre a hipermetilação no gene KLHL34 com boa resposta ao 

tratamento, sugerindo que esse seja um marcador de radiosensitividade 

nesses tumores. Esses resultados, entretanto, necessitam de validação em 

casuísticas maiores (HA et al. 2015). 

Estudos que consigam identificar marcadores moleculares aplicáveis à 

prática clínica enfrentam dificuldades logísticas que impedem a aplicabilidade 

dos resultados. Para avaliação de marcadores preditivos de resposta 

recomenda-se a utilização de biópsias pré- e pós-tratamento. Entretanto, essa 

estratégia frequentemente não é possível, pois biópsias iniciais comumente 

possuem um tamanho muito pequeno ou não estão disponíveis para pesquisa. 

Além disso, não há tecido residual disponível em pacientes com resposta 

completa e a terapia limita a utilização da amostra nos casos de resposta 

parcial devido aos danos causados ao tecido, impossibilitando o seu uso. 

Desse modo, na maioria dos estudos há limitação do número de técnicas a 

serem utilizadas e redução do poder estatístico de análise dos resultados 

(MOLINARI et al. 2013). Infelizmente, em muitos estudos não há validação dos 

achados em um grupo independente de amostras e que sejam selecionadas 

com os mesmos critérios de inclusão e exclusão adotados quando da sua 

elaboração. 

A resposta à quimiorradioterapia pré-operatória dos cânceres de reto 

varia substancialmente. Apesar da boa resposta ao tratamento neoadjuvante 

estar associada com resultado favorável, até 10% dos pacientes apresentam 
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recorrência e uma média de 20,3% dos casos, metástases à distância 

(ZORCOLO et al. 2012). A habilidade em predizer resposta ao tratamento é 

imprescindível para adotar estratégias de tratamento personalizadas. 

Marcadores moleculares tem potencial para estratificar os pacientes no 

reconhecimento daqueles sensíveis ou resistentes à terapia neoadjuvante. 

Além disso, o melhor entendimento da biologia tumoral auxilia o 

desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas visando menores taxas de 

recidiva com melhor qualidade de vida e sobrevida global para esses 

pacientes.  



30 

	

2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Identificar alterações genéticas e epigenéticas que corroborem para a 

elucidação dos mecanismos de resistência ao tratamento radio e 

quimioterápico neoadjuvante em pacientes com adenocarcinoma de reto. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Identificar alterações genômicas, transcritos diferencialmente expressos 

e perfis de metilação em tumores de reto; 

• Integrar os dados de expressão de transcritos com o perfil de metilação 

e com o de alterações genômicas para identificar candidatos a drivers 

moleculares; 

• Analisar a função dos genes identificados como alterados, avaliando sua 

participação nas vias biológicas alteradas em câncer de reto; 

• Usar as mesmas estratégias para avaliar resposta completa e 

resistência ao tratamento neoadjuvante nos pacientes com câncer de 

reto; 

• Identificar moléculas alteradas capazes de classificar os pacientes de 

acordo com a resposta à terapia; 

• Determinar transcritos que codificam proteínas potencialmente 

secretadas por adenocarcinomas de reto.  
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 CASUÍSTICA 

 

Foram incluídos nesse estudo, 34 amostras de adenocarcinomas de reto 

de pacientes submetidos a tratamento neoadjuvante com quimiorradioterapia e 

10 tecidos normais de reto (necropsias). Os pacientes ou seus responsáveis 

legais assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para 

doação das amostras para a pesquisa. Este projeto foi aprovado pelo Comitê 

de Ética em Pesquisa do A.C.Camargo Cancer Center (n° 1884/14) e do 

Hospital de Câncer de Barretos (HCB, n° 1030/2015) (Anexo 1). 

As biópsias foram obtidas observando-se a determinação exata da 

distância entre o limite distal do tumor e a linha pectínea. Para o estadiamento 

foi solicitado ressonância magnética da pelve, tomografia computadorizada do 

abdome superior, radiografia simples do tórax e dosagem sérica de antígeno 

carcinoembrionário (CEA). 

Após o diagnóstico e estadiamento, todos os pacientes foram 

submetidos ao tratamento neoadjuvante. A radioterapia foi realizada até dose 

total de 5040 cGy, fracionamento diário de 180 cGy, em campos, cinco vezes 

por semana, sendo 4500cGy na pelve, incluindo o sítio primário e drenagem 

linfática, seguido por boost de 540cGy em três frações. Concomitante à 

radioterapia, foi administrado 5- fluorouracil na dose de 1g/m2 ao dia durante 

cinco dias, em infusão contínua de 120 horas, na primeira e na quinta semanas 

de radioterapia. A cirurgia foi realizada obedecendo aos princípios clássicos do 
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tratamento oncológico. Todos os dados referentes ao estadiamento inicial, 

tratamento, resposta patológica após cirurgia assim como outras características 

clínicas e patológicas dos pacientes incluídos no estudo estão descritas na 

Tabela 3. Todas as amostras foram reavaliadas histopatológicamente por um 

único patologista (Dra. Maria Dirlei Begnami, A.C.Camargo Cancer Center). 

A resposta ao tratamento é classificada com base na análise 

anatomopatológica da peça cirúrgica e linfonodos removidos à cirurgia. Foram 

considerados pacientes com resposta patológica completa (pCR) aqueles com 

ausência de células neoplásicas viáveis na peça operatória, linfonodos ou em 

órgãos distantes (ypT0N0M0). A resposta patológica incompleta (pIR) refere-se 

àqueles que não preencherem esses critérios.  

Os pacientes também foram sub-classificados de acordo com o grau de 

regressão tumoral (TRG), baseado em uma versão modificada de Dworak e 

Mandard (SANTOS et al. 2014). Os casos foram divididos em quatro categorias 

de acordo com a porcentagem de células neoplásicas viáveis: Grau 0: 

regressão completa do tumor (0% de tumor residual); Grau I: regressão 

subtotal do tumor (< 25% de células tumorais viáveis); Grau II: regressão 

parcial do tumor (25-50% de células tumorais viáveis); Grau III: regressão 

mínima do tumor (> 50% de células tumorais viáveis). Foram classificados 

como Grau II os casos com regressão completa do tumor, mas linfonodos 

positivos (ypT0N+) (SANTOS et al. 2014). 

Foram coletados 34 casos, dos quais, 11 (32%) atingiram pCR (que 

corresponde a TRG0 na classificação de regressão tumoral) e 23 casos (68%) 

tiveram pIR dos quais 10 (43,5%), 10 (43,5%) e três (9%) foram categorizados 

como Grau I, II e III, respectivamente. Dois casos apresentaram tumores ou 
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lesões benignas prévios ao diagnóstico de CaRe (RET5: leiomioma uterino; 

RET43: nódulos benignos de tireoide e mama). O caso RET2 apresentou 

adenocarcinoma de reto e de colon sincrônicos, sendo incluído apenas nas 

análises genômicas. 

Vinte e um casos reportaram ter história de câncer na família, dos quais, 

oito preenchiam os critérios clínicos para Síndrome de Lynch de acordo com a 

classificação de Bethesda e um caso, de Amsterdam. Entre os oito casos com 

critérios de Bethesda, seis apresentavam expressão das enzimas de reparo de 

malpareamento de bases (MMR) avaliada por imunoistoquímica, dois casos 

não possuíam resultados para esse teste. O caso classificado com critérios de 

Amsterdam também não foi avaliado para as enzimas MMR. O 

sequenciamento do tumor desses três casos, no entanto, não revelou 

mutações nos genes das enzimas de MMR. 
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Tabela 3 - Características clínicas dos 34 pacientes com adenocarcinomas de reto incluídos no estudo. 
 

Variáveis Todos Resposta Completa (pCR) Resposta Incompleta (pIR) p 

Número de casos 
  Gênero Masculino 
  Gênero Feminino 

34 
20 
14 

11 
7 
4 

23 
13 
10 

 
0,73 

IMC (Kg/m2)
Mediana (variação) 

 
26,1 (18-36,2) 

 
25,7 (23,9-36,2) 

 
26,6 (18-31,9) 

 
0,57 

Idade ao diagnóstico (anos) 
Mediana (variação) 

 
56 (26-80) 

 
61 (46-79) 

 
52 (26-80) 

 
0,10 

História Familial de Câncer (%) 
     Relacionados à Síndromes Hereditárias 

21 (62) 
9 

7 (63,6) 
1 

14 (60,9) 
8 

1,00 
0,16 

Hábito Tabagista 13 4 9 1,00 
Etilista 6 3 3 0,36 
Outros Tumores Primários ou Lesões Benignas Prévios *#
 

3 1 2 1,00 

Distância média da Linha Pectínea (cm)
Mediana (variação) 

 
4,0 (0-8) 

 
4,5 (0-8) 

 
4,0 (0-8) 

 
0,66 

Presença de Pólipos 16 6 10 0,73 
CEA pré-tratamento 

Mediana (variação, ng/uL) 
 

4,0 (0,3-568,3) 
 

3,0 (1,2-17,4) 
 

4,6 (0,3-568,3) 
 

0,08 
CA19-9 pré-tratamento  

Mediana (variação, U/mL) 
 

9,9 (0,6-56) 
 

14,0 (7-30,9) 
 

7,6 (0,6-56) 
 

0,42 
Grau de diferenciação 

Bem diferenciado 
Moderadamente diferenciado 
NA 

 
8 

25 
1 

 
1 
9 
1 

 
7 

16 
0 

 
 

0,38 

TNM - cT
T2 
T3 
T4 

 
6 

26 
2 

 
3 
7 
1 

 
3 

19 
1 

 
 

0,48 
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Cont/ Tabela 3 
 

Variáveis Todos Resposta Completa (pCR) Resposta Incompleta (pIR) p 

TNM - cN
N0 
N+ 

 
11 
23 

 
4 
7 

 
7 

16 

 
 

0,72 
TNM - ypT

T0 
T1 
T2 
T3 
T4 

 
12 
1 

12 
7 
2 

 
11 
0 
0 
0 
0 

 
1 
1 

12 
7 
2 

 

TNM - ypN
N0 
N+ 

 
28 
6 

 
11 
0 

 
17 
6 

 

Tempo entre o fim da QRT e a cirurgia (dias)
Mediana (variação) 

 
65,5 (39-250) 

 
63,0 (43-124) 

 
67,0 (39-250) 

 
0,44 

No de LND dissecados 
Mediana (variação) 

 
12 (0-50) 

 
10 (0-29) 

 
13 (4-50) 

 
0,47 

No de casos com LND Positivos  6 0 6  
Seguimento (meses) 

Mediana (variação) 
 

52 (13-93) 
 

47 (13-93) 
 

53 (17-88) 
 

0,79 
Metástases a Distância 

Figado 
Fígado e Pulmão 
Pélvica e Adrenal 
Pulmão 

 
2 
1 
1 
1 

 
0 
0 
0 
0 

 
2 
1 
1 
1 

 

IIQ: Intervalo interquartil, CEA: Antígeno Carcino-embrionário, CA 19-9: Antígeno Carboidrato 19-9, TNM: Classificação Clínica dos Tumores 
Malignos, onde T= extensão do tumor primário, N= metástase em linfonodo regional e M= metástase à distância. cTNM: classificação clínica, 
ypTNM: classificação após tratamento inicial multimodal avaliado por exame histopatológico, QRT: quimio e radioterapia, LND: linfonodos. * 
Leiomioma uterino (RET5) e nódulos benignos de tireoide e mama (RET43). # Tumor de reto e colon sincrônicos (RET2). 
 



	

	

36

3.2 METODOLOGIA 

 

O fluxograma abaixo (Figura 1) esquematiza as etapas realizadas neste 

estudo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
Figura 1 - Fluxograma da metodologia experimental utilizada neste estudo. CaRe: 
Câncer de reto, pCR: resposta patológica completa, pIR: *Resposta parcial ou ausência de resposta 
ao tratamento.TC: tecido tumoral congelado, TFP: tecido fixado em formalina e em blocos de 
parafina, NC: tecido normal congelado, NFP: tecido normal fixado em formalina e em blocos de 
parafina. N= representa os casos efetivamente analisados em cada plataforma nas análises de 
número de cópias genômicas (CytoScan HD), sequenciamento (Painel), metilação global (Infinium-
EPIC) e expressão global (Human Transcriptome Array). NGS: Sequenciamento de alto 
desempenho.  
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3.2.1 Fracionamento celular do material congelado 

Para a realização dos experimentos, as amostras de tecido congelado foram 

submetidas à separação dos componentes celulares - sendo o núcleo e o 

citoplasma utilizados neste estudo e as demais frações, em projetos paralelos 

desenvolvidos por outro grupo de pesquisadores da instituição. As biópsias foram 

submetidas à centrifugação com solução tampão (5 mL/g tecido, 0,25 M sacarose, 

10 mM Tris-HCl, e 1 mM MgCl2) e inibidor de protease na proporção 100:1 

(Protease Inhibitor Cocktail Set V, EDTA-Free, Calbiochem®), como descrito por 

Han et al. (2011). 

 

3.2.2 Purificação dos ácidos nucléicos 

 O DNA foi extraído das frações celulares isoladas das amostras de tecido 

congelado, como descrito acima, e purificado usando o kit DNeasy Tissue and Blood 

(Qiagen, Alemanha), de acordo com as recomendações do fabricante. O RNA foi 

extraído de blocos de parafina usando o protocolo do kit RecoverAll™ Total Nucleic 

Acid Isolation Kit for FFPE (ThermoFisher, EUA), de acordo com as recomendações 

do fabricante. 

 

3.2.3 Investigação de Alterações Genômicas 

3.2.3.1 Alterações no número de cópias genômicas 

As alterações genômicas foram identificadas usando-se a plataforma 

CytoScan HD Array (ThermoFisher), que utiliza microarranjos de alta densidade 

com mais de 2,6 milhões de sondas polimórficas e não-polimórficas compostas por 

25 pares de bases. As 750 mil sondas polimórficas ou de SNPs (para determinação 

alélica) e as 1,9 milhões de sondas não polimórficas (CNVs) permitem detectar 
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ganhos e perdas genômicas a partir de 25-50 kb, assim como regiões com 

mosaicismo e de cnLOH (Copy Neutral Loss Of Heterozygosity).  

Todos os ensaios foram realizados de acordo com o protocolo padrão do 

fabricante. Resumidamente, 250 ng do gDNA foi digerido com a enzima de restrição 

NspI, ligado a adaptadores específicos, amplificado pela PCR com a enzima 

Titanium Taq DNA polimerase (Clontech, EUA) e visualizado em gel de agarose 2% 

(fragmentos entre 150 e 2000 pb). O material amplificado foi purificado utilizando-se 

beads magnéticas e quantificado em NanoDrop® ND1000 (NanoDrop Technologies, 

EUA). Posteriormente, o DNA purificado foi fragmentado com a enzima DNaseI, 

visualizado em gel de agarose 4% (fragmentos entre 25 e 125 pb) e marcado com 

biotina. O DNA marcado foi hibridado por 16-18h a 50°C no GeneChip® 

Hybridization Oven 645 (Affymetrix/ThermoFisher, EUA), lavado e corado no 

GeneChip® Fluidics Station 450 (Affymetrix/ThermoFisher, EUA) e escaneado no 

GeneChip® Scanner 3000 7G (Affymetrix/ThermoFisher, EUA).  

 

3.2.3.2 Sequenciamento de alto desempenho 

A integridade das amostras de DNA foi avaliada utilizando o Agilent Genomic 

DNA ScreenTape (Agilent Technologies, EUA) e o DNA de dupla fita foi quantificado 

usando o Qubit dsDNA BR Assay kit (Life Technologies, EUA). Uma amostra não 

passou nos critérios de qualidade (RET22).  

Um painel customizado com 105 genes (exons e regiões flanqueadoras: 

3’UTR e 5’UTR - SureSelectXT Custom Panel, Agilent) relacionados ao câncer, 

incluindo 13 genes da via de reparo por recombinação homóloga (HR) e cinco da via 

de reparo a erros de pareamento (MMR) foi utilizado na construção das bibliotecas 
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para sequenciamento de alto desempenho de 32 amostras de câncer de reto 

(Anexo 3).  

As bibliotecas foram construídas utilizando o kit SureSelectQXT Library Prep 

(Agilent) de acordo com as instruções do fabricante e sequenciadas no equipamento 

NextSeq 550 (Illumina, EUA). Resumidamente, 50ng de DNA genômico de cada 

amostra foi submetido à fragmentação enzimática e ligação de adaptadores que 

permitem posterior amplificação pela PCR. A amplificação dos fragmentos foi 

realizada com a enzima Herculase II Fusion DNA polymerase (Agilent) e o produto 

foi purificado com beads magnéticas (Agencourt AMPureXP PCR purification bead 

system - Beckman Coulter, EUA). As bibliotecas foram então hibridadas às sondas 

responsáveis por capturar as regiões de interesse. As sequências hibridadas foram 

capturadas por beads magnéticas revestidas de estreptavidina (Dynabeads MyOne 

Streptavidin T1 - ThermoFisher) e amplificadas com concomitante indexação dos 

iniciadores específicos (SureSelectQXT P7 e P5 dual indexing primers, Agilent). O 

produto enriquecido foi purificado com beads magnéticas (AMPureXP - Beckman 

Coulter, EUA). A verificação da qualidade das bibliotecas de DNA indexadas foi 

realizada utilizando a High Sensitivity D1000 ScreenTape (Agilent). O conjunto de 

bibliotecas de 31 amostras com qualidade satisfatória foi reunido em um pool de 10 

nM, desnaturado em NaOH (0,2N) e diluído para 1,4 pM. As amostras foram então 

sequenciadas (2x75 pares de base em corrida pair-end no sequenciador NextSeq, 

Illumina) usando o kit NextSeq 500/550 mid-output (150 ciclos) (Illumina). 

 

3.2.4 Análise do perfil de metilação do DNA  

Amostras de DNA de 33 das 34 biópsias congeladas de adenocarcinoma de 

reto (RET21 não possuía DNA disponível para o experimento) e cinco amostras 
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histopatologicamente normais de reto (obtidas de necropsias) foram utilizadas na 

análise global de metilação. O caso RET2 foi excluído das análises subsequentes 

devido à presença de tumor maligno sincrônico ao diagnóstico de tumor de reto. 

Desta forma, foram incluídos 32 tumores e 5 amostras de tecido de reto normal (TN) 

para a análise final do perfil global de metilação. 

 

3.2.4.1 Modificação do DNA por bissulfito de sódio 

O tratamento do DNA com bissulfito de sódio converte citosinas não 

metiladas em uracilas por um processo de deaminação, mas que não afeta as 5-

metilcitosinas que ficam protegidas da ação do sal pelo radical metil associado ao 

carbono 5 da base nitrogenada. As amostras de DNA foram submetidas ao 

protocolo de modificação por bissulfito utilizando o kit EZ DNA Methylation™ (Zymo 

Research, EUA), de acordo com as instruções do fabricante e com as modificações 

sugeridas pela Illumina.  

Primeiramente, o DNA foi desnaturado pela adição de 100 µL da solução CT 

Conversion em 50 µL de DNA (500ng), resultando em 150µL de produto de reação. 

A conversão foi realizada pela incubação das amostras em um termociclador nas 

seguintes condições: 16 ciclos de 95ºC por 30 segundos e 50ºC por 1 hora, seguido 

de 1 ciclo de 4ºC por 10 minutos. O produto da reação foi transferido para a coluna 

Zymo-Spin™ IC, na qual foram adicionados 400µL do tampão M-Binding. Em 

seguida, foram realizadas lavagens subsequentes com 100µL do tampão M-Wash e 

200µL do tampão M-Desulphonation, sendo repetidas mais duas etapas de lavagem 

com 200µL do tampão M-Wash. Por fim, o DNA convertido foi eluído em 12µL do 

tampão M-Elution. 
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3.2.4.2 Ensaio de Metilação Global 

Os experimentos de metilação global (Infinium Human MethylationEPIC 

BeadChip array, Illumina) foram realizados de acordo com as recomendações do 

fabricante. Esta plataforma permite a análise de mais de 850.000 sítios CpG por 

amostra, incluindo regiões promotoras de miRNAs, enhancers e sítios de ligação de 

fatores de transcrição.  

As amostras convertidas foram amplificadas a partir da adição de 4µL do 

DNA modificado, 20μL do reagente Multi-Sample Amplification 1 Mix (MA1) e 4μL de 

NaOH 0,1N. Posteriormente, foram adicionados 68µL do reagente Random Primer 

Mix (RPM) e 75µL da solução Multi-Sample Amplification Master Mix (MSM) e 

incubadas a 37ºC por 21 horas no forno de hibridação (Illumina). O DNA amplificado 

foi fragmentado com 50µL da enzima Fragmentation solution (FMS) a 37ºC por 1 

hora, seguido da precipitação das amostras, realizada a partir da adição de 100µL 

de Precipitation solution (PM1) e 300µL de isopropanol 100%. A solução foi mantida 

a 4ºC por 30 minutos e precipitada por centrifugação de 3000g a 4ºC, por 20 

minutos. Após a precipitação, o sobrenadante foi removido por inversão da placa, a 

qual foi mantida em temperatura ambiente por 1 hora para secagem do pellet.  

O DNA amplificado e fragmentado foi ressuspendido em 46µL de 

Resuspension, hybridization, and wash solution (RA1) por 1 hora a 48ºC. Em 

seguida, as amostras foram homogeneizadas e desnaturadas a 95ºC por 20 

minutos. Cada BeadChip, com capacidade para oito amostras, foi colocado no 

HybChamberInsert (Illumina) e 26µL de cada amostra ressuspendida foi aplicada na 

parte apropriada do BeadChip, os quais foram então inseridos cuidadosamente na 

câmara de hibridação (Illumina) contendo 400mL de Humidifying buffer (PB2). As 

amostras foram hibridadas aos BeadChips a 48ºC por 21 horas. As amostras de 
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tecido tumoral e normal foram colocadas no mesmo chip para diminuir viés de lote 

ou processamento. 

Após hibridação, os BeadChips foram mantidos em temperatura ambiente por 

30 minutos para resfriamento prévio à lavagem. O processo de lavagem foi feito em 

duas câmaras especiais contendo 200mL de PB1 durante 1 minuto cada. 

Posteriormente, cada BeadChip foi integrado a Flow-Through Chamber para a etapa 

de extensão das bases. As câmaras contendo os BeadChips foram colocadas em 

uma raque na posição vertical a 44ºC, onde uma série de reagentes foram 

dispensados no reservatório apropriado na seguinte ordem: 150µL da solução RA1 

por 30 segundos, 5 vezes; 450µL da solução XStain Bead Chip solution 1 (XC1) por 

10 minutos; 450µL da solução XStain Bead Chip solution 2 (XC2) por 10 minutos; 

200µL da solução Two-Color Extension Master Mix (TEM) por 15 minutos; 450µL de 

formamida 95%/1mM EDTA por 1 minuto (repetido uma vez), seguida de incubação 

final de 5 minutos.  

Ao final da extensão, a temperatura da raque vertical foi reprogramada para 

32ºC e ao atingir a temperatura desejada, uma nova série de reagentes foram 

adicionados e todos os passos repetidos 2 vezes: 450µL de XStain Bead Chip 

solution 3 (XC3) por 1 minuto (repetida mais uma vez); 250µL da solução Superior 

Two-Color Master Mix (STM) por 10 minutos; 450µL de XC3 por 1 minuto (repetida 

mais uma vez), seguido de incubação por mais 5 minutos; 250µL do anticorpo Anti-

StainTwo-Color Master Mix (ATM) por 10 minutos. Após a segunda incubação com 

ATM, foram adicionados ainda: 450µL de XC3 por 1 minuto (repetido mais uma vez) 

seguido de incubação por mais 5 minutos; 250µL de STM por 10 minutos; e por fim, 

450µL de XC3 por 1 minuto (repetida mais uma vez), seguido de incubação por 

mais 5 minutos. 
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A última etapa consistiu na lavagem dos BeadChips em 310mL da solução 

PB1 e em 310mL da solução XStain Bead Chip solution 4 (XC4). Posteriormente, os 

BeadChips foram colocados num suporte para secagem em um dessecador a vácuo 

por 55 minutos e então escaneados usando HiScan Systems (Illumina, EUA). 

 

3.2.5 Análise de expressão de transcritos 

Foi extraído o RNA de 34 biópsias de carcinomas de reto fixadas em 

formalina e em blocos de parafina (FFEP) e de cinco amostras histopatologicamente 

normais de reto (FFEP). Estes casos eram dos mesmos pacientes incluídos na 

análise genômica, perfil mutacional e de metilação global. O caso RET2 foi excluído 

das análises subsequentes devido à presença de tumor maligno sincrônico ao 

diagnóstico de tumor de reto e três amostras (RET3, RET15 e RET26) não 

possuíam RNA de qualidade para a realização dos experimentos. Desta forma, 

foram utilizadas amostras de 30 tumores e cinco tecidos normais de reto (TN) para a 

investigação do perfil de expressão global. 

 

3.2.5.1 Ensaio de expressão global de transcritos 

Para identificar os perfis de expressão gênica dos tecidos normais e tumorais, 

foi utilizada a plataforma de alta resolução GeneChip™ Human Transcriptome Array 

2.0 (HTA, ThermoFisher). A plataforma possui sondas distribuídas por toda a 

extensão do gene, incluindo sondas específicas cobrindo regiões de splicing, 

proporcionando assim uma imagem mais completa e exata da expressão gênica 

global com a capacidade adicional para análise de transcrição de todas as 

isoformas conhecidas produzidas por um gene. Como esta análise foi realizada em 

amostras FFPE, foi utilizado o kit SensationPlus™ FFPE Amplification and WT 
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Labeling Kit (ThermoFisher) para síntese, amplificação e marcação de cDNA. Esse 

kit foi especialmente desenvolvido para superar os problemas de degradação e 

fragmentação desse tipo de amostra, sem requerer alta concentração de RNA 

inicial.  

As etapas de processamento das amostras de RNA foram realizadas de 

acordo com as recomendações do fabricante. Um conjunto de controles de RNA 

poli-A, fornecido pelo fabricante, projetado como controles positivos para monitorar 

todo o processo de marcação das amostras, foi adicionado às amostras antes do 

início do processamento. Resumidamente, 100ng de RNA total foram utilizados para 

a síntese de cDNA. Após uma incubação inicial de 10 minutos a 80°C com os 

iniciadores RT, as amostras foram submetidas à ação da transcriptase reversa por 

1h a 42°C e 2 minutos a 25°C. O produto foi purificado usando beads magnéticas 

em lavagens seriadas com etanol 70% e ressuspendido em 14L de água livre de 

nucleases a 65°C. Em seguida, foi sintetizada a região promotora no cDNA. 

Inicialmente, uma cauda poli-A foi incorporada à extremidade 3’ do cDNA (Terminal 

Deoxynucleotidyl Transferase e dATP), onde ocorreu a hibridação de um oligo T7 

dT, gerando uma região promotora de dupla fita no cDNA. Esse promotor permitiu a 

transcrição in vitro do cDNA pela T7 RNA polimerase (17h a 37°C) em RNA sense. 

A purificação do RNA sense foi realizada com beads magnéticas em lavagens 

seriadas com etanol 70% e ressuspendido em 23L de água livre de nucleases a 

65°C. Para realizar a marcação das amostras, 10 - 25g de RNA sense foram 

convertidos em cDNA de dupla fita (ds-cDNA) utilizando uma primeira etapa com 

transcriptase reversa (42°C por 2h e 25°C por 2 minutos) e uma segunda etapa com 

a enzima Klenow (37°C por 40 minutos, 75°C por 10 minutos e 4°C por 2 minutos). 

Após incubar as amostras com 2L de WT Stop Solution (65°C por 30 minutos e 
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25°C por 2 minutos) e 8L de WT Neutralization Mix (temperatura ambiente), o ds-

cDNA foi purificado usando beads magnéticas em lavagens seriadas com etanol 

70% e ressuspendido em 25L de água livre de nucleases a 65°C. Um total de 6g 

de ds-cDNA foi utilizado para fragmentação e marcação das regiões terminais com 

biotina, feitas com incubação das amostras combinadas ao Fragment and label 

Buffer and Enzyme master mix a 37°C por 60 minutos, 93°C por 2 minutos e 4°C por 

2 minutos. Às amostras marcadas foi adicionado o mix de hibridação composto de 

Control oligo B2 (3nM), 20X Hybridization controls - bioB, bioC, bioD e cre, 2X 

hybridization mix, DMSO e água ultrapura estéril. Esta solução foi incubada a 99°C 

por 5 minutos e 47°C por pelo menos 5 minutos até colocar nos chips. A solução foi 

inserida nos GeneChip® Probe Array (49-format) e hibridada em forno por um 

período de 16 horas à 47°C e 60rpm. A revelação e a lavagem dos GeneChips 

foram realizadas de forma automatizada na GeneChip Fluidics Station 450 

(Affymetrix/ ThermoFisher, EUA), segundo o protocolo Expression Wash, Stain and 

Scan User Manual for Cartridge Arrays (P/N 702731 Rev. 4) e o escaneamento foi 

realizado no Affymetrix GeneChip Scanner 7000 (Affymetrix/ ThermoFisher, EUA). 
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3.3 METODOLOGIA DE ANÁLISE DOS DADOS  

 

 

3.3.1 Módulo 1 - Avaliação das alterações encontradas em câncer de reto: 

Comparação entre amostras tumorais e normais 

 

3.3.1.1 Análise dos resultados dos arrays de metilação 

Os dados brutos gerados (formato .IDAT) foram submetidos ao controle de 

qualidade usando o software Genome Studio v. 2.0.2 (Illumina) e normalizados 

usando a ferramenta de estatística R v.3.3.2 (http://www.r-project.org). 

Subsequentemente, foram removidas as sondas mapeadas nos cromossomos 

sexuais, sondas cross-reativas e aquelas com valor de p de detecção média baixo, 

como descrito por PIDSLEY et al. (2016). As sondas mapeadas em regiões de 

SNPs conhecidos foram removidas com o pacote minfi do Bioconductor (ARYEE et 

al. 2014). As sondas diferencialmente metiladas entre os tumores e o TN foram 

identificadas usando o pacote limma (RITCHIE et al. 2015). O valor de p ajustado 

(FDR) < 5% e |∆β| > 0,15 foram utilizados para selecionar sondas significativas, as 

quais foram anotadas usando o MethylationEPIC_v-1-0_B2 (Illumina). 

 

3.3.1.2 Análise de expressão de transcritos 

 Análise dos resultados do array de expressão de transcritos 

Os arquivos CEL foram gerados e analisados pelos programas Affymetrix® 

GeneChip® Command Console® (AGCC) 4.0 e Expression Console v.1.4.1, 

respectivamente, usando o algoritmo SST-RMA (Signal Space Transformation - 

Robust Multi-array Analysis). O método RMA executa a correção do ruído de fundo, 
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a normalização dos dados e a sumarização das sondas para converter os níveis de 

intensidade das mesmas em valores de expressão (IRIZARRY et al. 2003). O 

método SST-RMA inclui a redução de ruído de fundo GC4 (correção que leva em 

conta os níveis de GC, versão 4) e normalização de intensidade SST, que ajusta os 

níveis de intensidade das sondas.  

Dois casos apresentaram qualidade insatisfatória e foram excluídos das 

análises (RET18 e RET22), totalizando 33 casos avaliados (28 amostras tumorais e 

5 TN). Para selecionar sondas significativas foi utilizado o valor de p ajustado (FDR) 

<0,05 e fold change |FC| > 1,5. 

 

3.3.1.3 Comparação com dados externos e análise integrada - TCGA 

Os dados de metilação e de transcriptômica que estavam disponíveis pelo 

TCGA para câncer de reto foram obtidos pelo UCSC Xena website 

(http://xena.ucsc.edu) e utilizados para realizar análises comparativas com os dados 

internos desse estudo. Dessa forma, foram incluídos dados de metilação de 99 

tumores (sendo 11, 32, 38 e 14 casos com estadio I, II, III e IV, respectivamente e 4 

casos sem informação) e sete TN (Infinium Human Methylation 450K BeadChip, 

Illumina) (TCGA). Igualmente, foram incluídos os dados de expressão de transcritos 

provenientes de 94 tumores (sendo 12, 26, 33 e 13 casos com estádio I, II, III e IV, 

respectivamente e 10 casos sem informação) e 10 TN (RNAseq versão 2) (TCGA).  

Os transcritos com expressão diferencial em CaRe (FDR < 5%) identificados 

nos dois grupos (interno e TCGA) foram avaliados pelo programa IPA (Ingenuity 

Pathway Analysis v.2.3) para o enriquecimento de vias canônicas desreguladas 

nesses tumores.  
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A análise de integração entre os dados de metilação e expressão de 

transcritos (internos e externos) foi realizada usando o teste de correlação de 

Pearson. Os genes com correlação significativa (p < 0,05) negativa (expressão 

aumentada e hipometilação ou expressão diminuída e hipermetilação) ou positiva 

(expressão e metilação ambas aumentadas ou diminuídas) utilizando os dois 

conjuntos de amostras foram utilizados para avaliação in silico de vias alteradas por 

metilação em CaRe pelo programa IPA. 

 

3.3.2 Módulo 2 - Avaliação das alterações encontradas em câncer de reto de 

acordo com resposta ao tratamento neoadjuvante 

 

3.3.2.1 Investigação de Alterações Genômicas 

 Alterações no número de cópias genômicas 

Os arquivos CEL foram gerados e analisados pelos programas Affymetrix® 

GeneChip® Command Console® (AGCC) 4.0 e Chromosome Analysis Suite v3.1 

(ChAS) (Affymetrix/ThermoFisher, EUA), respectivamente. Considerou-se pelo 

menos 25 sondas alteradas para perdas, 50 para ganhos e uma região de pelo 

menos 5Mb para cnLOH, como previamente descrito (VILLACIS et al. 2016). A partir 

dessa análise, obteve-se uma lista de segmentos ou regiões alteradas para cada 

amostra, mapeadas no genoma de referência hg19. Regiões com variantes comuns 

foram definidas como aquelas presentes em mais de 1% da população sendo 

pesquisadas no Database of Genomic Variants (DGV, 

http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home, acesso maio de 2016) e Affymetrix Database of 

Variants (aDGV composto por 2.421 amostras de indivíduos fenotipicamente 

saudáveis avaliados pela plataforma CytoScan HD array). 
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 Identificação de regiões preferencialmente alteradas em câncer de reto 

de acordo com a resposta ao tratamento neoadjuvante 

Para a identificação de regiões diferencialmente alteradas entre pCR e pIR foi 

utilizada a ferramenta online CoNVaQ (LARSEN et al. 2018). A ferramenta compara 

as regiões comumente alteradas em dois grupos de amostras usando o teste exato 

de Fisher. Além disso, CoNVaQ calcula valores de p empíricos (pE) para regiões 

correspondentes executando repetidamente o mesmo teste enquanto alterna 

aleatoriamente as amostras de cada grupo de estudo (teste de permutação). O pE 

determina a probabilidade de encontrar uma região correspondente de mesmo 

tamanho ou maior, quando o tamanho de cada grupo é preservado, mas as 

amostras são distribuídas aleatoriamente entre os grupos. A posição e o tipo dos 

segmentos CNV/CNA individuais não são alterados por essa estratégia. 

 

 Cálculo dos escores de instabilidade genômica e de deficiência da via 

de recombinação homóloga 

O escore ou index de instabilidade genômica (GII) foi definido como a fração 

de cada cromossomo com alterações no número de cópias (número total de pares 

de bases cobertas por segmento dividido pelo comprimento total do cromossomo) 

(LIU et al. 2016). O escore foi calculado com base nos segmentos obtidos da 

análise realizada usando o ChAS 3.1 e genoma de referência hg19. 

Os seguintes escores relacionados à deficiência da via de recombinação 

homóloga (HRD) foram calculados de acordo com os algoritmos descritos por 

MARQUARD et al. (2015):  

 Large-Scale Transitions (LST): Para o cálculo de LST, regiões com alteração 

no número de cópias menores que 3Mb foram filtradas e submetidas a 
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smoothing. O termo smoothing se refere à incorporação dos segmentos de 

extensão menor aos segmentos adjacentes com diferente número de cópias 

e extensão maior. Posteriormente, o número de pontos de quebra que ocorre 

entre regiões de pelo menos 10Mb foi contabilizado para cada braço 

cromossômico de uma amostra; a soma desses eventos resulta no valor de 

LST para determinada amostra. O limiar para diferenciar LST alto ou baixo 

(POPOVA et al. 2012) foi estabelecido de acordo com a ploidia de cada 

amostra, (calculada como descrito por MARQUARD et al. 2015), sendo o LST 

de 15 ou 20 para tumores “quase-diploides” ou “quase-tetraploides” 

respectivamente (Figura 2A) 

 Loss of Heterozygosity (LOH): Representa o número de regiões com cnLOH 

maior que 15Mb e menor que um cromossomo inteiro. Escores maiores que 

10 indicam a presença de HRD (ABKEVICH et al. 2012) (Figura 2B). 

 Telomeric Allelic Imbalance (tAI): Refere-se ao número de regiões 

teloméricas com desequilíbrio alélico que se estendem até a região 

subtelomérica sem ultrapassar o centrômero (BIRKBAK et al. 2012). Os 

valores de tAI foram calculados considerando-se as modificações propostas 

por MARQUARD et al. (2015). Em suma, analisa-se o número de cópias 

global para cada cromossomo de forma independente e usando esse valor 

como base, contabiliza-se o número de eventos com tAI para o genoma de 

determinado tumor (Figura 2C). A mediana foi utilizada para categorizar os 

casos com escore alto e baixo. 
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Fonte: Adaptado de MARQUARD et al. (2015). 

Figura 2 - Visualização esquemática dos segmentos computados pelos três 

diferentes escores relacionados à deficiência da via de recombinação homóloga. 

Cinza claro e escuro representam cromossomos de origem materna e paterna. A. Large-scale 

transition (LST): número de pontos de quebra entre regiões adjacentes de pelo menos 10 Mb. B. 

Loss of heterozygosity (LOH): regiões com cnLOH maiores que 15 Mb, mas menores que o 

cromossomo inteiro. C. Telomeric allelic imbalance (tAI): regiões subteloméricas com desequilíbrio 

alélico que tem início além do centrômero estendendo-se até o telômero. 

 

 Sequenciamento de alto desempenho 

Os dados gerados a partir do sequenciamento foram analisados de acordo 

com o pipeline estabelecido pelo grupo de bioinformática e seguindo 

recomendações da literatura (desenvolvido por Mads Malik Aagaard, Department of 

Clinical Genetics, Vejle Hospital, DK). Em resumo, os dados brutos foram extraídos 

após o sequenciamento e as amostras identificadas e separadas do pool (processo 

denominado demultiplexação). Os reads resultantes foram mapeados no genoma de 

referência humano UCSC hg19 usando o algoritmo de alinhamento BWA (LI e 

DURBIN 2009). A identificação das variantes e a filtragem de qualidade das 

variantes foram realizadas com Genome-Analysis-Toolkit - GATK (DEPRISTO et al. 

2011). As variantes resultantes foram anotadas principalmente utilizando as 

A. LST B. LOH C. tAI 

Estende-se 
até o 

telômero 
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ferramentas ANNOVAR (WANG et al. 2010), GATK e SnpEff (CINGOLANI et al. 

2012).  

O programa Ingenuity Variant Analysis (Qiagen) foi usado para classificar as 

variantes de acordo com o American College of Medical Genetics and Genomics 

(ACMG) (RICHARDS et al. 2015). Foram excluídas as variantes consideradas 

benignas ou provavelmente benignas. Em seguida, foram excluídas as variantes 

com frequência > 0,01 nos bancos de dados: Genetic Association Database (GAD) 

(BECKER et al. 2004) e/ou no The Exome Aggregation Consortium (ExAC) (LEK et 

al. 2016).  

As demais variantes foram curadas manualmente usando o programa 

Genome Browse (Golden Helix Inc., EUA). As variantes mapeadas em regiões de 

homopolímeros também foram excluídas. Foi aplicada uma filtragem adicional 

excluindo-se variantes de significância incerta (VUS, classificadas pela ACMG) com 

valor do escore Combined Annotation Dependent Depletion (CADD) < 3,0. O 

resumo do pipeline básico de análise, anotação e filtragem de variantes está 

esquematizado na Figura 3. 
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Figura 3 - Pipeline utilizado para o processamento dos dados brutos provenientes 

do sequenciamento de 105 genes relacionados ao câncer em 31 biópsias de câncer 

de reto. Estão apresentados os pacotes, programas ou banco de dados utilizados para 

comparações de frequências alélicas e de classificação das variantes. Também estão representados 

os passos para filtragem e seleção de variantes. BD: banco de dados; var.: variantes; GC: genoma 

completo. 

 

3.3.3 Dados do TCGA - The Cancer Genome Atlas 

Para o cálculo do GII, descrito na sessão anterior, foram obtidos os dados de 

alterações genômicas de 165 tumores de reto (sendo 30, 51, 50 e 25 casos com 

estádio I, II, III e IV, respectivamente e 9 casos sem informação) disponíveis pelo 

TCGA (https://tcga.xenahubs.net/download/ 

TCGA.READ.sampleMap/SNP6_nocnv_genomicSegment.gz). O perfil mutacional 

de 145 desses casos (sendo 28, 48, 42 e 120 casos com estádio I, II, III e IV, 

respectivamente e 7 casos sem informação) estavam disponíveis e foram avaliados 

utilizando cBioPortal (acesso março, 2018 http://www.cbioportal.org/). Até o 
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presente, não há dados de resposta à terapia neoadjuvante nos casos de CaRe do 

TCGA, impedindo tais comparações com os resultados obtidos no presente estudo. 

 

3.3.4 Análise do perfil de metilação do DNA  

O controle de qualidade e o pré-processamento dos dados brutos foi 

realizado como descrito no item 3.3.1. As sondas com desvio padrão maior que 0,2 

foram utilizadas como input para o BRB array tools (http://linus.nci.nih.gov/BRB-

ArrayTools.html). A análise de agrupamento hierárquico não supervisionado foi 

realizada utilizando a distância Euclidiana. Foram identificadas sondas 

diferencialmente metiladas nas comparações entre cada grupo (pCR e pIR) com o 

TN usando o pacote limma (Ritchie ME, et al. 2015). O valor de p ajustado (FDR) 

<5% e |∆β| > 0,15 foram utilizados para selecionar sondas significativas, as quais 

foram anotadas usando o MethylationEPIC_v-1-0_B2 (Illumina).  

As sondas diferencialmente metiladas exclusivas da comparação de cada 

grupo (pCR e pIR versus TN) foram utilizadas para o desenho de um modelo 

preditivo de resposta à nCRT. O método de eliminação de características recursivas 

(Recursive Feature Elimination) foi utilizado para selecionar três sondas, as quais 

foram usadas na Análise Diagonal Linear Discriminante (DLDA) para o treinamento 

de um classificador (DUDOIT S et al. 2002). A performance do mesmo foi calculada 

usando o teste leave-one-out cross-validation (LOOCV, BRB array tools v. 4.4.0). 
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3.3.5 Análise de expressão de transcritos 

3.3.5.1 Análise dos resultados da expressão global de transcritos 

O pré-processamento e análise dos dados de expressão foram avaliados 

como descrito na sessão 3.3.2.1. Os valores de expressão das sondas foram 

comparados entre cada grupo de casos (pCR e pIR) e o grupo de TN usando o 

pacote limma (RITCHIE et al. 2015) disponível para o programa R (https://www.r-

project.org/). Para selecionar sondas significativas foi utilizado FDR <0,05 e |FC| > 

1,5. O enriquecimento de vias foi realizado utilizando o programa Ingenuity Pathway 

Analysis (IPA, Qiagen).  

Foi realizada uma análise de secretoma com o intuito de identificar proteínas 

secretadas pelos tumores de reto com potential para estarem presentes na 

circulação, demonstrando assim, serem candidatas a biomarcadores em biópsia 

líquida. Para cada grupo, genes diferencialmente expressos com FC > 1,5 foram 

selecionados para a identificação de produtos possivelmente secretados pelo tumor. 

Inicialmente, a identificação das proteínas traduzidas pelos genes diferencialmente 

expressos e aquisição da sequência de aminoácidos de cada uma delas foi 

realizada usando UniProtKB (http://www.uniprot.org). Foram avaliadas somente 

sequências revisadas e com no máximo 4.000 aminoácidos. Os arquivos FASTA 

gerados por UniProtKB foram utilizados como ferramentas de predição de proteínas 

secretadas dos servidores CBS: SecretomeP 2.0, SignalP 4.1 e TargetP 1.1 

(disponíveis em http://www.cbs.dtu.dk/services/).  

A ferramenta TargetP é utilizada para a predição de localização de proteínas 

baseado na presença de sequências na região N-terminal que indiquem 

direcionamento mitocondrial (mTP) ou peptídeo-sinal da via secretora (SP). Em 

adição, SignalP prevê a presença e a localização dos sítios de clivagem do 
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peptídeo-sinal nas sequências de aminoácidos de diferentes organismos, 

identificando proteínas secretadas pela via clássica. O método incorpora uma 

previsão de locais de clivagem e uma predição de peptídeo-sinal/peptídeo não sinal 

com base em uma combinação de várias redes neurais artificiais. A ferramenta 

SecretomeP permite predizer as proteínas secretadas pela via não clássica, ou seja, 

sem a presença do peptídeo-sinal. O método consulta um grande número de outros 

servidores para obter informações sobre vários aspectos pós-translacionais e de 

localização da proteína, que são integrados na previsão final de secreção. A 

comparação entre os resultados dos três bancos de dados foi realizada para 

selecionar os candidatos com maior potencial para serem investigados em biópsias 

líquidas.  

Proteínas identificadas como secretadas pelas vias clássica (SignalP) e não 

clássica (SecretomeP) que não possuíam como alvo a mitocôndria (TargetP) foram 

selecionadas para uma investigação detalhada em bancos de dados de proteínas 

secretadas em vesículas e no plasma: ExoCarta (http://www.exocarta.org/), 

Vesiclepedia (http://www.microvesicles.org/) The Plasma/ Proteome database 

(http://plasmaproteomedatabase.org), Cancer Secretome 

(http://www.cancersecretome.org/), EVpedia (KIM et al. 2015). 

 

3.3.6 Análise Integrada 

Foi empregada uma abordagem baseada na análise integrada dos dados de 

expressão de mRNA (HTA 2.0, Affymetrix) e de metilação (Infinium Human 

MethylationEPIC BeadChip array, Illumina) para identificar sondas/genes com 

correlação positiva e negativa e possíveis marcadores implicados na resposta ao 

tratamento neoadjuvante. 
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Foram identificados genes diferencialmente expressos utilizando o modelo 

linear do pacote limma (RITCHIE et al. 2015) para a comparação de cada grupo de 

casos (pCR ou pIR) com o tecido normal (TN). O valor de p ajustado (FDR) <0,05 foi 

utilizado para selecionar genes/sondas significativas. Utilizando os dados de 

transcriptômica e metiloma, foram selecionados genes/sondas com correlação 

negativa (expressão aumentada e hipometilação ou expressão diminuída e 

hipermetilação) ou positiva (expressão e metilação ambas aumentadas ou 

diminuídas). Foram considerados significativos os dados de correlação de Pearson 

com p<0,05. 

 

3.3.7 Análise Estatística 

Análises estatísticas foram realizadas usando os programas SPSS (SPSS 24 

Inc, EUA), MedCalc v. 18 (https://www.medcalc.org) e CoNVaQ (LARSEN et al. 

2018). Variáveis categóricas e contínuas relacionadas aos dados clínicos foram 

comparadas por teste exato de Fisher e teste U de Mann-Whitney, respectivamente. 

Múltiplos grupos foram comparados usando o teste não paramétrico de Kruskall-

Wallis. Para a realização das análises não supervisionadas foi utilizado o programa 

BRB-array v.4.5.1 (SIMON et al. 2007). 
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4 RESULTADOS 

  

 

Os resultados da análise do número de cópias genômicas (ganhos, perdas, 

cnLOH) e do perfil mutacional de 33 carcinomas de reto estão apresentados em 

detalhes no Anexo 3. 

 

4.1 MÓDULO 1 - AVALIAÇÃO DAS ALTERAÇÕES ENCONTRADAS EM 

CÂNCER DE RETO: COMPARAÇÃO ENTRE AMOSTRAS TUMORAIS E 

NORMAIS. 

 

4.1.1 Análise dos Dados de Metilação 

As mais de 850 mil sondas incluídas na plataforma Infinium MethylationEPIC 

(Illumina) foram estratificadas de acordo com a distribuição genômica onde estão 

localizadas: região intergênica, região promotora e corpo de genes ou 3’UTR. Em 

relação ao contexto de CpGs, as sondas foram classificadas como: dentro de ilhas 

CpG, em regiões shore/ shelf (1 a 2.000 pares de bases/ 2.001 a 4.000 pb distante 

da ilha CpG) e CpGs isolados em regiões open sea (mais de 4.000 pb distante da 

ilha CpG). 

 

4.1.1.1 Perfil de metilação de câncer de reto (CaRe) comparado ao tecido 

normal (TN) de reto 

Inicialmente, foi realizada uma análise do perfil de metilação dos carcinomas 

de reto como um todo e os resultados foram comparados a dados externos para 

validação cruzada. Como não há dados de metilação publicados em CaRe 
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empregando a mesma plataforma que o presente estudo, foram usados dados do 

TCGA, com plataforma menos robusta (Infinium Methylation450, Illumina). A 

plataforma Infinium MethylationEPIC (Illumina), utilizada neste estudo, apresenta 

mais de 850 mil sondas com maioria mapeada em corpo de gene ou em região 

3’UTR (40%) e nas regiões de open sea (56%), enquanto a plataforma Infinium 

Methylation450 (Illumina), com 485.512 sondas, possui a maioria das sondas 

localizadas em região promotora (41%) e uma distribuição mais homogênea em 

relação ao contexto CpG (36%: ilhas, 33%: open sea, 31%: shore/ shelf). A Figura 4 

representa a comparação entre os dados obtidos no presente estudo e os obtidos 

da análise de dados do TCGA. 

A comparação entre as 32 amostras de CaRe e 5 de TN, usando a 

plataforma Infinium MethylationEPIC (Illumina), revelou 76.095 sondas   

diferencialmente metiladas (DM) (limma, FDR<5%; |∆β| > 0,15), sendo 59.044 CpGs 

hipometiladas (78%) e 17.051 CpGs hipermetiladas (22%). A maioria das sondas 

hipometiladas estava localizada em regiões intergênicas (46%) e nas regiões open 

sea (81%), enquanto a maior parte das sondas hipermetiladas estava mapeada em 

regiões promotoras (43%) e em ilhas CpG (50%) (Figura 4A). 

Utilizando os resultados de metilação do TCGA (99 CaRe e 7 TN), foi 

verificado 54.328 sondas DM, das quais, 33.297 (61%) e 21.031 (39%) estavam 

hipometiladas e hipermetiladas, respectivamente. A maioria das sondas 

hipometiladas encontrava-se distribuída nas regiões intergênica (38%) e open sea 

(63%) e, hipermetiladas, nas regiões promotora (43%) e de ilhas CpG (64%) (Figura 

4B). Essas proporções foram similares às descritas para o grupo de casos do 

presente estudo. Entre as 76.095 sondas DM identificadas neste estudo, 34,7% 
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estavam também na plataforma 450K e 81,2% delas foram validadas usando os 

dados do TCGA.  
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Figura 4 - Representação esquemática da distribuição genômica e do contexto CpG 

das sondas diferencialmente metiladas identificadas nas amostras de câncer de reto 

e das sondas presentes nas plataformas utilizadas em cada estudo. A: Sondas com 

metilação diferencial detectadas neste estudo (32 CaRe e 5TN) foram obtidas usando a plataforma 

Infinium Human Methylation EPIC (850K, Illumina) B: Sondas diferencialmente metiladas 

identificadas nos casos de câncer de reto disponíveis no TCGA (99 CaRe e 7 TN) e investigadas 

pela plataforma Infinium Human Methylation 450K (Illumina) 
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4.1.2 Análise de Expressão Global de Transcritos 

4.2.2.1 Perfil de expressão de câncer de reto  

Foram identificados 737 transcritos diferencialmente expressos (DE) em 28 

CaRe comparados com cinco TN (FDR < 5%), sendo 567 sondas de transcritos 

codificadores (262 FC> 1,5 e 305 FC< -1,5) e 170 de não-codificadores (110 FC> 

1,5 e 60 FC< -1,5). Os dados de transcritos DE disponíveis pelo TCGA (94 CaRe e 

10 TN) foram utilizados para a comparação com os achados desse estudo. Entre os 

9.280 transcritos DE identificados no TCGA, 454 também estavam DE no nosso 

estudo, sendo 437 na mesma direção. 

Os genes DE nas duas análises (dados internos e do TCGA) foram utilizados 

para identificar vias desreguladas em CaRe usando o programa IPA, sendo 

detectadas 18 vias (Tabela 4). As cinco vias mais significativas foram Cell Cycle: 

G2/M DNA Damage Checkpoint Regulation, Phospholipase C Signaling, Protein 

Kinase A Signaling, ILK Signaling e Cyclins and Cell Cycle Regulation. 
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Tabela 4 - Vias canônicas alteradas em câncer de reto, identificadas usando o programa Ingenuity Pathway Analysis a 
partir de genes diferencialmente expressos identificados nos dados internos e do TCGA. 
 

Vias Canônicas IPA Genes p-valor 
p-valor

corrigido 
z-score 

Cell Cycle: G2/M DNA 
Damage Checkpoint 

Regulation 

PRKDC,CKS2,YWHAG,CDK7,ABL1,CCNB2,AURKA,CDK1,CHEK1,CCNB1,SKP2, 
KAT2B,CKS1B,TOP2A,BORA,ATR,BRCA1,SFN 

7E-07 4E-04 -2,3 

Phospholipase C Signaling 

RALA,MYL6,PLA2G10,ARHGEF7,FCGR2B,NFATC1,PLCD1,PLCD3,PPP1R12B,PLCE1, 
AHNAK,RHOB,ADCY5,MAPK3,PLA2G5,RHOU,PRKCE,PLCD4,MYL3,ITK,SRC,HDAC9, 
ADCY2,HDAC4,HDAC2,RRAS,GNG2,ITGA2,ADCY6,PPP1R14A,CD79A,ITPR1,NFATC4, 
PLA2G2A,MYL9,BTK,CALM1 (includes others),PLA2G2D,GRAP2,PLCG2,MEF2D,LYN, 

MEF2C,FNBP1,PRKCB 

5E-05 2E-03 -3,5 

Protein Kinase A Signaling 

MYL6,PDE3A,ACP1,PTK2,PLCD3,PLCE1,PDE7B,ADCY5,MAPK3,RYR3,CDC16,EYA2, 
MYL3,CDC25A,PDE2A,YWHAG,ADD2,GNG2,PPP1R14A,ITPR1,ANAPC7,CNGA3,MYL9, 

PTPRH,PYGM,DUSP1,PLCG2,PDE1B,PTPRS,DUSP4,PTPN21,CAMK2G,AKAP12,PTK2B, 
PDE7A,PPP1R3C,MYLK,PDE1A,AKAP7,PTPN12,NFATC1,AKAP11,MPPE1,CDKN3, 

PLCD1,PTPN4,GLI3,FLNA,DCC,PTPRZ1,PRKCE,PDE4D,CTNNB1,PLCD4,MTMR3,PLN, 
ADCY2,PDE9A,ADCY6,AKAP6,NFATC4,TCF7L1,CALM1 (includes others), 

FLNC,ADD1,PDE5A,SFN,ELK1,PRKCB 

1E-05 2E-03 -2,6 

ILK Signaling 

MYL6,ILK,PPP2R3B,ITGB8,MYH11,CCND1,ITGB7,ITGB3,PTK2,VEGFA,TGFB1I1, 
RHOB,CFL2,FLNA,MAPK3,PPM1L,RHOU,VEGFD,VCL,ACTG2,CTNNB1,MYL3,PARVA, 

FBLIM1,LIMS2,TNFRSF1A,FGFR1,ACTB,FERMT2,FGFR2,MYL9,FOS,ACTA2,PPP2R3A, 
FLNC,PPP2R2B,MAPK10,MMP9,FNBP1 

4E-05 2E-03 -2,3 

Cyclins and Cell Cycle 
Regulation 

HDAC9,HDAC4,TFDP1,HDAC2,CDK7,ABL1,PPP2R3B,CCNB2,E2F3,CCND1,CDK1, 
CCNB1,SKP2,CCNA2,PPP2R3A,PPP2R2B,PPM1L,E2F1,E2F5,ATR,CDC25A 

4E-05 2E-03 3,0 

Estrogen-mediated S-phase 
Entry 

CCNA2,TFDP1,E2F1,E2F5,E2F3,RBL1,CCND1,CDK1,CDC25A,SKP2 1E-04 4E-03 2,3 

Aldosterone Signaling in 
Epithelial Cells 

CRYAB,SGK1,HSPB8,DNAJC10,DNAJA1,SLC9A1,PLCD1,PLCD3,PLCE1,MAPK3, 
HSPE1,PRKCE,SCNN1B,PLCD4,HSPB6,AHCY,DNAJC9,HSPH1,SLC12A2,FGFR1, 
FGFR2,DNAJC2,HSPD1,ITPR1,HSPA8,SCNN1G,DUSP1,PIP5K1C,PLCG2,NR3C2, 

HSPB7,DNAJB5, PRKCB 

2E-04 5E-03 -3,4 

Integrin Signaling 

RAPGEF1,RALA,ARPC1B,TSPAN7,ARHGEF7,ITGA8,ABL1,ILK,MYLK,TLN1,ITGB8, 
ITGB7,ITGB3,PTK2,PPP1R12B,RHOB,MAPK3,RHOU,CAV1,VCL,ACTG2,CAPN5,SRC, 
PARVA,RRAS,FGFR1,ACTB,ITGA2,ITGA6,TSPAN2,FGFR2,GSN,ITGAL,MYL9,TLN2, 

ACTA2, TSPAN1,PLCG2,ITGA7,FNBP1 

2E-04 5E-03 -3,2 
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Cont/ Tabela 4 
 

Vias Canônicas IPA Genes p-valor 
p-valor

corrigido 
z-score 

Paxillin Signaling 
SRC,PARVA,PTK2B,RRAS,ACTB,ARHGEF7,FGFR1,ITGA8,ITGA2,ITGA6,FGFR2,TLN1, 

ITGB8,PTPN12,ITGAL,ITGB7,ITGB3,PTK2,TLN2,ACTA2,MAPK10,ACTG2,VCL,ITGA7 
4E-04 9E-03 -2,2 

cAMP-mediated signaling 

AKAP12,GPR17,HTR4,PDE7A,PDE3A,ADORA3,PDE1A,AKAP7,MPPE1,AKAP11, 
CHRM2,ADRB1,FFAR3,PDE7B,ADCY5,CNR2,MAPK3,PDE4D,SRC,PDE2A,RGS2, 

ADCY2,PDE9A,NPY1R,CNR1,ADCY6,AKAP6,CNGA3,CALM1 (includes others), 
P2RY14,NPR3,VIPR1,DUSP1,PKIB,PDE1B,GNAO1,PDE5A,DUSP4,AGTR1, CAMK2G 

4E-04 9E-03 -4,0 

Synaptic Long Term 
Depression 

PLA2G10,GNA11,CACNA1H,PPP2R3B,PRKG2,PLCD1,PLCD3,PLCE1,IGF1,MAPK3, 
RYR3,PLA2G5,PPM1L,PRKCE,CACNB2,CACNA2D3,PLCD4,RRAS,CACNA1C,ITPR1, 

PLA2G2A,PLA2G2D,NPR3,PPP2R3A,PLCG2,PPP2R2B,CACNA2D1,GNAO1,LYN,NPR2, 
PRKCB 

2E-03 2E-02 -4,1 

GPCR-Mediated Nutrient 
Sensing in Enteroendocrine 

Cells 

ADCY2,GNG2,GNA11,CACNA1H,ADCY6,CACNA1C,ITPR1,PYY,GCG,PLCD1,PLCD3, 
PLCE1,FFAR3,ADCY5,PLCG2,CACNA2D1,LPAR5,PRKCE,CACNB2,CACNA2D3, 

PLCD4, PRKCB 
2E-03 3E-02 -4,3 

Sperm Motility 
PDE2A,PTK2B,ZP3,SLC12A2,PLA2G10,CACNA1H,ITPR1,PRKG2,PDE1A,PLA2G2A, 

CNGA3,PLCD1,PTK2,PLCD3,CALM1 (includes others), 
PLCE1,PLA2G2D,PLCG2,PDE1B,PLA2G5,PRKCE,PDE4D,PLCD4,PRKCB 

2E-03 3E-02 -3,4 

Mitotic Roles of Polo-Like 
Kinase 

KIF23,PRC1,CDC7,PPP2R3B,CCNB2,ANAPC7,CDK1,CCNB1,PLK4,PPP2R3A,PPM1L, 
PPP2R2B,FBXO5,CDC16,CDC25A 

2E-03 3E-02 2,3 

Role of NFAT in Cardiac 
Hypertrophy 

LIF,CACNA1H,HAND1,PLCD1,PLCD3,PLCE1,IGF1,ADCY5,MAPK3,PRKCE,CACNB2, 
CACNA2D3,PLCD4,HDAC9,SRC,ADCY2,HDAC4,HDAC2,RRAS,FGFR1,GNG2,ADCY6, 

CACNA1C,FGFR2,ITPR1,NFATC4,CALM1 (includes others), 
PLCG2,MEF2D,CACNA2D1,MAPK10,MEF2C,SLC8A1,RCAN2,CAMK2G,PRKCB 

3E-03 3E-02 -4,2 

Macropinocytosis Signaling 
MRC1,SRC,RRAS,FGFR1,ANKFY1,USP6NL,FGFR2,EGF,ITGB8,CSF1R,ITGB7,ITGB3, 

MET,CSF1,PLCG2,PRKCE,PRKCB 
3E-03 3E-02 -2,1 

Calcium Signaling 

MYL6,GRIN2D,CACNA1H,TPM1,MYH11,TPM2,NFATC1,MAPK3,RYR3,CHRNA7, 
CACNB2,CACNA2D3,MYL3,CASQ2,HDAC9,LETM1,HDAC4,HDAC2,ATP2C1,CACNA1C, 

ATP2A3,ITPR1,NFATC4,GRIN3A,MYL9,CALM1 (includes others), 
ACTA2,MEF2D,CACNA2D1,MEF2C,SLC8A1,RCAN2,ATP2B4,CAMK2G 

3E-03 4E-02 -3,4 

CXCR4 Signaling 
MYL6,CD4,GNA11,CXCL12,PTK2,RHOB,ADCY5,MAPK3,RHOU,PRKCE,MYL3,SRC, 

ADCY2,RRAS,FGFR1,GNG2,ADCY6,FGFR2,ITPR1,MYL9,FOS,GNAO1,LYN,MAPK10, 
ELK1, ELMO1,FNBP1,PRKCB 

5E-03 5E-02 -2,0 
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4.1.3 Análise Integrada de Metilação e Expressão Gênica 

Foi realizada uma análise integrada utilizando as 76.095 sondas com 

metilação diferencial e 737 transcritos DE. A figura 5A detalha as características das 

869 sondas DM mapeadas em 393 genes diferencialmente expressos em CaRe, os 

quais apresentaram correlação significativa (Pearson, p <0,05). Entre as 282 sondas 

com correlação negativa (r-, sondas com hiper ou hipometilação cobrindo 92 genes 

com diminuição de expressão e 73 genes com aumento de expressão, 

respectivamente), 61% estavam localizadas em região promotora e 68% em regiões 

regulatórias (ilhas CpG e Shore/Shelf). Em adição, as 587 sondas com correlação 

positiva (r+, sondas com hiper ou hipometilação cobrindo 17 genes com aumento de 

expressão e 246 genes com diminuição de expressão, respectivamente) estavam 

predominantemente mapeadas em regiões de corpo de genes ou 3’UTR (80%) e 

somente 15% estavam mapeadas em regiões de ilhas CpG ou Shore/Shelf.  

 Usando os dados de expressão (9.280 transcritos) e metilação (54.328 

sondas) diferencial dos casos do TCGA foram identificadas 6.373 sondas DM com 

correlação significativa em relação à expressão de 2.425 genes (Pearson, p <0,05) 

e uma distribuição mais homogênea entre aquelas com r- (53%) e r+ (47%). Ainda 

assim, a distribuição tipológica das sondas foi similar àquela encontrada neste 

estudo, considerando a diferente representatividade das sondas em cada plataforma 

(Figura 5B). Em suma, 67% das 3.556 sondas com r- (sondas com hiper ou 

hipometilação cobrindo 805 genes com expressão diminuída e 494 genes com 

aumento de expressão nos tumores, respectivamente) estavam localizadas em 

região promotora e 85% em regiões regulatórias (ilhas CpG e Shore/Shelf). Já as 

3.181 sondas com r+ (sondas com hiper ou hipometilação cobrindo 127 genes com 

aumento de expressão e 999 genes com diminuição de expressão nos tumores, 
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respectivamente) localizavam-se em regiões de corpo de genes ou 3’UTR (77%). 

Uma fração maior de sondas com r+ (45%) estava mapeada em regiões de ilhas 

CpG ou Shore/Shelf nos casos do TCGA quando comparado aos deste estudo 

(15%). No entanto, o total de sondas distribuídas nessas regiões em cada 

plataforma mostrou representatividade aumentada de sondas em Open Sea na 

plataforma EPIC 850K usada nas amostras do nosso estudo (Figura 5). 
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Figura 5 - Descrição das sondas diferencialmente metiladas com correlação 

significativa com os dados de expressão gênica identificadas neste estudo. (A) e 

usando dados do TCGA (B). Down e up refere-se a genes com expressão diminuída e aumentada 

em relação ao tecido normal, respectivamente. 
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Os genes diferencialmente expressos entre CaRe e TN nos dois grupos de 

casos (dados internos e do TCGA) que são potencialmente regulados por metilação 

(com base na análise integrada) foram utilizados para análise in silico de vias 

canônicas (IPA). A Figura 6 representa em detalhes a estratégia utilizada nessa 

análise. Foram identificadas 11 vias canônicas potencialmente desreguladas por 

metilação em CaRe (Tabela 5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6 - Estratégia utilizada para análise integrada dos dados de metilação e 

expressão gênica a partir dos dados internos e do TCGA e identificação de vias 

alteradas por metilação em câncer de reto. *Correlação de Pearson < 0,05. 
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Tabela 5 - Vias canônicas identificadas pelo programa Ingenuity Pathway Analysis a 
partir de genes com correlação significativa entre metilação e expressão nas 
análises dos dados deste estudo (Interno) e do TCGA.  
 

Vias Canônicas IPA Genes 
p-

valor 
p-valor 

corrigido 
z-

score 

Role of NFAT in Cardiac 
Hypertrophy 

HDAC9,HDAC4,IGF1,ADCY5, 
FGFR1,GNG2,CACNA2D1, 

CACNA1H,CACNA1C,MEF2C, 
ITPR1, SLC8A1,PRKCB 

1E-07 2E-05 -2,5 

GPCR-Mediated Nutrient 
Sensing in Enteroendocrine 

Cells 

ADCY5,GNG2,CACNA2D1, 
CACNA1H,CACNA1C,ITPR1, 

PRKCB 
7E-05 3E-03 -2,6 

α-Adrenergic Signaling 
ADCY5,GNG2,ITPR1,SLC8A1, 

ADRA1A,PRKCB 
1E-04 4E-03 -2,2 

Cardiac Hypertrophy Signaling 
HAND2,IGF1,ADCY5,FGFR1, 

GNG2,GNAO1,CACNA1C, 
MEF2C,ADRA1A 

3E-04 6E-03 -2,6 

Gβγ Signaling 
GNG2,CACNA2D1,GNAO1,CACNA1H

,CACNA1C,PRKCB 
6E-04 1E-02 -2,4 

GNRH Signaling 
ADCY5,GNG2,CACNA2D1,CACNA1H

,CACNA1C,ITPR1,PRKCB 
8E-04 1E-02 -2,0 

Synaptic Long Term Depression 
IGF1,CACNA2D1,GNAO1,CACNA1H,

CACNA1C,ITPR1,PRKCB 
1E-03 1E-02 -2,6 

Androgen Signaling 
GNG2,CACNA2D1,GNAO1,CACNA1H

,CACNA1C,PRKCB 
2E-03 2E-02 -2,0 

Cholecystokinin/Gastrin-
mediated Signaling 

SST,MEF2C,EPHA4,ITPR1, PRKCB 2E-03 2E-02 -2,2 

Gαq Signaling 
FGFR1,GNG2,ITPR1,ARHGEF25, 

ADRA1A,PRKCB 
4E-03 3E-02 -2,4 

Phospholipase C Signaling 
HDAC9,HDAC4,ADCY5,GNG2, 

MEF2C,ITPR1,PRKCB 
7E-03 4E-02 -2,2 
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4.2 MÓDULO 2 - AVALIAÇÃO DAS ALTERAÇÕES ENCONTRADAS EM 

CÂNCER DE RETO DE ACORDO COM RESPOSTA AO TRATAMENTO 

NEOADJUVANTE 

 

4.2.1 Análise de Alterações Genômicas 

A cobertura do sequenciamento das amostras está representada no Anexo 2. 

O resultado das análises de alterações no número de cópias genômicas, dos 

escores de instabilidade genômica e de deficiência da via de reparo por 

recombinação homóloga, assim como os resultados de sequenciamento de alto 

desempenho encontram-se detalhados no Anexo 3 (manuscrito submetido para 

publicação no periódico International Journal of Cancer).  

 

4.2.2 Análise dos dados de metilação 

4.2.21 Análise do perfil de metilação de câncer de reto de acordo com a 

resposta ao tratamento neoadjuvante 

A análise de agrupamento não supervisionado dos 32 tumores usando as 

sondas com maior variação entre os casos (desvio padrão > 0,02) permitiu a 

observação de três grupos distintos (Figura 7). Interessantemente, os agrupamentos 

1 e 2 estavam enriquecidos com casos de pacientes não respondedores (cluster 1 e 

2: 15/18 casos e cluster 3: 6/14).  

A comparação entre o perfil de metilação dos tumores versus tecido normal 

de acordo com a resposta ao tratamento neoadjuvante foi realizada para identificar 

as particularidades de cada grupo. Os casos de CaRe disponíveis pelo TCGA não 

apresentam dados de resposta à terapia neoadjuvante e o único estudo em larga 

escala de metilação em CaRe relacionados à nCRT não possui dados de tecido 
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normal, por isso, não foi possível realizar uma comparação direta desses achados 

com dados externos.  

Foram identificadas 24.428 e 75.398 sondas DM nos grupos de pacientes 

com pCR e pIR, respectivamente, em relação ao TN (limma FDR<5%; |∆β| > 0,15). 

Dessas, 20.958 sondas estavam DM nos dois grupos, enquanto 3.470 sondas 

estavam DM somente nos casos com pCR quando comparadas ao TN e, 54.440 

somente em pIR (Figura 8). As sondas DM exclusivas de cada comparação foram 

selecionadas para explorar as peculiaridades de cada grupo. Os tumores de 

pacientes com pCR apresentaram uma maior porcentagem de sondas 

hipermetiladas (44% vs. 18% em pIR), que estavam principalmente localizadas em 

regiões promotoras (49% vs. 37% em pIR) e de ilhas CpG (66% vs. 36% em pIR), 

enquanto a maioria das sondas DM em pIR (82%) encontrava-se hipometilada. 
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Figura 7 - Heatmap demonstrativo das sondas cujos valores de β apresentaram 

desvio padrão > 0,02 entre as 32 amostras de câncer de reto. Os quadros abaixo do 

heatmap representam as características clínicas e moleculares utilizadas para comparar os 

agrupamentos 1, 2 e 3 (barra superior rosa, verde e azul, respectivamente). Observa-se um 

enriquecimento de casos com resposta patológica incompleta nos clusters 1 e 2. pCR: resposta 

patológica completa; CCSL: critérios clínicos para síndrome de Lynch; Diag< 45a: diagnóstico antes 

dos 45 anos de idade; ypN: status linfonodal patológico após tratamento; Mut: mutado; NC: não 

consta. 
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Figura 8 - Representação esquemática da distribuição genômica do contexto CpG 

das sondas diferencialmente metiladas encontradas na comparação entre o tecido 

normal (TN) e resposta ao tratamento (pCR: resposta completa ou pIR: incompleta). 
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As sondas diferencialmente metiladas em cada comparação (3.470 sondas 

em pCR vs. TN e 54.440 sondas em pIR vs. TN) foram avaliadas em relação às 

sondas DM na comparação entre pCR vs. pIR (limma P<0,05; |∆β| > 0,15). As 

sondas alteradas exclusivas em cada comparação com TN, mas também DM entre 

os dois grupos tumorais (37 sondas exclusivas na comparação pCR vs. NT; e 157 

pIR vs. NT) foram consideradas para desenhar um modelo de predição de resposta 

à nCRT. As 194 sondas resultantes foram posteriormente filtradas (foram 

selecionadas as sondas com AUC > 0,75 e regressão linear < 0,05) para identificar 

candidatos mais informativos e não redundantes, resultando em três sondas (Figura 

9A).  

As três sondas resultantes dessa análise (cg13770628, cg01072658, 

cg03085846) foram submetidas à Diagonal Linear Discriminating Analysis (DLDA) 

para treinar um classificador preditivo de resposta à nCRT. Foi possível discriminar 

corretamente os tumores de pacientes com pCR daqueles com pIR com 100% de 

sensibilidade e 90% de especificidade após validação cruzada usando o modelo 

leave-one-out cross validation (LOOCV) (Figura 9B). As cinco amostras normais 

(TN) foram classificadas como pCR. Infelizmente, somente uma das sondas usadas 

no classificador está presente na plataforma 450K (Illumina) impedindo a validação 

do mesmo com os dados do TCGA. 
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Figura 9 - Etapas utilizadas para a construção de um classificador preditivo de 

resposta à terapia neoadjuvante em câncer de reto. A: Diagrama de Venn mostrando a 

sobreposição das sondas identificadas nas comparações dos grupos de tumores (pCR vs. TN e pIR 

vs. TN) (limma FDR<5%; |∆β| > 0,15) e entre si (pCR vs. pIR, limma P<0,05; |∆β| > 0,15) e os 

parâmetros utilizados para construir o classificador. B: Distribuição tridimensional das amostras de 

acordo com o valor das sondas contidas no classificador e sua performance. 
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4.2.3 Análise de expressão global de transcritos 

4.2.3.1 Análise do perfil de expressão de transcritos em câncer de reto de 

acordo com a resposta ao tratamento neoadjuvante 

A análise não supervisionada de agrupamento hierárquico dos transcritos 

com variação (DP > 0,02) entre as 28 amostras de CaRe analisadas resultou em 

dois grupos não muito distintos. Não foi possível observar diferenças entre o grupo 

de pacientes de acordo com as características clínicas e patológicas incluindo 

resposta ao tratamento (Figura 10). Dessa forma, foram feitas comparações de cada 

grupo de CaRe (pCR e pIR) com o TN para verificar se as alterações em cada grupo 

estavam relacionadas a vias biológicas distintas. 

Foram identificados 446 transcritos DE nos tumores dos pacientes com pCR 

e 913 naqueles com pIR (FDR < 5%). Dentre os transcritos DE em pCR, 378 eram 

codificadores (106 FC> 1,5 e 272 FC<-1,5) e 68 não-codificadores (30 FC> 1,5 e 38 

FC< -1,5). Enquanto dos transcritos DE em pIR comparados ao TN, 678 eram 

codificadores (358 FC> 1,5 e 320 FC < -1,5) e 235 não-codificadores (149 FC> 1,5 e 

86 FC< -1,5).  
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Figura 10 - Análise não supervisionada de carcinomas de reto baseada nos valores 

de expressão de sondas com desvio padrão > 0,02. Abaixo do heatmap estão 

representadas as características clínicas e moleculares de cada paciente. Observa-se a formação de 

dois grupos (1 e 2: barra superior rosa e azul, respectivamente), sem diferenças na comparação com 

as características avaliadas. pCR: resposta patológica completa; CCSL: critérios clínicos para 

síndrome de Lynch; Diag< 45a: diagnóstico antes dos 45 anos de idade; ypN: status linfonodal 

patológico após tratamento; Mut: mutado; NC: não consta. 
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Os dados de expressão dos transcritos codificadores obtidos em cada 

comparação entre os grupos de tumores (pCR e pIR) com o tecido de reto normal 

(NT) foram utilizados para avaliar as vias desreguladas em cada grupo e, dessa 

forma, melhor compreender as diferenças entre os tumores de pacientes com 

resposta completa à nCRT e os que não atingiram pCR (Figura 11). 

Os 378 e 678 genes diferencialmente expressos em pCR e pIR em relação 

ao TN, respectivamente (FDR < 5%, |FC| > 1,5), foram analisados usando o 

programa IPA identificando-se 84 vias canônicas desreguladas no primeiro grupo e 

88 no segundo (p<0,05). Vinte e sete vias estavam alteradas exclusivamente em 

pCR, enquanto 31 vias estavam alteradas somente em pIR (Figura 11). 

As principais vias desreguladas somente em pCR incluem as relacionadas ao 

sistema imune (Crosstalk between Dendritic Cells and Natural Killer Cells, 

Mechanisms of Viral Exit from Host Cells, Altered T Cell and B Cell Signaling in 

Rheumatoid Arthritis), à via de sinalização de Wnt (Wnt/β-catenin Signaling, PCP 

pathway), ao metabolismo celular (GDP-glucose Biosynthesis), à adesão celular 

(Epithelial Adherens Junction Signaling, Cdc42 Signaling). Já as vias desreguladas 

somente em pIR abrangem funções como a regulação do ciclo celular (Cyclins and 

Cell Cycle Regulation, Cell Cycle: G2/M DNA Damage Checkpoint Regulation, Cell 

Cycle: G1/S Checkpoint Regulation), do reparo a danos no DNA (DNA Double-

Strand Break Repair by Homologous Recombination, DNA Double-Strand Break 

Repair by Non-Homologous End Joining), da transcrição gênica (Sirtuin Signaling 

Pathway, Transcriptional Regulatory Network in Embryonic Stem Cells, DNA 

Methylation and Transcriptional Repression Signaling) e do processo de tradução de 

proteínas (EIF2 Signaling, Regulation of eIF4 and p70S6K Signaling) (Figura 11). 
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Figura 11 - Vias desreguladas exclusivamente em um dos dois grupos de câncer de 

reto de acordo com a resposta à quimiorradioterapia neoadjuvante. As 15 vias alteradas 

com maior significância estão descritas para cada grupo: resposta patológica completa (pCR) e 

incompleta (pIR). 
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4.2.3.2 Análise do secretoma de câncer de reto de acordo com a resposta ao 

tratamento neoadjuvante 

Para identificar proteínas potencialmente secretadas pelos tumores de reto 

dos pacientes com pCR e pIR com potencial para serem utilizadas como 

marcadores detectáveis em biópsia líquida, foram utilizados os 106 genes que 

apresentaram aumento de expressão (FDR < 5%, FC > 1,5) em pCR e os 358 em 

pIR. Todos os genes do grupo de pCR e 353 genes de pIR foram associados à 

proteínas identificadas usando UniProtKB (http://www.uniprot.org) cujas sequências 

foram utilizadas para predição in silico - cinco genes foram associados a dois 

UniProt IDs (HIST1H2BI e HIST1H2BG ao ID: P62805; HIST1H4D, HIST1H4J e 

HIST1H4K ao ID: P62805) e dois genes codificam proteínas com mais de 4,000 

aminoácidos e não puderam ser avaliados.  

A análise usando as três ferramentas de predição SecretomeP 2.0, SignalP 

4.1 e TargetP 1.1 (CBS servers: http://www.cbs.dtu.dk/services/) resultou em 40 

proteínas potencialmente secretadas em pCR e 104 proteínas em pIR (Anexo 4). A 

busca em bancos de dados por essas proteínas ou respectivos mRNAs descritos 

em vesículas extracelulares (VE) provenientes de amostras de carcinomas 

colorretais (linhagens celulares, urina, saliva, plasma, tumores ou lavagem 

abdominal) (Vesiclepedia: http://www.microvesicles.org/ ou Exocarta: 

http://www.exocarta.org/) e em plasma (Plasma Proteome: 

http://plasmaproteomedatabase.org) resultou em 17 proteínas em pCR e 56 em pIR 

(Figura 12 e Anexo 5). 
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Figura 12 - Diagrama de Venn representando o número de proteínas 

potencialmente secretadas por tumores de reto. A. Pacientes que apresentaram resposta 

patológica completa (pCR) ou B. incompleta (pIR) identificadas por análise in silico (CBS servers). 

Também está representado o conjunto dessas proteínas descritas em bancos de dados de vesículas 

extracelulares (proteínas ou mRNAs de amostras de câncer colorretal em Vesiclepedia ou ExoCarta) 

e de plasma (Plasma Proteome). 

 

Doze dessas proteínas são comuns aos dois grupos de amostras (pCR e 

pIR) e não foram consideradas potenciais marcadores de resposta ao tratamento 

(Anexo 5). Também foi realizada uma busca nos dados do Cancer Secretome 

(http://www.cancersecretome.org/) sendo identificadas uma proteína da lista de pCR 

e 20 da lista de pIR. Dessa forma, esse banco de dados foi usado como filtro 

apenas para os pIR. Ao final, foram identificados cinco potenciais marcadores 

secretados em pCR e 14 em pIR (Tabela 6).  
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Tabela 6 - Proteínas potencialmente secretadas por tumores de reto de acordo com 
a resposta ao tratamento neoadjuvante. 
 

Gene Nome da Proteína UniProt FC FDR

Resposta Patológica Completa    

ASPH Aspartyl/asparaginyl beta-hydroxylase Q12797 1,70 0,039 

B2MG Beta-2-microglobulin P61769 1,94 0,031 

ERG1 Squalene monooxygenase Q14534 1,54 0,046 

UGGG2 
UDP-glucose:glycoprotein 

glucosyltransferase 2 (UGT2) 

Q9NYU1 
1,56 0,027 

WNT5A Protein Wnt-5a P41221 1,58 0,023 

 

Resposta Patológica Incompleta     

AREG 
Amphiregulin (AR) (Colorectum cell-

derived growth factor) (CRDGF) 
P15514 2,44 0,004 

BACE2 Beta-secretase 2  Q9Y5Z0 1,54 0,015 

CD44 
CD44 antigen (Extracellular matrix 

receptor III) (ECMR-III)  
P16070 2,00 0,005 

CD47 Leukocyte surface antigen CD47  Q08722 1,75 1,09E-04 

CEMIP 
Cell migration-inducing and 

hyaluronan-binding protein 
Q8WUJ3 2,26 0,002 

CXCL3 C-X-C motif chemokine 3  P19876 1,83 0,002 

CXCL5 C-X-C motif chemokine 5  P42830 2,25 0,026 

DPEP1 Dipeptidase 1  P16444 1,52 0,039 

GDF15 Growth/differentiation factor 15  Q99988 2,17 0,001 

LIF Leukemia inhibitory factor  P15018 1,60 0,013 

MET 

Hepatocyte growth factor receptor 

(Proto-oncogene c-Met) (Tyrosine-

protein kinase Met) 

P08581 1,66 8,46E-05 

PDCD5 Programmed cell death protein 5  O14737 1,59 1,36E-04 

PHF6 PHD finger protein 6  Q8IWS0 1,51 0,002 

UBE2C Ubiquitin-conjugating enzyme E2 C  O00762 1,58 0,007 

 

UniProt: Número de identificação das proteínas dados pelo UniProtKB (http://www.uniprot.org); FC.: 

Fold Change; FDR.: False discovery rate 

 

A expressão dessas 19 proteínas foi avaliada utilizando o banco de dados 

EVpedia (KIM et al. 2015) em VE provenientes de sangue total de indivíduos 

saudáveis, de soro de pacientes com câncer colorretal e de duas linhagens 

celulares de câncer colorretal; uma sensível à 5-FU (HCC2998) e outra resistente 
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(SW620) (http://colonatlas.org/). Esses grupos continham 457, 669, 1841 e 2691 

moléculas descritas, respectivamente. Não haviam dados provenientes de amostras 

de câncer de reto. 

Entre as cinco proteínas avaliadas em pCR, uma estava presente nas VE de 

todos os grupos (B2MG), três não foram encontradas em nenhum outro grupo 

(EREG1, UGGG2 e WNT5A) e a proteína ASPH estava presente em pCR, no 

sangue de indivíduos saudáveis e nas VE da linhagem sensível à 5-FU. Dentre as 

14 proteínas utilizadas na comparação com pIR, cinco não estavam presentes em 

nenhum outro grupo (AREG, CXCL3, CXCL5, LIF e PHF6), enquanto UBE2C foi 

identificada em pIR e na linhagem resistente (SW620). CEMIP foi encontrada em 

pIR, na linhagem resistente à 5-FU e no soro de pacientes com CCR (Figura 13). 
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Figura 13 - Diagrama de Venn representativo da comparação dos potenciais marcadores secretados por tumores de reto 

com resposta patológica completa (pCR) e incompleta (pIR) ao tratamento neoadjuvante (List#5). Estão listadas as proteínas 

descritas em vesículas extracelulares provenientes de sangue total de indivíduos saudáveis (List#4), soro de pacientes com câncer colorretal 

(List#3) e duas linhagens celulares de câncer colorretal sendo uma sensível (List#1) e outra resistente à 5-fluorouracil (List#2). 
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4.2.3.3 Análise integrada de metilação e expressão em câncer de reto 

de acordo com a resposta ao tratamento neoadjuvante  

As sondas DM em cada grupo pacientes de acordo com a resposta 

ao tratamento (pCR e pIR) em relação ao tecido normal e que apresentaram 

correlação significativa (p<0,05) com os dados de expressão gênica estão 

descritas na Figura 14. Foram identificadas 116 sondas mapeadas em 93 

genes nos casos com pCR, a maioria com r- (66%). O oposto ao identificado 

em pIR onde 72% das 2824 sondas DM apresentaram r+. Em geral, as 

sondas com r- encontravam-se, principalmente, em região promotora nos 

dois grupos (64% em pCR e 53% em pIR) e aquelas com r+, estavam em 

regiões de corpo de gene ou 3’UTR (74% em pCR e 76% em pIR). A 

distribuição das sondas em relação às ilhas CpG, no entanto, foi diferente 

nos dois grupos. Enquanto 49% das sondas com r- e 18% com r+ estavam 

localizadas em ilhas CpG nos casos com pCR, somente 24% daquelas com 

r- e 6% com r+ localizavam-se nessa região em não respondedores. Os dez 

genes cujas sondas mapeadas em região promotora apresentaram maior 

correlação negativa em relação à expressão estão representados na Tabela 

6. 
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Figura 14 - Descrição das sondas diferencialmente metiladas com 

correlação significativa com os dados de expressão gênica identificadas em 

tumores de reto de pacientes com resposta patológica completa. (A) ou 

incompleta (B) à terapia neoadjuvante. Down e up refere-se a genes com expressão 

diminuída e aumentada em relação ao tecido normal, respectivamente. 
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Tabela 7 - Dez genes com correlação negativa entre os resultados de 
metilação e expressão em tumores de reto de pacientes com resposta 
completa ou incompleta à terapia neoadjuvante. 
 

Gene N° sondas Metilação Expressão r p-valor 

Resposta Patológica Completa 

TBX20 3 Hiper Down -0.66 1.77E-04 

ZNF85 1 Hiper Down -0.65 2.46E-04 

ZNF75A 10 Hiper Down -0.63 4.22E-04 

ZNF518B 6 Hiper Down -0.63 4.30E-04 

ST3GAL4 2 Hiper Down -0.56 2.19E-03 

PTPRF 1 Hiper Down -0.56 2.26E-03 

ZNF730 1 Hiper Down -0.56 2.30E-03 

MIR1197 1 Hipo Up -0.54 3.46E-03 

ZNF608 1 Hiper Down -0.54 3.55E-03 

ITIH5 2 Hiper Down -0.46 1.55E-02 

Resposta Patológica Incompleta 

TRIM29 4 Hipo Up -0.74 9.50E-06 

UNC5CL 1 Hipo Up -0.71 2.78E-05 

KIAA0226L 1 Hipo Up -0.69 5.86E-05 

CLIC6 5 Hiper Down -0.68 9.28E-05 

INPP5D 9 Hipo Up -0.68 9.99E-05 

FAM155A 4 Hiper Down -0.66 1.69E-04 

TUSC3 3 Hiper Down -0.65 2.11E-04 

LTBP2 1 Hiper Down -0.65 2.68E-04 

GSTA4 2 Hiper Down -0.64 3.15E-04 

SMAD9 1 Hiper Down -0.61 8.02E-04 

 

N° sondas: número de sondas diferencialmente metiladas mapeadas no gene. Metil. status 

de metilação das sondas: Hipermetiladas ou Hipometiladas. Expressão: Down e up refere-

se a genes com expressão diminuída e aumentada em relação ao tecido normal, 

respectivamente. r. correlação de Pearson. 
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5 DISCUSSÃO 

 

 

5.1 MÓDULO 1 - AVALIAÇÃO DAS ALTERAÇÕES 

ENCONTRADAS EM CÂNCER DE RETO: COMPARAÇÃO ENTRE 

AMOSTRAS TUMORAIS E NORMAIS 

 

A metilação do DNA é um mecanismo essencial no controle de 

expressão gênica, regulando a acessibilidade à cromatina e a transcrição. 

Células tumorais, frequentemente apresentam hipometilação global, a qual 

leva a instabilidade genômica e, hipermetilação de ilhas CpG específicas em 

regiões promotoras, a qual promove o silenciamento de diversos genes, 

incluindo supressores tumorais (ISSA 2004). 

No intuito de compreender melhor a biologia dos tumores de reto foi 

realizada, primeiramente, uma análise das sondas diferencialmente 

metiladas (DM) em relação ao tecido normal. Com o objetivo de confirmar se 

os achados encontrados nesse estudo eram reprodutíveis, foi feita 

comparação com os dados de metilação depositados pelo TCGA. Todos os 

casos disponíveis para a plataforma 450K (Illumina) foram utilizados, (sendo 

11, 32, 38 e 14 casos com estádio I, II, III e IV, respectivamente e 4 casos 

sem informação). Ainda que utilizando plataformas diferentes e que nossos 

casos englobassem somente tumores em estádios II e III, 81,2% das sondas 

DM presentes em ambas as plataformas foram validadas com os dados 

externos. De forma geral, os tumores de reto apresentaram hipometilação 
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acentuada, principalmente em regiões intergênicas e de Open Sea, 

enquanto as sondas hipermetiladas encontraram-se principalmente em 

regiões promotoras e de ilhas CpG.  

WEI et al. (2016) realizaram análise semelhante em doze amostras 

pareadas de seis casos de CaRe (estadios II e III) e TN usando a plataforma 

Illumina Infinium Methylation 450K. Os autores encontraram a maioria das 

sondas com hipometilação (56,6% das sondas DM) em regiões não cobertas 

por ilhas CpG (67,3%) e hipermetilação em regiões próximas (Shore/Shelf) 

ou de ilhas CpG (94,9%). Os autores selecionaram as CpGs localizadas em 

TSS200, TSS1500, 5’UTR ou no 1° exon para avaliar o padrão de metilação 

de 36 genes com mais de duas sondas DM em CaRe. No presente estudo, 

utilizamos a mesma estratégia de seleção descrita pelos autores para avaliar 

esses mesmos genes. Foi encontrado o mesmo padrão de metilação em 

relação ao TN em 31 genes, enquanto não foram identificadas sondas DM 

em 3 genes (FRZB, KCNQ1, ZNF655) e dois genes tinham padrões inversos 

de metilação (KCNIP4 e TNFRSF8 estavam hipo e hipermetilados em WEI 

et al. (2016), respectivamente; enquanto apresentaram ∆β+ e ∆β- no 

presente estudo). 

A mesma estratégia e plataforma empregadas por WEI et al. (2016) 

foram utilizadas por VYMETALKOVA et al. (2016) em 25 amostras de CaRe 

(estádios I, II, III e IV) pareadas com 25 tecidos normais adjacente. Os 

autores descreveram 5.929 CpGs DM, com predominância de hipometilação 

em regiões intergênicas e de Open Sea e hipermetilação em regiões de ilhas 

CpG. Somente as CpGs com maior hiper e hipometilação, assim como 33 
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genes identificados na análise de agrupamento hierárquico, foram 

comparadas com os dados do TCGA, observando-se 77% de concordância. 

A comparação entre os dados desse e do presente estudo revelaram que 

94% dos 48 genes apresentaram o mesmo padrão de metilação, reforçando 

que o padrão alterado de metilação aqui descrito, representa de fato 

modificações encontradas nos tumores de reto. Os autores não abordaram o 

papel da metilação e resposta à nCRT em CaRe, uma vez que nem todos os 

pacientes incluídos no estudo foram submetidos a esse tratamento 

(VYMETALKOVA et al. 2016). 

A análise global de expressão gênica em CaRe revelou 737 

transcritos DE, dos quais 437 (59%) foram validados com dados externos 

(TCGA), ainda que usando diferentes técnicas (microarray de expressão no 

presente estudo e sequenciamento de RNA no TCGA) e que os dados não 

estivessem pareados para estadiamento. Todos os casos disponíveis pelo 

TCGA foram utilizados para que se obtivesse um maior poder estatístico 

para comparação. Uma meta-análise de três diferentes estudos (GEO 

datasets: GSE75548, GSE35982, GSE12225) comparando os resultados de 

expressão gênica de 65 CaRe e 42 tecidos normais adjacentes (TNA) 

identificou 4.091 mRNAs DE, que comparados aos dados do TCGA (READ: 

95 CaRe e 10 TN) revelaram 2.118 genes (52%) em comum (SUN et al. 

2017). Entre esses 2.118 genes, 204 também foram identificados no 

presente estudo, sendo que 97 não estavam disponíveis para comparação. 

Os 437 genes DE identificados no presente estudo e validados com 

os dados do TCGA foram usados para identificar vias desreguladas em 
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CaRe. Destacaram-se entre os achados as alterações nas vias relacionadas 

ao controle do ciclo celular, as quais podem estar associadas com a 

promoção de instabilidade genômica por bloqueio do ponto de verificação 

G2/M de danos ao DNA (G2/M DNA Damage Checkpoint Regulation) e 

indução de proliferação por ativação de ciclinas e do ciclo celular (Cyclins 

and Cell Cycle Regulation, Estrogen-mediated S-phase Entry, Mitotic Roles 

of Polo-Like Kinase) (Tabela 4). Esses resultados corroboram a alta 

instabilidade genômica observada nestes tumores assim como o número 

significativo de casos com escores indicativos de falha nos mecanismos de 

reparo a danos no DNA por recombinação homóloga (Anexo 3).  

A baixa sensibilidade às lesões no DNA pode ser também decorrente 

da desregulação da via das integrinas (Integrin Signaling), identificada como 

alterada nos carcinomas de reto (Tabela 4). As integrinas tem papel 

fundamental na comunicação com a matriz extracelular e participam da 

inibição do crescimento celular por meio da inibição por contato. A perda de 

contato célula-célula causa modificações da arquitetura celular que podem 

levar à diminuição da expressão da proteína p53, responsável pela indução 

de apoptose ou bloqueio da proliferação celular na presença de danos no 

DNA (BIANCONI et al. 2016). Além da via de sinalização das integrinas, 

outras duas vias foram identificadas como alteradas em CaRe (ILK e Paxillin 

Signaling) (Tabela 4). Essas vias estão relacionadas ao papel das integrinas 

na manutenção do citoesqueleto e contato com células vizinhas (ATTWELL 

et al. 2003).  
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Uma série de vias de sinalização interconectadas também estava 

alterada em CaRe (Tabela 4). Foi identificada a desregulação da via de 

sinalização de resposta à estímulos externos relacionada a receptores 

associados à proteína G (GPCR) em células enteroendócrinas (GPCR-

Mediated Nutrient Sensing in Enteroendocrine Cells). Essas células agem 

como sensores aos componentes liberados no intestino, reconhecidos pelos 

GPCRs, resultando em sinais transmitidos a outros órgãos do organismo, 

como por exemplo a liberação de insulina e controle da glicose livre no 

sangue (MORAN et al. 2008). Os GPCRs são receptores transmembrânicos 

(CXCR4 é um dos GPCRs: CXCR4 Signaling) que controlam as vias de 

transdução de sinais intracelulares ativando a proteína G. Esta proteína  

regula uma série de eventos de sinalização à jusante, como a formação de 

AMP-cíclica (cAMP-mediated signaling), a qual ativa proteínas quinase A 

(Protein Kinase A Signaling) que ativam, por exemplo, fatores de transcrição 

(REIMANN et al. 2012; LAW et al. 2016; HUSTED et al. 2017). Outro evento 

é a ativação das fosfolipases C (PLC: Phospholipase C Signaling), que 

realizam a hidrólise de fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2), produzindo 

inositol-1, 4, 5-trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG). IP3 liga-se a receptores 

no retículo endoplasmático ativando canais de cálcio (Ca+2: calcium 

signaling) (YANG et al. 2013). A regulação dos níveis de cálcio citosólico foi 

correlacionada à morte celular por apoptose e autofagia (HARR e 

DISTELHORST 2010). Recentemente, RAYNAL et al (2016) relataram que a 

modulação da via de sinalização de cálcio pode reverter o silenciamento 
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epigenético de genes supressores de tumor em múltiplas linhagens celulares 

de câncer, incluindo o câncer de cólon. 

Ao avaliar os dados brutos adquiridos pelo TC-GA-Assembler de 163 

CaRe e 9 TN disponíveis pelo TCGA (READ), ZUO et al. (2016) 

identificaram 620 genes DE (389 com aumento e 231 com diminuição de 

expressão). Os processos biológicos associados a esses genes, 

identificados usando o Gene Ontology (GO), incluíam biogênese e 

organização de componentes celulares, processos metabólicos, celulares e 

do sistema imune. A partir dos genes DE, foi construída uma rede de genes 

com alta correlação de expressão (r > 0,6) composta de 71 genes e 253 

interações. Esses genes estavam relacionados com contração endotelial, 

ribossomos e adesão focal. Três módulos foram extraídos da rede 

(contração muscular e organização do citoesqueleto; regulação da 

proliferação de células da glia e organização da matriz extracelular) e foi 

realizado o enriquecimento dos genes contidos em cada módulo usando o 

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) (ZUO et al. 2016). 

Entre os 27 genes presentes nos três módulos, 13 também estavam DE no 

presente estudo. No presente estudo também foram identificadas vias 

desreguladas relacionadas à organização do citoesqueleto e adesão focal 

(Integrin, Paxilin e ILK Signaling; Tabela 4).  

SUN et al. (2017) usaram somente dados de transcritos DE para 

realizar uma meta-análise usando três estudos prévios como grupo de 

treinamento e os dados do TCGA como teste (descrito na p. 95). Os autores 

utilizaram os 2.118 genes DE identificados para avaliar 66 dos 95 CaRe com 
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dados clínico-patológicos completos disponíveis pelo TCGA, resultando em 

16 módulos cujos genes apresentaram expressão semelhante. Cada módulo 

foi comparado (correlação de Pearson) às características clínicas e 

patológicas (estadiamento patológico, pTNM, gênero, tipo histológico, idade 

ao diagnóstico, invasão linfática e sobrevida global) dos CaRe. O módulo 

com maior correlação significativa com estadiamento (r= 0,38; p = 0,002), 

apresentou 54 genes envolvidos em adesão celular (GO e KEGG) que foram 

posteriormente filtrados, resultando em cinco genes (SCG3, SYP, CDK5R2, 

AP3B2 e RUNDC3A) capazes de diferenciar estadios I/II de III/IV (AUC = 

0,744). Dentre esses cinco genes, o aumento de expressão de SCG3 foi 

validado em um outro grupo de casos (GSE29621) como associado a 

estadiamento III/IV e pior prognóstico em CaRe. O módulo com associação 

à sobrevida global (Hazard Ratio = 13,534; p = 0,014) apresentou 41 genes 

relacionados ao câncer (p = 0,046) e à sinalização mediada por cálcio (p = 

0,039; GO e KEGG). Dentre os genes filtrados nesse grupo, HOMER2 foi o 

único validado no grupo independente (GSE29621) como associado a 

menor sobrevida global e pior prognóstico em CaRe. No presente estudo, foi 

identificado somente um (IL23A) dos 95 genes DE presentes nos dois 

módulos. Curiosamente, os dois genes (SCG3 e HOMER2), cuja expressão 

aumentada foi associada ao pior prognóstico no relato de SUN et al. (2017), 

apresentaram expressão diminuída em CaRe comparado ao TN nos casos 

do TCGA.  

A análise integrada dos dados de transcritos DE e sondas DM em 

CaRe comparado ao TN revelou uma maior proporção de sondas com 
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correlação positiva (r+) quando comparado aos dados do TCGA (68% vs. 

47%, respectivamente). Esse achado é provavelmente decorrente da 

composição das diferentes plataformas usadas nas duas análises, uma vez 

que a plataforma EPIC 850K (Illumina) apresenta um acréscimo de mais de 

400 mil sondas em relação a 450K (Illumina), das quais, 40% localizam-se 

em região de corpo de gene e 78,2% em open sea (MORAN et al. 2016). A 

metilação em corpo de gene tem sido descrita como um mecanismo 

epigenético que apresenta correlação positiva em relação à expressão 

gênica (YANG et al. 2014). Estes achados corroboram os resultados da 

análise integrada do presente estudo e dos dados do TCGA, dos quais, 

respectivamente, 80% e 77% das sondas com r+ estavam em corpo de gene 

(Figura 5). Como esperado, a maioria das sondas com correlação negativa 

estavam localizadas em região promotora de genes, nos dois grupos. 

HUA et al. (2017) avaliaram os genes com metilação diferencial (93 

CaRe e 7 TN) em ilhas CpG que também apresentaram alteração nos níveis 

de expressão (89 CaRe e 10 TN) disponíveis pelo TCGA (READ). Os 

autores reportaram 50 genes alterados, dos quais 11 exibiram aumento e 

39, diminuição de expressão, sendo que todos apresentaram CpGs 

hipermetiladas. Dentre esses 50 genes, 12 foram identificados em nossa 

análise integrada, mas somente 7 apresentaram metilação diferencial em 

ilhas CpG: seis genes hipermetilados e com diminuição de expressão 

(DCLK1, GNAO1, HAND2, LONRF2, NBEA, RELN, SLC8A1, SLIT3, TLL1, 

TMTC1 e UNC5C) e um gene com hipermetilação e aumento de expressão 

(GRIN2D). Um dos motivos pelos quais não foi encontrada uma elevada 
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concordância entre os dois estudos, pode ser a diferença nas etapas de pré-

processamento dos dados de metilação. Os autores, por exemplo, não 

excluíram as sondas mapeadas nos cromossomos sexuais, de modo que 

170 das 561 sondas DM descritas estavam mapeadas no cromossomo X e 

duas no cromossomo Y. Além disso, os autores obtiveram os dados de outro 

repositório (https:// tcga-data.nci.nih.gov/tcga/, Oct 20, 2015) e utilizaram um 

número diferente de casos em relação ao nosso estudo. Os autores ainda 

descreveram as vias alteradas identificadas a partir dos 50 genes (KEGG), 

incluindo: cAMP signaling pathway, circadian entrainment, glutamatergic 

synapse, nicotine addiction, amphetamine addiction, morphine addiction, 

melanogenesis, retrograde endocannabinoid signaling e cholinergic synapse. 

A via de sinalização de cAMP também foi identificada em nosso estudo. 

A análise funcional in silico dos genes identificados a partir da 

integração dos dados de metilação e expressão gênica dos dois grupos de 

casos aqui analisados (dados internos e TCGA) revelou 11 vias canônicas 

desreguladas. Quatro dessas vias (GPCR-Mediated Nutrient Sensing in 

Enteroendocrine Cells, Phospholipase C Signaling, Role of NFAT in Cardiac 

Hypertrophy e Synaptic Long Term Depression) já haviam sido identificadas 

na análise de expressão global de transcritos (CaRe vs. TN), confirmando 

sua relevância em CaRe assim como o mecanismo de regulação desses 

genes por meio da metilação. Além disso, também foram identificadas vias 

específicas ligadas diretamente (Gβγ Signaling, Gαq Signaling, α-Adrenergic 

Signaling) ou indiretamente (GNRH Signaling e Androgen Signaling) à 

sinalização dos GPCRs e das PLCs.  
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Receptores adrenérgicos também são GPCRs e estão envolvidos na 

resposta ao estresse (LOHSE 2015). Estudos reportaram a relação da 

ativação dessa via com o desenvolvimento do câncer de mama (OBEID e 

CONZEN 2013), enquanto o bloqueio por metilação da região promotora de 

alpha-1B-adrenergic receptor foi identificado em câncer gástrico (NODA et 

al. 2007). Os receptores GPCRs atuam na regulação de enzimas e canais 

de cálcio pela ativação das proteínas-G. Essas proteínas são compostas das 

subunidades α, β e γ, sendo G β e γ altamente ligadas e consideradas uma 

unidade. Quando ativada por GPCRs, há separação das duas subunidades 

(o dímero Gβγ e Gα - Gαq, representa uma família de Gα), ambas 

funcionais, as quais participam de diversas vias de sinalização intracelular, 

incluindo divisão celular e reorganização do citoesqueleto promovido pela 

ativação de quinases (SYROVATKINA et al. 2016). 

A via relacionada a liberação do hormônio gonadotrofina (GNRH) é 

mediada pela ativação de proteínas G com ativação de PLC e subsequente 

ativação dos canais de cálcio. Além disso, a via cAMP-PKA pode ser ativada 

pela proteína G após estímulo de GNRH, culminando em ativação da 

expressão de mais receptores de GNRH (PERRETT e MCARDLE 2013). 

Androgênios também apresentam uma cascata de sinalização à jusante 

dependente de cAMP-PKA (MERKLE e HOFFMANN 2011). As duas vias 

também estão relacionadas à mobilidade e migração celular e já foram 

associadas ao desenvolvimento de câncer (PERRETT e MCARDLE 2013; 

MERKLE e HOFFMANN 2011). 
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5.2 MÓDULO 2 - AVALIAÇÃO DAS ALTERAÇÕES 

ENCONTRADAS EM CÂNCER DE RETO DE ACORDO COM 

RESPOSTA AO TRATAMENTO NEOADJUVANTE 

 

A radioquimioterapia neoadjuvante à cirurgia é o tratamento padrão 

para pacientes com câncer de reto localmente avançado, sendo a principal 

responsável pela diminuição de recidivas loco-regionais e de cirurgias com 

amputação do esfíncter (ABDUL-JALIL et al. 2014). A resposta desses 

pacientes ao tratamento varia substancialmente entre aqueles resistentes à 

terapia e os que apresentam resposta completa, os quais poderiam ser 

poupados da ressecção cirúrgica. No entanto, os mecanismos de resistência 

desses tumores ainda não estão bem estabelecidos e a predição de 

resposta por exames clínicos não são suficientemente precisos para 

predizer resposta patológica completa (HABR-GAMA et al. 2015). Dessa 

forma, a busca por marcadores preditivos é fundamental para proporcionar 

um tratamento personalizado, diminuindo o número de pacientes que não 

necessitariam ser submetidos a este tratamento e revelando outras 

potenciais estratégias terapêuticas. 

Estudos mostram que assinaturas de metiloma são capazes de 

subclassificar tumores (HERNANDEZ-VARGAS et al. 2010), serem 

utilizados como marcadores prognósticos (CARVALHO et al. 2012) e de 

identificar marcadores de resistência inerente ou adquirida à quimioterapia 

(BORLEY e BROWN 2015). A metilação diferencial do DNA em sítios 

específicos também contribuiu para o entendimento da resposta à 
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radioterapia com ou sem quimioterapia, em diversos tipos tumorais, 

incluindo glioblastoma, câncer de mama, gástrico e CCR (LV et al. 2016). 

A comparação das sondas DM exclusivas de cada grupo de acordo 

com a resposta à nCRT em CaRe revelou maior proporção de sondas 

hipermetiladas em pCR (44%) que em pIR (18%). Enquanto as sondas 

hipometiladas estavam distribuídas proporcionalmente nas mesmas regiões 

nos dois grupos, as sondas hipermetiladas estavam, em sua maioria, em 

ilhas CpG (66%) em pCR e em Open Sea (40%) em pIR. Para o nosso 

conhecimento, há apenas um estudo de análise de metilação global em 

CaRe com foco na resposta à nCRT, o qual não fez comparação entre as 

amostras tumorais com o TN (HA et al. 2015). Portanto, não foi possível 

comparar os nossos achados com os descritos pelos autores para avaliar se 

essas proporções se equivalem.  

A análise global de metilação por imunoistoquímica foi realizada por 

TSANG et al. (2014) com o intuito de verificar diferenças entre 

respondedores e não respondedores. Essa técnica é baseada na ligação de 

um anticorpo monoclonal contra 5-metilcitidina a regiões ricas em metil nos 

núcleos interfásicos. A captura e quantificação do sinal foi realizada com 

auxílio do programa Aperio (Vista, CA, USA). Utilizando o index de metilação 

baseado na intensidade da marcação das células tumorais, os autores 

reportaram correlação negativa entre TRG e os valores de metilação. 

Tumores com pCR apresentaram uma média de metilação menor quando 

comparado aos pacientes com resposta parcial (TSANG et al. 2014). Como 

não há comparação com o tecido normal no estudo, a interpretação dos 
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resultados e comparação com o presente trabalho fica prejudicada. Ainda 

que os autores tenham observado menor intensidade de metilação em pCR, 

não foi descrito como esse perfil compara-se ao TN. Além disso, não é 

possível observar a localização das regiões metiladas e se essas se 

encontram em regiões regulatórias ou se são consequência de alterações 

pré-existentes no tumor.  

A alteração epigenética mais estudada em CCR é o perfil metilador 

de ilhas CpG (CIMP), que é baseado no status de metilação de regiões 

promotoras de genes supressores tumorais e de reparo a danos no DNA. 

Entretanto, não há um consenso sobre quais genes especificamente 

constituem o painel de CIMP (OGINO et al. 2006; GOEL e SHIN 2008; 

KURKJIAN et al. 2008; KIM et al. 2010; LEONG et al. 2011). Uma avaliação 

do status de metilação da região promotora dos genes mais comumente 

descritos como indicadores de CIMP (CACNA1G, IGF2, NEUROG1, RUNX3 

e SOCS1) em cada grupo (pCR e pIR) comparado ao TN revelou duas 

sondas alteradas em IGF2 (uma na região 5’UTR com ∆β = 0,19 e outra no 

primeiro éxon: ∆β = -0,27) e uma sonda em RUNX3 (TSS1500, ∆β = 0,16) 

apenas em pIR. Não foram encontradas alterações em pCR e nos genes 

CACNA1G, NEUROG1 e SOCS1 nas comparações dos dois grupos. Com 

base apenas nesses genes, concluímos que nosso grupo de casos não 

possui CIMP. Poucos grupos avaliaram o papel do CIMP em carcinomas de 

reto (DE MAAT et al. 2010; LEONG et al. 2011; JO et al. 2012; MOLINARI et 

al. 2013). Nesses tumores, CIMP-high (presença de metilação em ilhas CpG 

mapeadas na região promotora de seis ou mais genes, incluindo CACNA1G, 
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CDKN2A, CRABP1, IGF2, MLH1, NEUROG1, RUNX3 e SOCS1) foi descrito 

em 2 a 10% dos casos (YAMAUCHI et al. 2012).  

Em uma análise global do perfil de metilação (450K, Illumina) de 45 

tumores de reto localmente avançados, foram selecionadas 24 CpGs 

localizadas em ilhas e regiões promotoras entre 331 CpGs relacionadas à 

resposta à nCRT (P < 0,005 e |∆β| > 0,15) (HA et al. 2015). Dentre essas, 

sete CpGs localizadas em seis genes diferencialmente expressos em CCR 

(avaliados no banco de dados: http://medicalgenome.kribb.re.kr/GENT) 

foram avaliadas por pirossequenciamento em 67 casos (24 no grupo teste e 

43 novos casos). A hipermetilação em KLHL34 cg14281612 foi relacionada 

com melhor resposta à nCRT, com um valor de corte de 39,7% 

(sensibilidade e especificidade 0,625 e 0,727 respectivamente) (HA et al. 

2015). A associação entre a hipermetilação e expressão diminuída foi 

demonstrada em linhagens celulares, mas não em amostras clínicas. Em 

nosso estudo, não foram encontradas sondas DM nesse gene nos dois 

grupos de pacientes, pCR e pIR comparados ao TN, pois esse gene 

localiza-se no cromossomo X, cujas sondas não foram avaliadas. Além de 

não compararem os achados com TN, HA et al. (2015) agruparam pacientes 

com TRG1-3 (de acordo com MANDARD et al. 1994) como bons 

respondedores, tornando questionável o valor preditivo desses achados. 

Outro fato curioso nesse estudo é a descrição de três diferentes sondas no 

gene KLHL34. A informação quanto a sonda diverge na tabela, figura e 

discussão, não sendo possível identificar quais das três sondas 

(cg14281612, cg14232291 e cg01828474) tem relevância.  
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A avaliação do status de metilação de genes específicos tem sido 

mais explorada em literatura na busca de marcadores de resposta à nCRT 

em CaRe. A hipermetilação dos genes ATM, CRBP1, MGMT, TFAP2E e 

TIMP3 foi associada à resposta a radioterapia e/ ou quimioterapia baseada 

em 5-FU em CaRe (KIM et al. 2002; EBERT et al. 2012; MOLINARI et al. 

2013; SUN et al. 2014; YOKOI et al. 2017). No presente estudo, não foram 

encontradas sondas DM nos genes ATM e CRBP1 nas comparações 

realizadas. Hipermetilação da região promotora de ATM foi relacionada à 

perda da expressão desse gene e aumento da sensibilidade à radioterapia 

em linhagens celulares de CCR, mas esse achado não foi reportado em 

amostras de pacientes (KIM et al. 2002). No nosso estudo, foi identificada 

expressão aumentada em ATM nos casos com pIR, essa alteração pode ser 

decorrente de outros mecanismos, incluindo a mutação no gene, a qual foi 

observada em dois casos com pIR (RET7 e RET30). Hipermetilação do gene 

CRBP1 foi relatada em linhagens celulares de CCR resistentes à radiação 

(YOKOI et al. 2017). Os autores também avaliaram 33 biópsias de CaRe, 

das quais 14 apresentaram hipermetilação; 13 deles eram de pacientes não 

respondedores (YOKOI et al. 2017). SUN et al. (2014) descreveram a 

hipermetilação na região promotora de MGMT no DNA tumoral circulante de 

pacientes com CaRe coletado antes da neoadjuvância com rádio e 

quimioterapia, como associada a melhor resposta ao tratamento. Embora 

não tenham sido identificadas em nosso estudo sondas DM na região 

promotora de MGMT, pacientes com pIR apresentaram cinco sondas 

hipometiladas e três hipermetiladas na região do corpo do gene. Alterações 
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nos níveis de expressão gênica devido à metilação em corpo de genes 

foram descritas previamente (YANG et al. 2014; BELTRAMI et al. 2017). No 

entanto, a não concordância do perfil encontrado e o fato desse gene não ter 

sido identificado como diferencialmente expresso no presente estudo 

sugerem que essas sondas não possuem papel regulatório nesse gene. 

Cinco sondas com ∆β+ e uma sonda com ∆β- foram identificadas no corpo 

dos genes TFAP2E e TIMP3, respectivamente, nos dois grupos comparados 

ao TN. EBERT et al. (2012) descreveram associação entre a hipermetilação 

de TFAP2E e pior resposta à nCRT. Os autores relataram que apenas 10% 

dos casos com hipermetilação nesse gene apresentaram resposta à nCRT, 

em contraste com 82% dos casos com hipometilação. As sondas localizadas 

na região promotora do gene não estavam DM em nenhum dos grupos do 

presente estudo.  

Um classificador baseado em Diagonal Linear Discriminating Analysis 

(DLDA) foi treinado usando as sondas diferencialmente metiladas nos dois 

grupos em relação ao TN e na comparação entre pCR e pIR (p<0,05) após a 

aplicação dos filtros (AUC > 0,75 e regressão linear < 0,05). As três sondas 

resultantes permitiram classificar corretamente os tumores com 100% de 

sensibilidade e 90% de especificidade após validação cruzada usando o 

modelo leave-one-out cross validation (LOOCV). Os dois casos classificados 

erroneamente (RET19 e RET 31) apresentaram, respectivamente, TRG 1 e 

2, diagnosticados aos 26 e 67 anos de idade, submetidos à cirurgia após 9,7 

e 35,7 semanas, respectivamente. Ambos do sexo masculino, com 

estadiamento clínico III, sem comorbidades, vivos e livres de doença até a 
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data do último seguimento em setembro e junho de 2016, respectivamente. 

Somente uma das sondas estava presente na plataforma 450K (Illumina), de 

forma que o classificador não pode ser aplicado aos dados do TCGA ou aos 

achados de HA et al (2015). A análise em um grupo independente de 

amostras tem potencial para esclarecer o papel destes genes/sondas como 

marcadores de resposta a terapia neoadjuvante. 

GAEDCKE et al. (2014) propuseram um painel de 10 regiões 

diferencialmente metiladas (DMR) para discriminar pacientes com CaRe 

com melhor e pior prognóstico. Os autores utilizaram espectrometria de 

massa baseada em MALDI-TOF (MassArray® - Sequenom) e identificaram 

20 DMRs associadas ao prognóstico. Dez (ADAP1, BARHL2, CABLES2, 

DOT1L, ERAS, ESRRG, RNF220, ST6GALNAC5, TAF4 e SLC20A2) das 20 

DMR foram correlacionadas com sobrevida livre de doença em um grupo de 

validação. O teste Log rank revelou associação de melhor prognóstico nos 

casos que apresentaram altos níveis de metilação. Embora em nosso estudo 

não tenham sido analisadas DMR, foram identificadas sondas 

diferencialmente metiladas em oito destes 10 genes (com exceção de 

CABLES e ERAS) descritos pelos autores. No grupo com pCR, BARHL2, 

ESRRG, DOT1L e TAF4 estavam hipermetilados na região promotora e em 

corpo de gene, respectivamente. ADAP1 apresentou sondas hipometiladas 

em região promotora e de corpo de gene, enquanto ST6GALNAC5 teve 

sondas hipo e hipermetiladas tanto em região promotora quanto de corpo de 

gene. SLC20A2 possuía sondas hipermetiladas na região 5’UTR, assim 

como RNF220, que também apresentou sondas hipermetiladas em corpo de 
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gene. Nos casos com pIR, foram identificadas sondas com hiper e 

hipometilação em região promotora e de corpo dos genes ESRRG, 

ST6GALNAC5 e SLC20A2. TAF4 exibiu sondas hipo e hipermetiladas em 

corpo de gene. ADAP1 apresentou hipometilação em região promotora e em 

corpo de gene; DOT1L, na região promotora, e hipermetilação em região de 

corpo de gene. RNF220 possuía sondas hipermetiladas na região 5’UTR e 

em corpo de gene e BARHL2 continha somente uma CpG hipermetilada. 

Aparentemente, não foi detectada associação entre a hipermetilação nesses 

genes e resposta à nCRT, como observada no nosso estudo.  

Marcadores de resposta à nCRT baseados em dados de expressão 

gênica tem sido extensivamente avaliados, com diversas listas de genes 

publicadas nos últimos anos (Tabela 2). Vários autores que tentaram 

reproduzir os achados publicados, não tiveram sucesso, seja porque as 

listas não coincidiam (AGOSTINI et al. 2015a) ou porque a sensibilidade e 

especificidade dos marcadores descritos não eram satisfatórias quando 

aplicadas em outro grupo de casos (LOPES-RAMOS et al. 2015). Alguns 

fatores podem influenciar a reprodutibilidade dos resultados, por exemplo, 

alguns estudos compararam pCR e pIR, enquanto outros agrupam bons e 

maus respondedores (de acordo com o TRG). Em adição, as diferentes 

plataformas e métodos de análise utilizados em cada estudo, não permitiram 

até o momento que os achados fossem traduzidos para prática clínica 

(PEREZ e HABR-GAMA 2016).  

Ainda assim, o perfil de expressão gênica desses tumores pode ser 

utilizado como uma valiosa ferramenta para identificar mecanismos 
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regulatórios específicos alterados em cada grupo de pacientes. As diferentes 

vias desreguladas em tumores de pacientes com pCR ou pIR podem 

elucidar se mecanismos alternativos podem ser explorados como potenciais 

novos alvos terapêuticos e auxiliar na compreensão da biologia dos 

carcinomas de reto. A partir do enriquecimento dos 378 e 678 genes 

diferencialmente expressos em pCR e pIR em relação ao TN foram 

identificadas 84 e 88 vias canônicas (IPA), respectivamente. Para avaliar as 

diferenças entre os dois grupos, as vias desreguladas identificadas somente 

em um grupo ou no outro foram avaliadas mais detalhadamente. 

Os tumores de pacientes com pCR apresentaram 27 vias exclusivas 

(Figura 11). Verificou-se alteração em vias relacionadas à resposta imune 

inata (Crosstalk between Dendritic Cells and Natural Killer Cells) e 

adaptativa (Altered T Cell and B Cell Signaling in Rheumatoid Arthritis). As 

células dendríticas (DC) e as células natural killer (NK) são componentes do 

sistema imune inato que regulam respostas adaptativas na vigilância 

imunológica de reconhecimento do câncer e infecções. As DC são 

apresentadoras de antígenos que também podem modular a atividade de 

outras células do sistema imune inato e adaptativo por meio da liberação de 

citocinas e quimiocinas, podendo ativar ou bloquear a ação dessas células. 

Algumas dessas moléculas secretadas podem, por exemplo, ativar as 

células NK, que são células efetoras citotóxicas. As NKs também podem ser 

ativadas ao encontrar antígenos, pois expressam uma grande quantidade de 

receptores, inibidores e ativadores, cujo balanço desencadeia a resposta da 

célula. A interação entre DC e NKs é bidirecional, NKs podem induzir a 
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maturação das DC, que por sua vez, podem estimular a proliferação, 

sobrevivência e citotoxicidade das NKs, preparando uma resposta imune 

anti-tumoral eficiente (MAHMOOD et al. 2015). Estudos mostram que a 

interação de DC CXCL16+/+ e células NK CXCR6+, resultam em ativação 

das NKs com alta produção de INFγ, o qual possui atividade pró- apoptótica, 

anti-proliferativa e anti-angiogênica em câncer (VEINOTTE et al. 2016). O 

papel das NKs no auxílio à resposta ao tratamento com vacinas de DC 

também foi descrito por diversos autores e revisado em detalhes por 

PAMPENA e LEVY (2015). As células NKs também apresentam direta 

associação com a regulação das células T. A infiltração das células NK e T 

foram associadas com bom prognóstico em tumores colorretais 

(SCONOCCHIA et al. 2014).  

A via de sinalização alterada de células T e B em artrite reumatóide 

(Altered T Cell and B Cell Signaling in Rheumatoid Arthritis) inclui alteração 

de moléculas envolvidas na apresentação de antígenos (HLAs) e na 

regulação de citocinas pró-inflamatórias, como TNF e LTB (RAO et al. 2017). 

Células tumorais expressam antígenos que as diferem das células normais 

tornando-as identificáveis pelo sistema imunológico, o qual normalmente 

leva a morte das células tumorais. Entretanto, as células tumorais 

conseguem evadir a resposta imune por meio de diversos mecanismos, 

sendo esse um dos novos Hallmarks do câncer (HANAHAN e WEINBERG 

2011). Nossos resultados mostraram diminuição de expressão de moléculas 

classe II (HLA-DRB1) e aumento de expressão de TNF nos tumores de 

pacientes com pCR. Esses resultados evidenciam potenciais mecanismos 
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de evasão do sistema imune e promoção da tumorigênese pela ativação de 

vias relacionadas ao TNF, como, por exemplo, a Wnt/β-catenina. A relação 

entre essas vias foi reportada previamente em CCR (BALKWILL 2009; LIU 

et al. 2012). 

Alterações na via Wnt promovendo o acúmulo de β-catenina (Wnt/β-

catenin Signaling) são considerados eventos iniciais na transição adenoma-

carcinoma na maioria dos tumores colorretais por meio da inativação de 

APC, gene supressor tumoral responsável pela degradação da β-catenina 

citoplasmática (FEARON 2011). O excesso da proteína no citoplasma, leva 

a migração da mesma para o núcleo, onde há a formação de um complexo 

de transcrição, resultando na expressão dos genes-alvo de Wnt. Essa via de 

sinalização canônica de Wnt, modula diversos processos celulares, como 

proliferação, sobrevivência, apoptose, diferenciação e adesão celular 

(NOVELLASDEMUNT et al. 2015). No presente estudo, 25 casos 

apresentaram mutação no gene APC (8 pCR, 32%) o que pode contribuir 

para a desregulação da via Wnt/ β-catenina. No entanto, não foi identificada 

expressão diferencial desse gene nos casos analisados, possivelmente pelo 

tamanho amostral ou estratégia de análise dos dados usada na comparação 

entre os grupos. Em adição, foi identificada alterações na via não-canônica 

de Wnt (PCP pathway), a qual está relacionada a reorganização do 

citoesqueleto durante a mobilidade celular. A ativação dessa via por meio da 

expressão aumentada da proteína Collagen triple helix repeat containing 1 

(CTHRC1) foi associada ao aumento da proliferação, migração e invasão de 

linhagens de câncer colorretal em ensaios in vitro (YANG et al. 2015). Esse 
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gene estava com expressão aumentada nos nossos casos com pCR e não 

estava diferencialmente expresso nos casos com pIR. A via de sinalização 

de Wnt também está associada à adipogênese (Adipogenesis pathway) em 

adultos, reprimindo-a pelo bloqueio da indução de Peroxisome proliferator -

activated receptor g (PPARG) e CCAAT/enhancer-binding protein-α 

(CEBPA) (CHRISTODOULIDES et al. 2009). A desregulação de adipócitos 

associada à inflamação crônica pode levar à tumorigênese induzida por 

adipócitos. PPARG é um receptor nuclear que participa da inibição da 

sinalização de Wnt, assim como diversas outras vias de sinalização anti-

tumorais, por meio de ações não-genômicas (como interação e ativação de 

proteínas por meio de contato) e genômicas (quando está associado a 

outras proteínas no núcleo da célula formando um complexo de modulação 

de transcrição gênica). Agonistas de PPARG foram descritos como nova 

estratégia terapêutica, sendo demonstrada sua eficácia antineoplásica em 

diversos estudos in vitro e in vivo (VELLA et al. 2017). Os genes PPARG e 

CEBPA não estavam diferencialmente expressos nos casos analisados 

nesse estudo, o que poderia ser explicado que tamanho da casuística ou 

estratégias de análise dos dados. Outros genes da via de adipogênese, 

como RB1 foram identificados com expressão aumentada em pCR. A 

inibição de PPARγ por RB1 foi demonstrada em linhagens celulares de 

fibroblastos embrionários, fibroblastos-like de camundongos e de 

osteosarcoma (FAJAS et al. 2002) podendo ser um dos mecanismos 

regulatórios de PPARG em ReCa.  
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As vias exclusivas desreguladas em tumores de pacientes com pIR 

(31 vias, Figura 11) incluíram a desregulação dos pontos de checagem do 

ciclo celular, tanto em G1/S (Cell Cycle: G1/S Checkpoint Regulation) como 

em G2/M (Cell Cycle: G2/M DNA Damage Checkpoint Regulation). Além 

disso, foi identificada alterações nas vias de reparo de quebras de dupla fita 

de DNA que seriam ativadas durante esses pontos de checagem na 

presença de lesões no material genético (DNA Double-Strand Break Repair 

by Non-Homologous End Joining e DNA Double-Strand Break Repair by 

Homologous Recombination, respectivamente). Lesões no DNA são eventos 

frequentes decorrentes da exposição a agentes genotóxicos, como 

radiações e espécies reativas de oxigênio e, são usualmente reparadas sem 

gerar consequências drásticas para as células. As quebras de dupla fita 

(DSB - double strand break) são as lesões mais nocivas às células, pois 

podem resultar em grandes rearranjos cromossômicos e erros de 

segregação cromossômicas quando incorretamente reparadas. Os dois 

principais mecanismos de reparo de DSB são o reparo por recombinação 

homóloga (HR - homologous recombination) e a junção de extremidades 

não-homológas (NHEJ - non-homologous end joining) (APARICIO et al. 

2014).  

O processo de reparo ao dano no DNA (DDR - DNA damage repair) 

abrange o reconhecimento das lesões, recrutamento das proteínas de 

reparo e, nas células em processo de divisão, bloqueio do ciclo celular. 

Lesões muito grandes ou contínuas podem levar à morte celular ou 

senescência. Durante o ciclo celular, diversos pontos de checagem avaliam 
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as condições necessárias para continuar o processo de divisão e a 

maquinaria de reparo está diretamente ligada a esse mecanismo de controle 

(SHALTIEL et al. 2015). Primeiramente, o reconhecimento das DSBs é feito 

pelo complexo MRN (Mre11, Rad50 e Nbs1), que recruta ATM (ataxia 

telangiectasia mutated). Durante a fase G1, não há participação da via de 

HR, visto que os cromossomos ainda não foram duplicados e não existe a 

cromátide irmã como referência para o pareamento homólogo. Dessa forma, 

durante essa fase do ciclo celular, o principal mecanismo de reparo as DSBs 

é NHEJ. 

Após recrutamento de ATM, há ativação de CHK2, estabilizando p53 

e desencadeando a transcrição de diversos genes, incluindo o gene da 

proteína p21, inibidor de proteínas quinases dependentes de ciclinas (Cdks) 

e p38 que estabiliza o mRNA de p21. A ação de ATM, CHK2 e p38 impede a 

continuação do ciclo celular para a fase S, bloqueando a ação de CDK2, 

iniciadora da replicação do DNA durante a fase S. Durante G2, Wee1, CHK1 

e ATR são os principais moduladores do ponto de checagem, o qual não 

depende de p53, p21 e ATM. A manutenção na fase G2, durante reparo, por 

exemplo, são dependentes de BRCA2 e PALB2 (SHALTIEL et al. 2015). 

Alterações na via de reparo a danos no DNA por HR também foram 

identificadas por análise de mutações em um número significativo de casos 

no presente estudo (23%) e nos dados do TCGA (25%). Escores indicativos 

de defeitos em HR por meio de análises de alterações genômicas foram 

identificados em 61% dos casos, dos quais, 70% eram pIR. Esses 

resultados estão discutidos em detalhes no Anexo 5. 
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A via do processo de ubiquitinação (Protein Ubiquitination Pathway) 

também desregulada em casos pIR, pode contribuir para as alterações no 

ciclo celular, uma vez que agem diretamente na coordenação rígida dos 

níveis das proteínas envolvidas nos pontos de checagem do ciclo. As 

ubiquitinas atuam na degradação proteica pela formação do proteassomo, 

regulando os níveis de ciclinas e de p21 e p53, por exemplo, sendo que 

perda ou degradação de p21 ou p53 leva à inativação do ponto de 

checagem G1/S (BASSERMANN et al. 2014). Além disso, histonas 

deacetilases, como a sirtuína SIRT1 (Sirtuin Signaling Pathway) também 

podem sofrer ubiquitinação estimulada por sinais decorrentes da via de 

reparo a danos no DNA (PENG et al. 2015).  

Mecanismos epigenéticos parecem exercer um papel crucial nos 

tumores de pacientes com pIR, pois tanto a via de sinalização das sirtuínas 

quanto da metilação de DNA (DNA Methylation and Transcriptional 

Repression Signaling) encontravam-se alteradas. As sirtuínas representam 

um conjunto de enzimas deacetilases envolvidas na resposta a estresses 

metabólicos e genotóxicos, atuando na modificação da cromatina pelo 

controle da acetilação de histonas e consequente regulação da expressão 

gênica (BOSCH-PRESEGUE e VAQUERO 2013; OLIVEIRA et al. 2013). 

Assim como as sirtuínas, a metilação do DNA é um dos mecanismos de 

regulação da expressão gênica, o qual ocorre pela ação de DNA 

metiltransferases, que adicionam um grupo metil (CH3) à quinta posição do 

carbono de uma CpG, formando a 5-metilcitosina (5mC) (EGGER et al. 

2004; HOQUE et al. 2005). No presente estudo, foi encontrado um maior 
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número de genes diferencialmente expressos em pIR (678) que em pCR 

(378), podendo ser consequência de alterações nas vias de regulação da 

expressão gênica nesse grupo.  

A rede regulatória transcricional em células-tronco embrionárias 

(Transcriptional Regulatory Network in Embryonic Stem Cells) estava 

alterada nos casos com pIR. Nessa rede está incluído o proto-oncogene 

nuclear SET que se apresentou com expressão aumentada. Este gene inibe 

a ação de histonas acetilases, ligando-se a regiões específicas de histonas, 

regulando também a transcrição gênica (ALMEIDA et al. 2017). A expressão 

aumentada de SET já foi descrita em CCR e associada a pior prognóstico 

(CRISTOBAL et al. 2015). Assim, o gene SET poderia ter um papel 

relevante também em CaRe nos pacientes que apresentaram pIR. 

Os genes diferencialmente expressos em cada grupo comparado com 

o TN também foram utilizados para identificar proteínas potencialmente 

secretada por carcinomas de reto, de acordo com a resposta à nCRT. As 

moléculas secretadas/excretadas pelas células tumorais tem sido descritas 

como potenciais novos biomarcadores de avaliação em plasma/soro ou até 

mesmo nas fezes (SCHAAIJ-VISSER et al. 2013). A análise de predição in 

silico resultou em 40 proteínas de 106 genes com expressão aumentada em 

pCR e 104 proteínas de 353 genes em pIR potencialmente secretadas por 

esses tumores. Dessas, 17 do primeiro grupo e 56 do segundo já haviam 

sido descritas, ou seus mRNAs, em bancos de dados de vesículas 

extracelulares provenientes de amostras de CCR. Como o intuito do 

presente estudo foi avaliar as diferenças entre os tumores de pacientes com 
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pCR e pIR, as 12 proteínas identificadas em ambos os grupos não foram 

consideradas nas análises subsequentes, restando 5 proteínas de interesse 

em pCR e 24 em pIR. O banco de dados Cancer Secretome 

(http://www.cancersecretome.org/) foi utilizado para filtrar esta lista nos 

casos pIR, sendo encontradas 14 proteínas em CaRe (Tabela 6). Essa 

estratégia foi aplicada no intuito de pré-selecionar candidatos para posterior 

validação.  

A investigação do secretoma em CCR foi descrita em estudos 

utilizando meios condicionados (MCs) provenientes de linhagens celulares, 

líquido peritoneal, urina, fezes e soro/plasma (IMPERLINI et al. 2013; 

SCHAAIJ-VISSER et al. 2013; ZENG et al. 2013; SHIN et al. 2014; TATO-

COSTA et al. 2016; BHARDWAJ et al. 2017). A maioria desses estudos teve 

como objetivo identificar marcadores diagnósticos de CCR. TATO-COSTA et 

al. (2016) avaliaram o papel do secretoma de linhagens celulares de cólon 

associado à indução de senescência (SAS - senescense-associated 

secretome) devido ao tratamento com 5-FU ou doxorubicina. Os autores 

identificaram diferentes citocinas no MC das células senescentes (IL-8, TGF-

α, VEGF, cistatina C, lipocalina 2 (LCN2 ou NGAL), fator de inibição da 

migração de macrófagos (MIF), indutor de metaloproteinases de matriz 

(EMMPRIN) e receptor do ativador de plasminogênio tipo uroquinase), em 

comparação com o MC da mesma linhagem não induzida. O cultivo de 

linhagens não tratadas de cólon e de reto com o MC das células 

senescentes levou ao aumento de proliferação nessas células e ativação da 

transição epitélio-mesênquima (EMT - epithelial to mesenchymal transition) 
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sendo observado um aumento da capacidade de invasão. Os tumores de 

pacientes com CaRe (avaliados após intervenção terapêutica) submetidos 

ao tratamento com 5-FU neoadjuvante em comparação com os tumores de 

pacientes não tratados, apresentaram maior expressão de marcadores de 

células senescentes (IL-18, p21 e p16) e de proteínas envolvidas na EMT 

(Snail, Slug e vimentina). Com base nesses achados, os autores sugeriram 

que a terapia com 5-FU induz senescência em algumas células tumorais e 

que o secretoma dessas células modifica o microambiente por meio da 

liberação de citocinas ativadoras da EMT, podendo estar relacionado com 

recorrência e pior prognóstico (os quais não foram avaliados) (TATO-

COSTA et al. 2016).  

A citocina IL-8 também foi identificada em nossa análise, no entanto, 

tanto tumores de paciente com pCR como os daqueles com pIR 

apresentaram aumento de expressão dessa citocina. Ainda que os níveis de 

expressão (baseados em FC) nos casos com pIR tenha sido maior que nos 

casos com pCR (FC = 4,5 e 2,4 respectivamente), essa diferença não foi 

considerada significativa em nossa casuística (p>0,05). A IL-8 é uma citocina 

pró-inflamatória que foi descrita como associada a pior prognóstico em CCR 

devido ao aumento de proliferação, migração, invasão e resistência ao 

tratamento com oxaliplatina associados ao seu aumento de expressão 

(NING e LENZ 2012).  

Uma das vias de sinalização intracelular ativada pela IL-8 se dá por 

meio das proteínas G e PLCs, identificadas como alteradas em nossos 

casos de CaRe (na análise individual de expressão e na análise integrada 
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com os dados de metilação). À jusante das proteínas G, IL-8 pode ativar a 

via de VEGF e FAK (alteradas em pIR e pCR, respectivamente, Figura 11), 

às quais estão relacionadas a angiogênese e remodelamento do 

citoesqueleto, respectivamente (LIU et al. 2016). A associação da expressão 

aumentada de IL-8 com diferentes vias de sinalização, que também podem 

estar alteradas, pode explicar os diferentes desfechos observados (pCR e 

pIR) em pacientes com elevada expressão dessa citocina. Desta forma, 

esses achados indicam cautela ao considerar a proteína IL-8 como 

biomarcador em CaRe.  

As interleucinas 3 (CXCL3) e 5 (CXCL5) foram identificadas em nosso 

estudo como potenciais biomarcadores em pacientes com pIR. O aumento 

de expressão de CXCL5 foi descrito em soro de pacientes com CCR e 

associado a pior prognóstico e metástases no fígado (KAWAMURA et al. 

2012). A expressão do gene CXCL3 também foi identificada em tumores de 

pacientes com CCR, os quais apresentaram sobrevida global menor que 

aqueles com níveis normais de expressão (XIONG et al. 2017). No entanto, 

não foram encontrados estudos descrevendo o papel dessas citocinas em 

CaRe especificamente, ou em relação à resposta à rádio ou quimioterapia. 

Para identificar quais das proteínas secretadas poderiam estar 

relacionadas à resposta ao tratamento neodjuvante baseado em 5-FU, foi 

realizada uma busca no banco de dados EVpedia (KIM et al. 2015). Este 

banco de dados possui informações de VE provenientes de diversas 

linhagens de células expostas ou não a condições variáveis. Para uma 

análise mais detalhada, selecionamos duas linhagens celulares (HCC2998 e 
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SW620) de CCR descritas como sensível e resistente à 5-FU 

respectivamente, e realizada a comparação com as proteínas descritas nas 

VEs dessas células. Além disso, as proteínas identificadas em VE no 

sangue de um grupo de indivíduos saudáveis e no soro de pacientes com 

CCR também foram utilizadas na comparação. Para identificar potencial 

marcadores de sensibilidade à terapia, foram selecionadas proteínas que 

estivessem presentes tanto em pCR quanto na linhagem sensível à 5-FU. A 

única proteína identificada em ambos foi a ASPH (Aspartate beta-

hydroxylase), que também foi identificada nas VEs do sangue de indivíduos 

saudáveis. A ASPH foi descrita como potencial alvo terapêutico em gliomas 

(STURLA et al. 2016) e como ativador de resposta imune anti-tumoral em 

carcinomas hepatocelulares (TOMIMARU et al. 2015), mas não foram 

encontrados estudos sobre seu papel em CCR e na resposta a 5-FU.  

Para a identificação dos potenciais marcadores de resistência à 

nCRT, foram observadas as proteínas identificadas em pIR que também 

estivessem nas VEs da linhagem resistente à 5-FU, e não na linhagem 

sensível ou em pCR. As proteínas UBE2C (Ubiquitin-conjugating enzyme E2 

C) e CEMIP (Cell migration-inducing and hyaluronan-binding protein) foram 

as únicas que preenchiam esses critérios, sendo que CEMIP também foi 

identificada no soro dos pacientes com CCR. A enzima UBE2C faz parte do 

complexo proteassomo envolvido na via de ubiquitinação de proteínas (via 

também identificada como alterada em pIR), cuja elevada expressão tem 

sido descrita em diversos tipos de câncer e associada a características 

clínicas de pior prognóstico (XIE et al. 2014). BAJAJ et al. (2016) utilizando 
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linhagens celulares relataram que a expressão de UBE2C estava 

intimamente associada à p53 durante tratamento com 5-FU, sendo reprimida 

por p53 selvagem (wt) e induzida por p53 mutada (BAJAJ et al. 2016). A 

frequência de CaRe com mutação em TP53 foi elevada no presente estudo 

(84%, Anexo 3), a alta expressão de UBE2C em pacientes com mutação em 

TP53 pode representar um dos mecanismos de resistência à nCRT e seu 

uso como biomarcador deve ser explorado nesses pacientes.  

A proteína CEMIP (Cell migration inducing protein), está associada ao 

desenvolvimento e prognóstico desfavorável de diversos tipos tumorais, 

incluindo CCR. O aumento de expressão desse gene e da proteína foram 

identificados em câncer de cólon estando associado a menores taxas de 

sobrevida em 5 anos (FINK et al. 2015). O silenciamento de CEMIP diminuiu 

o potencial de invasão tumoral e metástase em CCR (FINK et al. 2015). 

Segundo os autores, como esta proteína é secretada, foi sugerido seu papel 

como potencial marcador em CCR. Interessantemente, GOMBODORJ et al. 

(2017) avaliando resistência à radiação em condições de hipóxia em células 

de CCR, identificaram CEMIP como modulador da via de HIF (Hypoxia-

inducible factor). Usando o inibidor de UBE2 (NSC697923) em combinação 

com radioterapia, os autores demonstraram maior citotoxicidade na 

linhagem SW480 (resistentes à radioterapia) e inibição do crescimento 

tumoral em modelo animal em comparação com tratamento único com 

radioterapia (GOMBODORJ et al. 2017). Esses resultados corroboram os 

achados do potencial uso de UBE2C e CEMIP como marcadores de 

resposta em biópsia líquida de pacientes com CaRe. 
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Por fim, foi realizada uma análise integrada dos genes 

diferencialmente expressos com os dados de metilação diferencial nos dois 

grupos de CaRe. Os tumores de pacientes com pIR apresentaram um 

número muito maior de genes desregulados que os pCR. Essa diferença 

pode ser decorrente do maior número de casos presentes neste grupo de 

tumores (17 pIR vs. 5 TN e 11 pCR vs. 5 TN) ou pode ser resultado das 

alterações envolvidas no controle de expressão gênica nesse grupo (não 

identificada no grupo com pCR), evidenciado pela análise funcional in silico 

realizada no presente estudo (Figura 11). Enquanto a maioria das sondas 

DM, resultantes da análise integrada, apresentaram correlação negativa em 

pCR (66%), somente 28% tinham r- no grupo de casos com pIR. Além disso, 

foi evidenciada uma maior proporção de sondas em regiões regulatórias 

(região promotora e em ilhas CpG) nos casos com pCR e uma distribuição 

mais homogênea das sondas com r- nos casos com pIR (Figura 14). 

Entre os genes regulados por metilação em pCR, diversos estão 

envolvidos em modulação de transcrição (cinco genes membros da família 

Zinc Finger e o miR1197) e de modificações pós-traducionais, como 

ST3GAL4 (glicosiltranferase). Os zinc fingers podem atuar como oncogenes 

ou supressores de tumor. Ainda que não tenha sido encontrado nenhum 

estudo descrevendo a relação da metilação dos genes identificados no 

presente estudo, a metilação da região promotora de outros genes da família 

zinc finger foi descrita como associada à diminuição da expressão dos 

mesmos e consequente inibição de apoptose (ZNF545) e angiogênese 

(ZNF24), entre outros mecanismos pro-tumorais (JEN e WANG 2016). O 
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aumento da expressão de ST3Gal4 foi associado aos tumores gástricos e 

renais, induzindo invasão e metástase pela ligação à selectinas, que são 

expressas por células vasculares endoteliais inflamadas (RODRIGUES e 

MACAULEY 2018). 

A expressão do gene ITIH5 foi identificada como inibida por metilação 

nos casos com pCR. A expressão diminuída dos genes da família ITIH foi 

descrita em diversos tumores, incluindo cólon, mama e pulmão (HAMM et al. 

2008). ITIH5 possui um papel na manutenção da estabilidade da matriz 

extracelular. A associação da metilação da região promotora desse gene 

com a diminuição da sua expressão em câncer de cólon foi reportada, 

especialmente em tumores positivos para CIMP (KLOTEN et al. 2014). O 

miR1197 foi identificado com hipometilação na região promotora nos 

tumores com pIR. Esse miRNA tem 317 alvos preditos (http://mirdb.org). O 

enriquecimento de processos biológicos dos genes-alvo usando o Gene 

Ontology (http://geneontology.org) indicou a participação dos genes em 

processos biossintéticos de glicosaminoglicanos (Fold Enrichment = + 5,29; 

FDR = 0,04), regulação de processos metabólicos (FE = + 1,47; FDR = 

0,0003), via de sinalização do receptor intracelular (FE = + 4,59; FDR = 

0,01), entre outros (dados não mostrados). Não foi encontrado nenhum 

estudo descrevendo o papel desse microRNA em câncer, sendo, portanto, 

um bom candidato para futuras investigações. 

Os genes regulados por metilação em pIR incluíram o SMAD9, um 

membro de uma família de fatores de transcrição, cuja inibição por metilação 

foi descrita em carcinoma gástrico associada à infecção por Helicobacter 
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pylori (KANG et al. 2008). Em uma avaliação de expressão gênica global em 

amostras de adenoma folicular e variante folicular de carcinoma papilar de 

tireoide (VFCPT), foi identificado, entre outros, a diminuição da expressão de 

SMAD9 somente em VFCPT, enquanto o mesmo estava com expressão 

aumentada em adenomas com relação ao TN (SCHULTEN et al. 2015). 

Mutações em genes da família SMAD foram associados com a síndrome de 

polipose juvenil e câncer colorretal esporádico, sendo também associadas 

com a desregulação da via TGF-β, frequentemente alterada em CCR 

(FLEMING et al. 2013).  

O gene TRIM29 foi detectado com aumento de expressão e 

hipometilação nos casos com pIR. Ao contrário, em câncer de mama a 

inibição da expressão de TRIM29 pela metilação de sua região promotora foi 

associada à EMT mediada por TWIST (AI et al. 2014). Os autores relataram 

uma associação entre a hipermetilação/expressão diminuída de TRIM29 

com menor sobrevida livre de doença, maior tamanho tumoral, alto grau e 

características metastáticas. A participação de TRIM29 na indução da 

transição epitélio-mesênquima mediada por TWIST foi confirmada em 

ensaios funcionais (CHOI et al. 2017). SNAI1 (Snail), SNAI2 (Slug) e TWIST 

são importantes reguladores da transcrição de genes que codificam 

proteínas envolvidas na adesão celular e na manutenção das características 

das células epiteliais e, quando desregulados, induzem as células epiteliais 

a transformarem-se em células com características mesenquimais (EMT). 

Esse processo foi associado a formação de metástases e características 

mais agressivas em tumores (TIWARI et al. 2012). Foram reportadas a 
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associação de marcadores da EMT e resistência à nCRT em CaRe, assim 

como a associação desses marcadores e aumento da capacidade de 

invasão em linhagens celulares de CCR (BHANGU et al. 2014; TATO-

COSTA et al. 2016). No entanto, são necessários estudos adicionais para 

melhor compreender o papel de TRIM29 em CaRe.  

Os resultados apresentados nesse estudo confirmaram achados 

importantes descritos previamente em literatura e revelaram novos genes e 

vias associados ao câncer de reto. Em especial, foram identificadas 

alterações na via de reparo a danos no DNA por recombinação homóloga 

(por meio de mutações, assinaturas genômicas e expressão diferencial de 

transcritos) e vias de sinalização intracelulares relacionadas à divisão, 

migração e reorganização do citoesqueleto. Além disso, foram descritas 

diferenças moleculares entre tumores provenientes de pacientes com 

resposta patológica completa ou incompleta. Interessantemente, foi 

desenvolvido um classificador baseado em sondas diferencialmente 

metiladas que foi capaz de discriminar os pacientes quanto a resposta a 

terapia. A análise do transcriptoma também permitiu a identificação de 

proteínas potencialmente secretadas pelos carcinomas de reto, os quais 

podem servir de marcadores de resposta à terapia neoadjuvante. 
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6 CONCLUSÕES 

 

 

 Foram identificadas alterações genômicas, transcriptômicas e 

epigenéticas em câncer de reto ainda não descritas em literatura e 

que contribuem para o melhor entendimento da biologia do tumor; 

 Alterações genômicas já descritas em CaRe foram identificadas, com 

prevalência de ganhos em 7p, 8q, 13q e 20q e perdas em 8p, 14, 17p 

e 18. Foi demonstrada uma alta instabilidade cromossômica 

quantificada pelo Genomic Instability Index (GII). Pela primeira vez, 

escores de deficiência da via de reparo de DNA por recombinação 

homóloga (HRD) foram calculados para CaRe, resultando em um 

número significativo de casos com escores altos. 

 Foram identificadas variantes em oito genes relacionados a vias de 

reparo de lesões no DNA. A análise dos dados do TCGA confirmou 

uma associação entre mutação em genes da via de HR e GII em 

casos não-hipermutados; 

 Foi identificada hipometilação acentuada nos CaRe, com a maioria de 

sondas localizadas em regiões intergênicas e open sea, enquanto as 

sondas hipermetiladas encontraram-se principalmente em regiões 

promotoras e de ilhas CpG; 

 Os genes diferencialmente expressos em CaRe comparados ao TN e 

validados com dados externos revelaram alterações em vias 

biológicas. Entre essas vias estão a de a inibição do ponto de 

checagem G2/M de lesões no DNA e ativação de ciclinas e do ciclo 
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celular , as quais podem estar relacionadas a alta instabilidade 

genômica observada nesses tumores. Também estavam alteradas as 

vias de sinalização relacionadas aos receptores associados à 

proteína G, PLCs e cascatas de sinalização intracelulares com 

alterações no equilíbrio de Ca+2; 

 A análise integrada dos dados de metilação e expressão diferencial 

dos CaRe comparados ao TN (validada com dados externos, TCGA), 

revelou que uma parcela das vias alteradas já identificadas com os 

dados de expressão gênica global estavam reguladas por metilação. 

As demais vias alteradas por metilação estavam associadas à 

proteína G e PLCs, previamente relacionadas ao desenvolvimento do 

câncer; 

 Observou-se maior GII em casos respondedores, não havendo 

diferença de escores de HRD entre os grupos pIR  e pCR. Entretanto, 

seis de sete casos com mutação em genes dessa via tinham pIR, 

indicando que diferentes mecanismos levam à instabilidade genômica 

nestes tumores.  

 Foi observada maior proporção de sondas hipermetiladas localizadas 

em ilhas em pCR que em pIR. A falta de estudos de metilação global 

em CaRe e resposta à nCRT não permitiu uma comparação mais 

detalhada com os achados deste estudo.  

 Com base nos dados de três sondas diferencialmente metiladas, foi 

possível desenvolver um classificador capaz de predizer resposta à 

nCRT com 100% de sensibilidade e 90% de especificidade após 

ensaios de validação cruzada. A confirmação desses resultados em 
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uma casuística independente e maior pode contribuir para o uso 

destes marcadores na prática clínica; 

 Os resultados da expressão gênica comparada ao TN permitiram 

identificar 84 e 88 vias canônicas desreguladas em pCR e pIR, 

respectivamente. Os tumores de pacientes com pCR apresentaram 

alterações em vias relacionadas à modulação do sistema imune com 

ativação de vias de sinalização, incluindo as canônicas (Wnt/β-

catenina) e não-canônicas (PCP) de Wnt; 

 Os tumores de pacientes com pIR apresentaram vias alteradas 

relacionadas ao descontrole do ciclo celular e dos mecanismos de 

reparo das quebras de dupla fita de DNA. Foram também 

identificados alterações de vias envolvidas nos mecanismos 

epigenéticos incluindo a metilação do DNA e a acetilação de histonas, 

sendo características descritas em tumores de pior prognóstico; 

 Foram identificadas proteínas alteradas potencialmente secretadas 

por CaRe, que podem servir como marcadores avaliados por biópsia 

líquida. ASPH foi revelada como potencial marcador de sensibilidade 

à nCRT, apresentando expressão elevada em pCR; enquanto UBE2C 

e CEMIP foram selecionados como potenciais marcadores de 

resistência ao tratamento. 
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Anexo 1 - Cartas de aprovação dos Comitês de Ética em Pesquisa – CEP 

(A.C.Camargo Cancer Center e Hospital de Câncer de Barretos) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  



	

	

 
 
 



	

	



	

	



	

	



	

	



	

	

 
  



	

	

Anexo 2 - Cobertura média, número total de reads, porcentagem de reads 

alinhados e a fração das sequências com cobertura de pelo menos 20, 30 e 

100 vezes obtidas com o sequenciador NextSeq para as 31 amostras de 

adenocarcinomas de reto.  

 

 

Caso 
Cobertura 

Média 
# Total de 

Reads 
% Reads 
alinhados 

% de regiões cobertas  
x20 x30 x100 

RET2 139,18 1580974 99,75351 93,9 92,0 70,1 
RET3 187,43 2275089 99,71979 95,3 94,1 81,7 
RET4 165,01 2015777 99,72373 94,6 93,0 75,5 
RET5 171,29 1969516 99,73821 95,1 93,8 78,8 
RET6 156,61 2000552 99,72783 94,8 93,5 77,1 
RET7 167,68 2159331 99,74057 94,8 93,3 76,6 
RET8 203,50 3092943 99,72227 95,1 94,0 83,0 
RET9 169,58 2216756 99,73660 95,0 93,6 77,8 
RET10 149,17 1851027 99,74414 94,6 92,8 73,3 
RET11 178,31 2244858 99,73914 95,1 93,7 79,2 
RET12 196,08 2429632 99,71675 95,8 94,8 83,7 
RET13 163,42 2554653 99,77797 94,5 93,2 77,1 
RET15 192,04 2874946 99,78274 94,6 93,3 80,4 
RET17 152,54 2299094 99,78109 94,3 92,9 74,1 
RET18 187,31 2749994 99,74185 95,0 93,9 80,2 
RET19 172,71 3126395 99,76529 94,5 93,2 78,2 
RET20 171,64 2623036 99,78231 94,7 93,5 78,8 
RET24 109,15 1689621 99,68182 92,5 89,6 56,6 
RET25 284,42 7327494 99,70383 96,1 95,3 88,8 
RET26 163,35 1967094 99,73077 94,9 93,6 77,5 
RET27 163,66 2065246 99,74236 94,7 93,3 77,9 
RET28 162,27 1908455 99,74812 94,3 92,5 75,4 
RET29 164,86 1852606 99,73011 94,7 93,3 76,0 
RET30 168,09 1892555 99,68429 95,0 93,8 78,1 
RET31 165,79 1979443 99,75230 94,9 93,3 77,2 
RET32 191,96 2262387 99,75261 95,1 93,9 81,0 
RET33 178,83 2112018 99,75123 94,8 93,4 79,0 
RET34 159,84 1812336 99,74955 94,4 92,9 74,6 
RET41 153,07 1911588 99,74728 95,0 93,4 74,8 
RET43 184,80 2400005 99,74158 95,4 94,2 79,3 
RET44 171,82 1968201 99,71111 94,5 93,1 77,3 
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Anexo 4 - Proteínas potencialmente secretadas em câncer de reto com e sem resposta patológica completa (pCR e pIR, 
respectivamente) identificadas por análise in silico usando as ferramentas de predição dos CBS servers (SecretomeP 2.0, 
SignalP 4.1 e TargetP 1.1: http://www.cbs.dtu.dk/services/). 
 

Resposta Patológica Completa (IDs.) Resposta Patológica Incompleta (IDs.)             

UniProt  Gene  UniProt  Gene  UniProt  Gene  UniProt  Gene  UniProt  Gene  UniProt  Gene  UniProt  Gene  

P36896 ACV1B P03956 MMP1 P19876 CXCL3 P03956 MMP1 Q06643 TNFC Q86XA0 MET23 Q8IWS0 PHF6 

Q9Y4X0 AMMR1 P39900 MMP12 Q68DV7 RNF43 P39900 MMP12 Q9Y4X0 AMMR1 Q9P1F3 ABRAL P24666 PPAC 

Q9NXR5 ANR10 Q8TAD7 OCC1 P15692 VEGFA P78334 GBRE Q9NXR5 ANR10 Q53H80 AKIR2 P46778 RL21 

Q12797 ASPH Q8WY50 PLAC4 P15018 LIF Q15582 BGH3 Q5RI15 COX20 P98196 AT11A P61927 RL37 

P61769 B2MG Q8N131 PORIM P15514 AREG Q8N131 PORIM P43268 ETV4 Q9H7F0 AT133 Q9Y508 RN114 

P16442 BGAT P10114 RAP2A P08476 INHBA P16070 CD44 Q9C009 FOXQ1 Q8IU99 CAHM1 P62277 RS13 

P56880 CLD20 P15880 RS2 P78556 CCL20 Q8WUJ3 CEMIP Q8TAD7 OCC1 Q9BWT1 CDCA7 P62841 RS15 

Q5RI15 COX20 Q8NFV5 SPDE1 P56880 CLD20 P15529 MCP Q8WY50 PLAC4 P13569 CFTR P62701 RS4X 

Q96CG8 CTHR1 A6NIY4 SPDE5 Q9Y5Z0 BACE2 P08581 MET P10114 RAP2A Q5VZT2 CJ113 P08579 RU2B 

P19875 CXCL2 O15269 SPTC1 P25063 CD24 Q96HE7 ERO1A P15880 RS2 P78545 ELF3 P55011 S12A2 

P80162 CXCL6 P01375 TNFA P80162 CXCL6 P08174 DAF P01375 TNFA P32189 GLPK Q5TGI4 SAMD5 

P21860 ERBB3 Q06643 TNFC Q08722 CD47 Q99988 GDF15 O14562 UBFD1 P68431 H31 Q8TCJ2 STT3B 

Q14534 ERG1 O14562 UBFD1 P17301 ITA2 Q13217 DNJC3 Q9UPY5 XCT Q71DI3 H32 Q15185 TEBP 

P43268 ETV4 Q9NYU1 UGGG2 P19875 CXCL2 P16444 DPEP1 O14980 XPO1 P09067 HXB5 Q92664 TF3A 

Q9C009 FOXQ1 P00749 UROK P21860 ERBB3 P00749 UROK Q14592 ZN460 P17482 HXB9 P02786 TFR1 

P78334 GBRE P41221 WNT5A P40199 CEAM6 P20382 MCH P08254 MMP3 P41134 ID1 Q15785 TOM34 

Q96P67 GPR82 Q9UPY5 XCT O14944 EREG Q96DZ1 ERLEC Q9HD45 TM9S3 P01584 IL1B O00762 UBE2C 

P09341 GROA O14980 XPO1 P09341 GROA P23229 ITA6 P34910 EVI2B Q9BYG3 MK67I O76080 ZFAN5 

Q9NPF7 IL23A Q14592 ZN460 Q9NPF7 IL23A A6NM11 L37A2 Q9Y5L2 HLPDA Q06416 P5F1B Q9NS37 ZHANG 

P10145 IL8 P10145 IL8 Q96P67 GPR82 Q8TBQ9 KISHA O14737 PDCD5 P17029 ZKSC1 

O95868 LY66D P42830 CXCL5 O15269 SPTC1 O00453 LST1 P53611 PGTB2 
IDs.: Número de identificação das proteínas e nome dos genes dados pelo UniProtKB (http://www.uniprot.org) 



	

	

Anexo 5 - Proteínas potencialmente secretadas por tumores de reto de 
pacientes com resposta patológica completa (17) e incompleta (56) que já 
foram descritas em vesículas extracelulares (VE) provenientes de amostras 
de carcinomas colorretais. 
 

Símbolo Nome da Proteína 

Resposta Patológica Completa 

AMMR1* AMME syndrome candidate gene 1 protein 

ANR10* Ankyrin repeat domain-containing protein 10 

ASPH Aspartyl/asparaginyl beta-hydroxylase (Aspartate beta-hydroxylase) 

B2MG Beta-2-microglobulin 

CXCL6* 
C-X-C motif chemokine 6 (Chemokine alpha 3) (CKA-3) (Small-inducible 
cytokine B6) 

ERBB3* 
Receptor tyrosine-protein kinase erbB-3 (Proto-oncogene-like protein c-ErbB-
3) 

ERG1 Squalene monooxygenase  

ETV4* 
ETS translocation variant 4 (Adenovirus E1A enhancer-binding protein) (E1A-
F) 

FOXQ1* Forkhead box protein Q1 (HNF-3/forkhead-like protein 1) 

IL8* Interleukin-8 (C-X-C motif chemokine 8) 

MMP1* 
Interstitial collagenase (Fibroblast collagenase) (Matrix metalloproteinase-1) 
(MMP-1)  

RS2* 40S ribosomal protein S2 

SPTC1* Serine palmitoyltransferase 1 

UGGG2 UDP-glucose:glycoprotein glucosyltransferase 2  

WNT5A Protein Wnt-5a 

XCT* Cystine/glutamate transporter 

XPO1* Exportin-1 

Resposta Patológica Incompleta 

ABRAL Costars family protein ABRACL (ABRA C-terminal-like protein) 

AMMR1* AMME syndrome candidate gene 1 protein 

ANR10* Ankyrin repeat domain-containing protein 10 

AREG Amphiregulin (AR) (Colorectum cell-derived growth factor) (CRDGF) 

AT11A Probable phospholipid-transporting ATPase IH  

AT133 
Probable cation-transporting ATPase 13A3 (ATPase family homolog up-
regulated in senescence cells 1) 

BACE2 Beta-secretase 2  (Membrane-associated aspartic protease 1) 

BGH3 Transforming growth factor-beta-induced protein ig-h3 

CCL20 
C-C motif chemokine 20 (Beta-chemokine exodus-1) (Macrophage 
inflammatory protein 3 alpha)  

CD44 CD44 antigen (Extracellular matrix receptor III) (ECMR-III) 

CD47 
Leukocyte surface antigen CD47 (Antigenic surface determinant protein OA3) 
(Integrin-associated protein) 

CEAM6 Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 6 

CEMIP Cell migration-inducing and hyaluronan-binding protein 

CXCL3 C-X-C motif chemokine 3 (Growth-regulated protein gamma) (GRO-gamma)  

CXCL5 C-X-C motif chemokine 5 (Small-inducible cytokine B5) 

CXCL6* 
C-X-C motif chemokine 6 (Chemokine alpha 3) (CKA-3) (Small-inducible 
cytokine B6) 

DAF Complement decay-accelerating factor (CD antigen CD55) 



	

	

DPEP1 
Dipeptidase 1 (Dehydropeptidase-I) (Microsomal dipeptidase) (Renal 
dipeptidase) (hRDP) 

ERBB3* 
Receptor tyrosine-protein kinase erbB-3 (Proto-oncogene-like protein c-ErbB-
3) 

ERO1A 
ERO1-like protein alpha (ERO1-L) (Endoplasmic reticulum oxidoreductase 
alpha) 

ETV4* 
ETS translocation variant 4 (Adenovirus E1A enhancer-binding protein) (E1A-
F) 

EVI2B Protein EVI2B (Ecotropic viral integration site 2B protein homolog) 

FOXQ1* Forkhead box protein Q1 (HNF-3/forkhead-like protein 1) 

GDF15 Growth/differentiation factor 15 (GDF-15) (Macrophage inhibitory cytokine 1) 

GLPK Glycerol kinase (GK) (Glycerokinase) (ATP:glycerol 3-phosphotransferase) 

HXB9 Homeobox protein Hox-B9  

ID1 DNA-binding protein inhibitor ID-1 

IL8* Interleukin-8 (C-X-C motif chemokine 8) 

INHBA Inhibin beta A chain (Activin beta-A chain) 

ITA2 Integrin alpha-2 (CD49 antigen-like family member B)  

ITA6 Integrin alpha-6 (CD49 antigen-like family member F) 

LIF Leukemia inhibitory factor  

MCP Membrane cofactor protein (TLX) (Trophoblast leukocyte common antigen) 

MET 
Hepatocyte growth factor receptor (Proto-oncogene c-Met) (Tyrosine-protein 
kinase Met) 

MMP1* 
Interstitial collagenase (Fibroblast collagenase) (Matrix metalloproteinase-1) 
(MMP-1)  

PDCD5 Programmed cell death protein 5 

PGTB2 Geranylgeranyl transferase type-2 subunit beta  

PHF6 PHD finger protein 6  

PPAC Low molecular weight phosphotyrosine protein phosphatase 

RN114 E3 ubiquitin-protein ligase RNF114  

RS13 40S ribosomal protein S13 

RS2* 40S ribosomal protein S2  

RS4X 40S ribosomal protein S4, X isoform  

RU2B U2 small nuclear ribonucleoprotein B 

S12A2 Solute carrier family 12 member 2 (Basolateral Na-K-Cl symporter) 

SPTC1* Serine palmitoyltransferase 1 

TEBP Prostaglandin E synthase 3 (Telomerase-binding protein p23) 

TF3A Transcription factor IIIA 

TFR1 Transferrin receptor protein 1 

TM9S3 Transmembrane 9 superfamily member 3  

TOM34 Translocase of outer membrane 34 kDa subunit 

UBE2C Ubiquitin-conjugating enzyme E2 C  

XCT* Cystine/glutamate transporter 

XPO1* Exportin-1 

ZFAN5 AN1-type zinc finger protein 5  

ZKSC1 Zinc finger protein with KRAB and SCAN domains 1 
* Proteínas potencialmente secretadas encontradas nos dois grupos (pCR e pIR). Em 
negrito, proteínas descritas no banco de dados Cancer Secretome 
(http://www.cancersecretome.org/), usado como filtro adicional para pacientes com pIR. 


