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RESUMO

Uma abordagem atualmente usada para o tratamento do adenocarcinoma de reto implica uso
de quimioradioterapia neoadjuvante (QRT) associado com a cirurgia de excisao total do mesorreto.
Entretanto, os pacientes respondem de maneiras variadas a esta terapia, ndo se conhecendo
completamente os mecanismos bioquimicos envolvidos nesta resposta. Clinicamente, ¢ altamente
relevante discriminar os tumores que nao respondem ao tratamento. O objetivo do presente trabalho
foi avaliar as alteragdes do lipidoma de pacientes com adenocarcinoma de reto localmente
avancado, assim como o efeito da QRT neoadjuvante, buscando uma assinatura molecular capaz
de predizer a resposta tumoral ao tratamento. Para isso, amostras de tecido antes e apds a QRT
neoadjuvante de pacientes com cancer retal localmente avangado (n=13) foram coletadas no
Hospital Universitario Sdo Francisco da Providéncia de Deus HUSF em Braganga Paulista, SP
(CAAE 14958819.8.0000.5514). Apds a extracdo, as amostras foram analisadas usando a
cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas de alta resolucao
(UPLC-QTOF-MSF). Os dados foram avaliados utilizando o método limma (linear model for
microarray). Os resultados mostraram diferencas na abundancia relativa de alguns tipos de lipideos
(p.e. lisofosfolipidios, éter fosfolipidios e lipideos oxidados) relacionados ao agravamento e a
resposta ao tratamento. As moléculas identificadas nas amostras de tecido sugerem que a diferenca
do metabolismo lipidico celular entre pacientes que respondem ou ndo a QRT neoadjuvante esta
relacionada ao desequilibrio na oxidacao de fosfolipidios e na presenca de radicais lipidicos. Esse
estudo, aliado a outros mais aprofundados de lipidomica, devem colaborar para o melhor
entendimento da fisiopatologia do cancer de reto, relacionando uma assinatura caracteristica capaz
de caracterizar ou predizer o comportamento do cancer de reto frente a QRT neoadjuvante.

Palavras chaves: adenocarcinoma. cancer retal. lipidomica. farmacorresisténcia. terapia
neoadjuvante.
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ABSTRACT

One approach currently used to treat adenocarcinoma of the rectum involves the use of
neoadjuvant chemoradiotherapy (CRT) associated with total excision surgery of the mesorectum.
However, patients respond in different ways to this therapy and the biochemical mechanisms
involved in this response are not fully understood. Clinically, it is highly relevant to discriminate
between tumours that do not respond to treatment. The aim of this study was to evaluate changes
in the lipidome of patients with locally advanced adenocarcinoma of the rectum, as well as the
effect of neoadjuvant CRT, looking for a molecular signature capable of predicting tumor response
to treatment. To this end, tissue samples before and after neoadjuvant CRT from patients with
locally advanced rectal cancer (n=13) were collected at the Hospital Universitario Sdo Francisco
da Providéncia de Deus HUSF in Braganca Paulista, SP (CAAE 14958819.8.0000.5514). After
extraction, the samples were analysed using ultra-performance liquid chromatography coupled to
high-resolution mass spectrometry (UPLC-QTOF-MSE). The data was evaluated using the limma
(linear model for microarray) method. The results showed differences in the relative abundance of
some types of lipids (e.g., lysophospholipids, ether phospholipids and oxidized lipids) related to
worsening and response to treatment. The molecules identified in the tissue samples suggest that
the difference in cellular lipid metabolism between patients who respond or not to neoadjuvant
CRT is related to an imbalance in phospholipid oxidation and the presence of lipid radicals. This
study, together with others more in-depth lipidomic studies, should contribute to a better
understanding of the pathophysiology of rectal cancer, relating a characteristic signature capable
of characterizing or predicting the behaviour of rectal cancer and neoadjuvant CRT.

Keywords: adenocarcinoma. rectal cancer. lipidomics, drug resistance. Neoadjuvant
therapy.
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1. INTRODUCAO

1.1.  Céncer de reto: fatores de risco, mecanismos bioquimicos envolvidos e tratamento

O cancer de reto, juntamente com o célon, € a terceira causa mais comum de cancer no Brasil
e no mundo, sendo a terceira principal causa de morte por cancer em homens e em mulheres (SUNG
et al., 2021). No Brasil, essa neoplasia ocupa a terceira posi¢cdo em incidéncia na populagao, com

40 mil novos casos sendo diagnosticados a cada ano, em ambos os sexos (INCA, 2022).

Segundo o Instituto Nacional de Cancer (2022), o cancer colorretal (CCR) abrange os
tumores desde a parte do intestino grosso (colon) e no reto e anus. A depender de sua topografia
e patogénese, o cancer distal (ap0s a flexura esquerda) ¢ de maior responsividade a imunoterapia

com melhor prognostico do que o cancer no célon proximal.

O cancer de reto apresenta algumas particularidades anatdmicas, fisiopatologicas e,
principalmente, no seu tratamento, pelo que deveria ser estudado separadamente do cancer de
colon ao qual se assemelha nos seus aspectos epidemiologicos, etiologicos e de patogénese.

(GORDON, 2007).

Os fatores de risco destacados no CCR sdo o historico de cancer familiar, idade (>=50
anos), dieta e obesidade, com destaque para pouco consumo de alimentos com fibras alimentares
(frutas, vegetais e outros alimentos) e o consumo excessivo de alimentos processados e carne
vermelha. Alguns habitos de vida também se destacam entre os fatores de risco, como o etilismo,
sedentarismo e tabagismo (SAWICKI et al., 2021). Isso mostra a complexidade da patogénese

do CCR resultante da interagdo entre o genotipo, o fendtipo e aspectos ambientais.

O crescimento da lesdo do adenocarcinoma de reto a partir da mucosa atinge as camadas
da parede do reto, se estendendo além da camada muscular e invadindo a gordura mesorretal
circundante até, finalmente, infiltrar nos 6rgaos adjacentes. A profundidade de infiltragdo parietal
e da gordura mesorretal pela lesdo incrementa o risco de disseminagdo linfatica e vascular, com

consequente maior risco de metastases a distancia (DUKES; BUSSEY, 1958).

Evidéncias recentes tém mostrado que um evento precoce e universal na carcinogénese, de
forma geral, ¢ a ativacdo do metabolismo dos lipideos, macromoléculas que, além de estarem

envolvidas em complexos sistemas bioldgicos e processos metabolicos da célula, sdo altamente
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susceptiveis ao processo de lipoperoxidacdo desencadeado pelo estresse oxidativo

(FERNANDES MESSIAS et al., 2018; MENDONCA; CARIOCA; MAIA, 2014; NGUYEN et
al., 2017).

As principais alteragdes no metabolismo induzidas pelos tumores avangados de reto, e
de outros tumores, afetam a deplecao dos depositos lipidicos, aumentam a lipdlise, incrementam
o turnover de glicerol e acidos graxos livres e reduzem a lipogénese (NEAGU et al., 2019;
NGUYEN et al., 2017). Os mecanismos que se relacionam com o aumento da taxa de lipdlise
incluem reducdo da ingesta oral, perda de massa ponderal, resisténcia a insulina, resposta de

estresse frente a doenca e liberagao de fatores lipoliticos pelo tumor (ZAIDI et al., 2013).

O UICC (Union for International Cancer Control) (BRIERLEY; GOSPODAROWICZ;
WITTEKIND, 2016)recomendam o uso do sistema TNM (tumor-nédulo-metéstase) para
classificagdo de tumores malignos (BRIERLEY; GOSPODAROWICZ; WITTEKIND, 2016)
(QUADRO 1). Neste sistema ¢ referenciada a profundidade do tumor (T), comprometimento de
linfonodos (N) e o grau de metéstases a distancia (M). Também ¢ comum o estadiamento do
cancer com uma classificagdo simplificada onde, usando o estadiamento TNM como base,
podemos indicar o estadio global de um tumor que pode variar de I a IV (QUADRO 2) (ROSEN;
SAPRA, 2023).

O estadiamento dos pacientes de cancer de reto ¢ feito baseado nos resultados da ressonancia
magnética de pelve para avaliacdo local e tomografia computadorizada de téorax e abdome para
estadiamento sistémico. Estes procedimentos estdo adotados no HUSF. Também sdo realizados os
exames laboratoriais para medir os marcadores tumorais CEA (antigeno carcinoembrionario) e
CA19-9 (antigeno carboidrato 19-9), além de exame fisico e nutricional. Os exames de
reestadiamentos sdo realizados de 8 a 12 semanas apos o tratamento neoadjuvante para avaliagdo
da resposta ao tratamento, mapeamento da lesdo para guiar o procedimento cirurgico e avalia¢ao
de metastases a distdncia (GLYNNE-JONES et al., 2017). O exame de ressonancia ¢ o método

padrao-ouro na deteccao de fatores de mau prognoéstico preditores de recidiva local.
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QUADRO 1. Estadiamento pelo sistema TNM.

[T - Tumor Primério

TO Tumor primario ndo pode ser avaliado

Tx Sem evidéncia de tumor primario

Tis Carcinoma in situ: invasao da lamina propria

T1 Tumor invadindo submucosa

T2 Tumor invadindo a muscular propria

T3 Tumor invadindo através muscular propria até subserosa ou nos tecidos pericolicos nao
peritonizados ou perirretais

T4a; 4b | Tumor perfura peritonio visceral; tumor invade diretamente outros 6rgéos ou estruturas
N - Linfonodos Regionais
Nx Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados
NO Sem metastase em linfonodo regional
Nla; 1b; 1c | Metastases em 1 linfonodo regional; metastases em 2 ou 3 linfonodos regionais; depositos
tumorais, satélites, na subserosa ou em tecido mole pericélico ou perirretal sem metastase em
linfonodo regional.
N2a; 2b Metastases 4-6 linfonodos regionais; metastases 7 ou mais linfonodos regionais
M - Metastase A Distincia
MO Sem metastase a distdncia
Mla; 1b; 1c | Metastase confinada a um orgdo (Figado, pulmdo, ovario, linfa ndo regional) nédulos sem

metastase peritoneais; metastase em mais de um 6rgdo; metastase para o peritdnio com ou sem
envolvimento para outro 6rgao.
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Em pacientes submetidos a terapia neoadjuvante, ¢ importante avaliar a resposta a essa

terapia por meio de reestadiamento, o que pode conferir impacto na sobrevida global e no tempo
livre de doenga. A identificagdo de regressao do tumor caracteriza o “downstaging” e o prefixo "y"
¢ acrescentado ao TNM, anteriormente a letra “p” de resultado patoldgico. Da mesma forma,
utilizam-se as letras “c”, “u”, “mr” e "ct" para referir-se as respostas clinica e aquelas identificadas

por ultrassonografia endorretal, ressondncia magnética e tomografia computadorizada,

respectivamente.

QUADRO 2. Estadiamento do céancer colorretal usando TNM e a sua correspondéncia na classificagdo

simplificada
Estagio do T N M
cancer (tumor) (Linfonodos (metastase a distancia)
regionais)
0 in situ Tis NO MO
I Localizado T1, T2 NO MO
1A Localmente T3 NO MO
avangado
1IB L T4a NO MO
inicial
Ic T4b NO MO
IITA Localmente T1, T2 N1/N1c/N2a MO
avangado
I11B ) T3, T4aT2, T3T1, T2 N1/N1cN2aN2b MO
tardio
18 (@ T4aT3, T4aT4b N2aN2bN1/N2 MO
IVA Metastatico Qualquer T Qualquer N Mla
IVB Qualquer T Qualquer N MIlb

Tis = carcinoma in situ; T1 = tela submucosa; T2 = tinica muscular; T3 = penetra todas as camadas (no cancer retal,
inclui o tecido perirretal); T4 = 6rgdos adjacentes ou peritonio. NO =nenhum; N1 =1 a 3 linfonodos regionais;

N2 =>4 linfonodos regionais; N3 = linfonodos apicais ou vasculares do tronco. MO = nenhum; M1 = presente.
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Apos o correto diagndstico e o estadiamento adequado, ¢ necessaria a melhor escolha do

tipo de tratamento visando a maior sobrevida e a menor chance de recidiva. A FIGURA 1
apresenta o fluxo de tomada de decisao e a intervengao proposta nos modelos atuais direcionados
por imageamento por ressonancia magnética (IRM) (GLYNNE-JONES et al., 2017; KELLER et
al., 2020).

Diagnostico de cancer retal

* Estadiamento
* Avaliagdoclinica
* Imageamento

T3-T4 NxMx T3-T4 NxMx TO-T2 NOMO

Nodulo positivo Nédulo negativo Risco?

Quimioterapia de Quimioradioterapia  Quimioradioterapia  Quimioradioterapia
inducdo longa (5-12 semanas) curta (5-12 semanas) neoadjuvante

Cirurgia

FIGURA 1. Fluxograma para o tratamento de cancer de reto. Fonte: figura adaptada de (KELLER et
al., 2020).

Nos ultimos 15 anos, avangos importantes foram feitos no tratamento do céncer retal.
Melhor compreensdo da historia natural da doenga, precisdo no estadiamento radioldgico,
técnicas cirurgicas mais eficazes e analises histopatoldgicos mais detalhadas contribuem

positivamente na sobrevida dos pacientes.

O tratamento padrao de cancer de reto médio ou baixo localmente avancado se baseia em
QRT neoadjuvante antes da cirurgia, seguida de cirurgia no término da terapia e posteriormente,
dependendo da analise histopatologica da peca cirtirgica, avaliagdo de quimioterapia adjuvante.
Para tumores localmente avancgados, o tratamento QRT neoadjuvante, associado a técnica de
excisdo total do mesorreto, ¢ necessaria para a melhoria dos resultados cirirgicos da neoplasia de

reto (SAUER et al., 2004).
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A realizagdo de quimioterapia e radioterapia complementar, juntamente com a intervencao

cirargica, ¢ necessaria para o tratamento do adenocarcinoma de reto no estagio Il e III. O consenso
atual recomenda que pacientes com neoplasias retais baixas extirpaveis em estagio Il e I1I, e sem
contraindicagdes clinicas, devem ser submetidos a terapia neoadjuvante (GLYNNE-JONES et
al., 2017). E recomendével que o tratamento cirargico seja realizado ap6s o periodo de seis a oito
semanas do término da QRT, aumentando a possibilidade de redugdo do tamanho tumoral e,
portanto, sua ressec¢ao completa. Ja os pacientes sem fatores de risco para recidiva local podem

ser operados sem necessidade de tratamento QRT pré-operatorio para evitar possiveis efeitos

adversos (TAYLOR et al., 2011).

No HUSF, local onde foram selecionados os pacientes para participarem desse trabalho,
utiliza-se dois protocolos para o tratamento de cancer de reto. O primeiro, o protocolo de Mayo, o
paciente ¢ submetido a radioterapia a 180 cGy (Grays) por 28 dias totalizando a dose de 5040 cGy,
associada a medicagdo via oral Capecitabina 1200 mg/ dia, sendo de segunda a sexta-feira e
descansa sabado e domingo. Essa medicacdo pode ser substituida pelo uso do 5-fluorouracil
administrada por via endovenosa sendo a 350 mg por m? na superficie corporea, por trés dias na
primeira semana e repetindo na Gltima semana de radioterapia e em associagao com o acido folico.
Estudos recentes mostram que os desfechos oncologicos, perfil de efeitos adversos e taxa de
regressao tumoral completa pode variar (JANG et al., 2023; PASZT et al., 2022). A capecitabina
€ um pro-farmaco (5’-deoxi-5-fluorouridina) do 5-FU (5-Fluorouracil) antineoplasico de uso oral
com acdo citotoxica, indicado para o tratamento de cancer de mama, cancer de c6lon e reto e cancer
de estomago (WALKO; LINDLEY, 2005). O 5-Fluorouracil ¢ uma fluoropirimidina, amplamente
usado no tratamento de carcinomas de alta incidéncia. Este farmaco inibe a sintese de precursores
essenciais do DNA, através da formacao de metabdlitos que bloqueiam a familia de cofatores

enzimaticos ativadores da divisdo e do reparo de DNA (VODENKOVA et al., 2020).

O segundo protocolo, terapia neoadjuvante total (TNT), foi implementado a pouco tempo na
instituicao, trata-se de cinco ciclos de Capecitabina associada Oxaliplatina, com intervalo de vinte
e um dia cada ciclo seguido por radioterapia e suspensdo da Oxaliplatina. Embora o protocolo de
TNT ¢ o mais atualizado, os pacientes selecionados no desenvolvimento deste trabalho foram
submetidos ao protocolo de Mayo, uma vez que na data da coleta das amostras coincidiu com o

inicio da pandemia do SARS-CoV-2 (coronavirus da sindrome respiratoria aguda grave 2) no
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Brasil, para que os pacientes ndo fossem expostos ao risco da doenga, optou-se em utilizar o

primeiro protocolo, onde a medicacdo ¢ administrada por via oral.

E conhecido que os tumores tém diferentes niveis de resposta a terapia neoadjuvante, nio
se conhecendo completamente os mecanismos envolvidos nesta resposta (ANDRADE et al.,
2016; KONG et al.,, 2018), onde, ao final da terapia, alguns pacientes apresentam uma
significativa regressao do tumor que consiste em estagio patologico menor do que aquele definido
pelo exame clinico e por imagem no momento do diagnostico, enquanto outros pacientes nao

apresentam regressao tumoral (FEENEY et al., 2019).
1.2. Resposta ao tratamento neoadjuvante e grau de regressiao tumoral

A terapia neoadjuvante no periodo pré-operatorio tem se mostrado capaz de promover uma
reducdo do tamanho do tumor, o que melhora as condi¢gdes de ressecabilidade e reduz o
comprometimento da regido esfincteriana (LI et al., 2016). A possibilidade da preservacao do
orgdo no tratamento de cancer de reto sem expor o paciente aos riscos € sequelas resultantes de
uma abordagem cirtrgica radical (como a excisdo total do mesorreto ou ETM) foi evidenciada
pelos resultados da terapia neoadjuvante na reducao significativa ou completa no tamanho do

tumor.

A partir da década de 90, tiveram destaque alguns trabalhos realizados por grupo de
pesquisadores brasileiros (HABR-GAMA, 2006; HABR-GAMA et al., 1998, 2004), os quais
sugeriam um tratamento ndo operatdrio em casos de aparente resposta completa a terapia
neoadjuvante. A estratégia chamada “Watch & Wait” (“observar e esperar”), tem como pressuposto
ndo operar pacientes com resposta clinica completa com o objetivo de evitar morbidade,
mortalidade e consequéncias funcionais graves (p.e. colostomias) devido a cirurgia radical (HABR-
GAMA, 2006). Um estudo retrospectivo multicéntrico usando o conjunto de dados do International
Watch & Wait Database (periodo de 1991 a 2015) em pacientes com resposta clinica completa
apds a QRT sem tratamento cirirgico inicial (FERNANDEZ et al., 2021) apresentou as

caracteristicas e beneficios desta abordagem.

O conhecimento prévio de uma eventual resisténcia tumoral a terapia neoadjuvante
poderia evitar uma morbidade desnecessaria adicional e a prolongagdo do tempo de tratamento

antes do tratamento cirirgico. Uma melhor defini¢cdo sobre o prognostico da responsividade
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tumoral a terapia neoadjuvante permitird estabelecer uma estratégia individual de terapia do

cancer retal (KONG et al., 2018). Por este motivo, métodos de diagnostico e estadiamento, como
0 imageamento, sdo considerados importantes para a definicdo do tratamento, embora apenas
apresentam niveis adequados de correlacdo com os laudos histoldgicos e os indices de recidiva,
mas sem identifica¢do das caracteristicas bioldgicas tumorais e de responsividade tumoral (LI et
al., 2016). Dentre estes métodos, a ressonancia magnética ¢ usada na predi¢ao da resposta tumoral
ao tratamento neoadjuvante ja que permite quantificar o grau de regressao do tumor (TRG do
inglés “tumor regression grade”). Este critério de resposta ¢ classificado em cinco categorias,
conforme mostrado no QUADRO 3. Existe uma discussao na literatura sobre o critério de resposta
ao tratamento radioterapico que selecione os respondedores a QRT, com uma maioria dos autores
considerando que a regressdo tumoral com menor risco de recidiva seria a dos pacientes com

TRG 1-2 (SIDDIQUI et al., 2016).

QUADRO 3. Grau de regressao tumoral usando a patologia e imageamento por ressonancia magnética.

Grau de regressao tumoral (TRG)

Somente sinal de fibrose
Predominio de sinal de fibrose
50% de sinal de fibrose; 50% de sinal de tumor

Predominio de sinal de tumor

LN A W N -

Somente sinal de tumor

Para o reestadiamento, ¢ avaliado o grau de concordancia da regressdo tumoral pela
ressonancia magnética com os resultados do relatoério anatomopatologico utilizando os critérios de
Ryan (KIM et al., 2016). Pelos critérios de Ryan, TRGI e 2 sdo bons respondedores e TRG3-5 sdo

tumores com baixa resposta.

Muitos estudos evidenciaram a variacdo individual da resposta a QRT relacionada a
composi¢ao molecular de cada tumor, uma vez que seus efeitos estdo relacionados a sua interacao
com diversos componentes e mecanismos celulares (DEL GOBBO; FERRERO, 2017; GHADIMI
et al., 2005; KIM et al., 2007; REDALEN et al., 2016; WATANABE ¢t al., 2006; ZHOU et al.,

2021). O estudo de marcadores moleculares que possam ser usados para a predicao da eficacia e
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toxicidade da QRT neoadjuvante em cancer retal localmente avancado ainda ¢ intensamente e atual

(KONCINA et al., 2020).

As ciéncias “Omicas” (como gendmica, transcriptomica, metabolomica, protedomica e
lipidomica) representam uma importante area de estudo de uma grande quantidade de
biomoléculas, permitindo uma abrangéncia de elementos envolvidos nos fenomenos biolégicos
estudados e possibilitando predi¢des com elevados indices de acerto (p.e. a ocorréncia ou ndo de
uma regressdo tumoral em resposta a QRT neoadjuvante, diagnostico), além de fornecer
informacgodes para entender melhor o fendmeno estudado (BOCCIO et al., 2017; STRYBEL et al.,
2022).

Diante do acima exposto, a proposta do presente trabalho ¢ identificar moléculas endogenas
diferenciais que possam ser utilizadas como possiveis candidatos a biomarcadores da resisténcia a
terapia neoadjuvante e moléculas que ajudem no entendimento do cancer de reto para definir a

melhor abordagem no tratamento.
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1.3. Lipidoémica aplicada ao estudo de ciancer de reto

A lipidomica surgiu como um segmento intimamente relacionado a metabolomica e ¢
dedicada ao estudo global do lipidoma, incluindo sua composicdo bioquimica, vias e redes
lipidicas nos sistemas biologicos (HAN; GROSS, 2022). Diante das limitagdes nos estudos de
outras Omicas, como gendmica que nao se mostrou inteiramente confiavel no estudo do cancer, a
lipidomica se apresenta como uma op¢ao com comprovada relacdo com fungdes envolvidas na
carcinogénese. Essa importante ferramenta tem sido amplamente utilizada para o diagndstico,
prognostico e no estudo do mecanismo de agdo envolvendo a patogénese do cancer colorretal
(CHAN etal., 2009; ECKER et al., 2021; FERNANDES MESSIAS et al., 2018; KITAMURA et
al., 2019; LI et al., 2013; OKUNO et al., 2013; QIU et al., 2009; YANG et al., 2022, 2015). Por
outro lado, estudos adicionais relacionados a associa¢do da lipidomica com os mecanismos de
resisténcia a QRT neoadjuvante de tumores de reto sdo escassos (BOCCIO et al., 2017;
STRYBEL et al., 2022). E conhecido que a presenga do cancer altera profundamente o
metabolismo celular, em especial dos lipidios, devido a processos envolvidos no
desenvolvimento do tumor, remodelagdo do tecido, alteragdes para garantir a sobrevivéncia
celular e a metéstase. A adaptagdo metabdlica determina a evolucao do cancer e atua também na
acdo de determinado quimioterapico, sendo influenciada pela micro-organiza¢do tumoral

(ROHRIG; SCHULZE, 2016).

A compreensao de um lipidoma necessita do conhecimento das varias classes de lipideos
presentes na matriz biologica, os quais apresentam as mais variadas fungdes, como:
armazenamento de energia, membrana, sinalizacdo celular, mensageiros intracelulares,
energético, entre outros (MURO; ATILLA-GOKCUMEN; EGGERT, 2014). Estes processos

estdo intimamente conectados as vias de carcinogénese (transformagao, progressao e metastases).

As principais classes de lipidios que podem constituir um lipidoma estao representadas

na FIGURA 2.
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FIGURA 2. Estruturas representativas das classes lipidicas que conformam um lipidoma. Fonte:

figura retirada de (FAHY et al., 2005).

Os glicerofosfolipidios (GPLs) constituem como um dos principais componentes das
membranas biologicas, responsavel por funcdes de mensageiros ou precursores de outros
mensageiros, envolvidos também em sinalizagdo celular. O élcool esterificado ao grupo fosfato
dos GPL ¢ wusado para a classificacdo deste tipo de lipidio: fosfatidilcolina (PC),
fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilserina (PS), fosfatidilinositol (PI) e fosfatidilglicerol (PG)
(LIEBISCH et al., 2020). Nos GPLs frequentemente sao encontrados acidos graxos com 16 e 20
atomos de carbono e geralmente de numero par. Os 4cidos graxos saturados ocorrem geralmente
no C1 do glicerol enquanto a posi¢ao C2 do glicerol ¢ frequentemente ocupada por &cidos graxos

insaturados (uma ou mais ligagdes duplas na cadeia).
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Os triacilglicerois (TAGs), outra classe abundante em amostras bioldgicas, sdo formados

basicamente por trés acidos graxos, cada um em ligagdo éster com um carbono da molécula de
glicerol e estao envolvidos principalmente nos processos de reserva energética. Sao pertencentes

a classe dos triradilglicerois conforme discriminado no LipidMaps (LIEBISCH et al., 2020).

Os esfingolipideos (SLs) sdo um complexo conjunto de compostos que apresentam uma
base esfingoide no seu esqueleto, o qual € sintetizado a partir de uma serina e um acido graxo de
cadeia longa Acil-CoA e entdo convertidos em ceramidas (Cer), fosfoesfingolipideos (PSL),
glicoesfingolipideos (GSL). As ceramidas sdo as moléculas mais simples desse grupo e resultam
de acidos graxos ligados ao grupo amino (-NH2) no C2 da esfingosina. As ceramidas sdo
precursoras das esfingomielinas (SM) e glicoesfingolipideos (GSL). Estes lipideos desempenham
papel estrutural em membranas celulares, além de atuar como moléculas sinalizadoras de

crescimento, diferenciacdo e apoptose (BARTKE; HANNUN, 2009).

Os acidos graxos (FA) estdo formados por uma cadeia carbonica alifitica com uma
terminacdo de acido carboxilico de comprimento, ramificacdo e saturagdo variada da cadeia.
Podem ser saturados, monoinsaturados quando contém uma ligagdo dupla ou poliinsaturados
quando contém duas ou mais ligagdes duplas. Os 4cidos graxos essenciais, acido linoleico (C:18:2
®6) e o acido linolénico (C18:2 ®3), sdo precursores de outros acidos graxos e de varios
metabolitos importantes, como os eicosanoides, importantes no sistema imune € na resposta

inflamatoria.

Li et al. (2013) reportaram que entre os diferentes metabdlitos diferenciais no soro de
voluntarios com CCR, destaca-se o aumento sérico de LPC (16:0), LPC (18:2), LPC (20:4) e LPC
(22:6) nos estagios iniciais da doencga e a reducdo dos acidos graxos: 16:2, 18:0 e 20:3. Da mesma
maneira, o aumento de PC e PE foi relatado em tecidos de CCR (CHAN et al., 2009). Por outro
lado, foi evidenciado que o plasmalogénio de colina (P-16:1) estava reduzido em plasma de
pacientes com cancer de reto em comparagao aos voluntarios saudaveis, dado que aponta este
metabolito como um importante mediador na patogénese da doenca (FERNANDES MESSIAS
et al., 2018; MESSIAS et al., 2018). Os autores mostraram ainda que os niveis plasmaticos de
malondialdeido, produto da lipoperoxidagao lipidica, nos pacientes com cancer de reto no estadio
IIT e IV foram superiores aos valores observados no grupo saudavel e no grupo estadio 0.

Alteragdes no perfil lipidico de fibroblastos parecem estar associadas a migracao de células no
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CCR, com aumento de alguns metabdlitos lipidicos, quando comparados a fibroblastos normais

(acidos graxos, DAG, FA, PI, LPC e PE). Além desse achado, foi relatado que a sintetase de
acidos graxos, uma enzima crucial na sintese de acidos graxos, esta significativamente elevada

nos fibroblastos (GONG et al., 2020).

O QUADRO 4 descreve os principais artigos publicados relacionando os biomarcadores
lipidicos identificados em cancer de reto e colon assim como as amostras e as técnicas de andlise

utilizadas.



QUADRUO 4. Principais lipidios alterados em pacientes com cancer de reto e célon em relagdo as amostras controle.

25

Amostra | Tipo de amostra Classe de lipideos Nome dos lipideos alterados Técnica Referéncias
, GC-TOFMS;
Cancer Soro (n=64 cancer e Oleamida; Acidos . . Qiu et al,
_ lcis-9, 10-octadecenoamide; | 14:0 ¢ 16:0 UPLC-
colorretal | n=65 saudéveis) graxos 2009
QTOFMS
HR-MAS
Cancer Chan et al,
Tecido (n=31 cancer) | Glicerofosfolipideos | 1PC; 1 PE; 1 20:2, 18:1 ¢ 20:1 NMR; GC-
colorretal 2009
MS
Plasma, eritrocitos e
) . Plasma: T AGS ¢; |AGPI ®3 (20:5 n-3);
Cancer tecido adiposo (n=61 . o ) _ Okuno et al,
Acidos graxos Eritrocitos: | 18:2 n-6 e 20:5 o3; Tecido adiposo: | CG-FID
colorretal | cancer e n=42 2013
. 120:4 06
saudaveis)
Soro (n=26 estadio I e ) ) .
Cancer Glicerofosfolipideos; | 1 LPC(16:0); LPC(18:2); LPC(20:4); LPC(22:6); | DI-ESI(%)- Lietal,
II, n=26 estadio Il e .
colorretal ) Acidos graxos | AG: 16:2,18:0 ¢ 20:3 FTICR MS 2013
IV e n=52 saudaveis)
Cancer Tecido (n=82 cancere | , Yang et al,
Acidos graxos 1 AGPI 06; | AGPI 03 CG-FID
colorretal | normal) 2015
Soro (n=18) coletados
Cancer ) ) | SM(d18:2/18:1), LPC (16:0/0:0), LPC DEL
nos tempos 0, 14 ¢ 28 | Glicerofosfolipideos;
retal ) . (15:1(92)/0:0), LPE (22:5/0:0) em ndo LC-MS/MS | BOCCIO et
dias de QRT pré Esfingolipideos
avancado _ respondedores antes da QRT neadjuvante al., 2017
operatoria
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Adenocar
) Plasma (n=23 cancer e | Glicerofosfolipideos; GC-FID; Messias et

cinoma de . . | LPC (P-16:1); | AGPI ®3

n=18 saudaveis) Acidos graxos ESI-q-TOF al., 2018a
reto
Cancer Tecido (n=11 cancer e ) ) Kitamura et

Glicerofosfolipideos | 1 LPI(18:0) e LPS (18:0); | PLA LC-MS/MS
colorretal | normal) al, 2019
Céancer Tecido (n=106 cancer | Glicerofosfolipideos; | 1TAG 56:4, 56:5, ¢ 56:6 contendo AGPI (18:2, ESLMS/MS Ecker et al,
colorretal | e normal) Esfingolipideos 20:2, 20:3, 20:4, 20:5, 22:4, 22:5, 22:6); T SM 2021
1 PC (34:1), PE (36:2), SM (d18:1/16:0, HexCer

Exossomas do plasma ) )
Cancer Glicerofosfolipideos; | (d18:1/24:0) HexCer (d18:1/24:1): Cancer nao Elmallah et

(n=8 cancer e n=4 ) ) LC-MS/MS
colorretal Esfingolipideos metastatico; T Cer (d18:1/24:1): Céancer al., 2022

normal) )

metastatico
Esfingolipideos, Dignostico: 1 CerP(d15:0 22:0 + O); Prognéstico:
Cancer Plasma (n=24 céancer e o Yang et al.,
. Triacilglicerdis, 1 TAG(11:0/18:0/18:0), TAG(18:0/18:0/18:1), LC-MS

colorretal | n=12 saudaveis) 2022

Glicerofosfolipideos

PC(22:1/12:3), LPC(17:0)

HR-MAS NMR: high-resolution magic angle spinning nuclear magnetic resonance; GC-MS: Gas chromatography mass spectrometry; GC-TOFMS: gas

chromatography time-of-flight mass spectrometry; UPLC-QTOFMS: ultraperformance liquid chromatography-quadrupole time-of-flight mass spectrometry;

DI-ESI(#)-FTICR MS: Direct-infusion positive and negative ion electrospray ionization Fourier transform ion cyclotron resonance mass spectrometry; LC-

MS/MS: liquid chromatography-tandem mass spectrometry; ESI-MS/MS: direct infusion electrospray ionization coupled with tandem mass spectrometry; ESI-

g-TOF: high resolution mass spectrometry
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A lipidomica também envolve o estudo de uma série de enzimas e compostos resultantes
do metabolismo dos lipidios, com o aumento de citocinas pro-inflamatorias, espécies reativas de
oxigénio e eicosandides pro-inflamatorios, enquanto hd uma diminui¢do nos antioxidantes
celulares, citocinas anti-inflamatorias e de alguns PUFAs (4cidos graxos poliinsaturados) e seus

derivados anti-inflamatorios (DAS; MARTINEZ; RAY, 2014).

A aciltransferase ¢ uma enzima importante na reacdo de remodelagcdo. Por exemplo, a
lisofosfatidilcolina aciltransferase 1 (LPCATI1), que transacila a LPC em PC apresenta uma
correlacdo direta entre a reacao de transacilacdo e a tumorigénese, ja que € superexpressa em alguns
tipos de cancer (DAS; MARTINEZ; RAY, 2014). Recentemente foi demonstrado que o aumento
da expressdao da LPCAT?2 exerce importante agao na quimioresisténcia do cancer colorretal tratado
com S-fluorouracil e oxaliplatina (COTTE et al., 2018). Outras enzimas especificas, como as
fosfolipases, formam mediadores lipidicos reguladores de multiplos processos celulares que podem
promover a tumorigénese, incluindo a proliferacdo, migragdo, invasao e angiogénese (PARK et al.,
2012). A Fosfolipase A2 (PLA>) representa uma familia de enzimas que hidrolisam a ligagao éster
sn-2 de fosfolipidos e desempenham papéis importantes em doencas cardiovasculares,
inflamatorias e cancer (SCOTT et al., 2010). Em outros estudos foram evidenciadas reducdes na
abundancia de alguns lipidios de pacientes que ndo responderam ao tratamento, como
SM(d18:2/18:1), LPC (16:0/0:0), LPC 15:1(92)/0:0) e LPE (22:5/0:0) (BOCCIO et al., 2017).
Alguns metabolitos regulados no plasma de bons respondedores foram associados ao metabolismo
GPLs, SLs e PEs, enquanto metabolitos regulados no plasma de maus respondedores foram

associados ao metabolismo da glutationa (STRYBEL et al., 2022).

Os dados na literatura parecem nao trazer uma conclusdo clara em relacdo ao uso da
lipidomica como uma ferramenta 1til na predi¢ao da resposta da QRT neoadjuvante, uma vez que

ha poucos dados disponiveis.
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1.4. Técnicas analiticas usadas no estudo do lipidoma

A diversidade estrutural dos lipideos exige varias abordagens que envolvem diferentes
técnicas de separacdo de classes, o que impossibilita o uso de solugdo unica adequada para a
determinagdo de todas as classes de lipideos. No presente trabalho daremos destaques as técnicas

usadas, cromatografia e espectrometria de massas.

A cromatografia liquida (LC) e a cromatografia de fluidos supercriticos sdo técnicas
amplamente utilizadas que preservam as informagdes dos lipideos, uma vez que nio exigem
derivatizacdo e sao também comumente usadas acopladas a espectrometros de massas (PITT,
2009). Esta associagdao tem possibilitado a analise e compreensao de pequenas moléculas no
contexto biologico e de desenvolvimento do cancer. Esta técnica ¢ capaz de fornecer resultados
quantitativos e qualitativos dos lipideos das amostras, sendo bastante eficiente para a analise de
glicerofosfolipideos, esfingolipideos, TAGs, DAGs, MAGs (monoacilglicer6is) e ésteres de
colesterol. A adicdo de padrdes internos apropriados ¢ necessaria para a analise lipidomica

quantitativa destas classes lipidicas (IVANOVA et al., 2009).

Na analise por espectrometria de massas, as moléculas de uma determinada amostra sao
transformadas em ions no estado gasoso, permitindo sua separagdo de acordo com sua razao massa
(m) e carga (z), normalmente representado por m/z. Assim, em ions carregados (M+1, se protonado;
M+23, se sodiado; M-1, se desprotonado, etc) a razao m/z reflete na massa molecular do ion, em

Daltons (Da).

A alta resolugdo da espectrometria massas facilita a identificagdo de lipideos, embora ndo
seja confirmatdria na auséncia de padrdes auténticos ou softwares especificos para identificacdo
dessa classe de biomoléculas. Por este motivo, bancos de dados livres como LipidMaps, Metlin,

HMDB e KEGG podem auxiliar na identificagdo putativa desses compostos.

As principais etapas da aquisi¢do de dados lipidémicos por cromatografia liquida acoplada a
espectrometro de massas sdo: i) extracdo de lipidios da amostra bioldgica; ii) separacdo por
cromatografia e introducgdo de lipidios no espectrometro de massas; ii1) ionizag¢ao dos lipidios; iv)

separacao destes ions; e v) deteccao de ions. (WU et al., 2020).
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O método utilizado neste estudo ¢ baseado em uma tecnologia MSE (varredura de baixa e alta
energia), um método de aquisi¢do independente de dados, onde ¢ obtida informagdo sobre a
molécula precursora ionizada e seus fragmentos ionizados gerados, o que simplifica a andlise e
facilita a identificacdo de compostos. Foi utilizado a cromatografia liquida de ultra-eficiéncia
(UPLC) acoplada a espectrometria de massas em alta resolucdo no equipamento da marca
WATERS, modelo Acquity UPLC H-Class System Xevo G2-XS Q-TOF MSF. Esse modo consiste
na aquisi¢ao simultdnea de dados de baixa e alta energia utilizando uma rampa entre 15 eV a 30
eV aplicada. Durante uma mesma varredura cromatografica ¢ obtido informacdes de ions
precursores, com baixa energia de colisdo e fragmentos, com alta energia, permitindo a detec¢ao

de uma grande variedade de classes de lipideos (VORKAS, 2018).
1.5. Ferramentas de bioinformatica para o tratamento de dados

Os dados gerados pelas andlises “Omicas” sdo abundantes e complexos e, por isso,
ferramentas adequadas de tratamento de dados devem ser empregadas no processamento destes,
para evitar erros ¢ manter a integridade das variagdes bioldgicas inspecionadas. Os dados gerados
no presente trabalho foram recebidos e processados pelo software MassLynx, (Waters
Corporation). Este software controla o sistema acoplado de cromatografia e espectrometria de
massas da Waters Corporation, desde o gerenciamento do solvente e amostras até as configuragdes
do espectrometro de massas. O processamento de sinais espectrométricos (valores de m/z, tempo
de retencao e intensidades) e anotagdo de caracteristicas foi realizado no Progenesis™ QI software
v2.4.69.11 (Nonlinear Dynamics - Newcastle, UK) usando um fluxo de analises de co-detecgao:
selecdo de adutos esperados nas amostras analisadas; alinhamento de rodadas (runs) para fazer os
dados comparaveis e compensar a variacdo entre rodadas de leitura; sele¢do de picos para discernir
entre ions de compostos sobrepostos a partir de um mapa tnico de ions gerado na combinagao dos
dados alinhados de todas as amostras; deconvolucdo de ions semelhantes mas que podem ser
agrupados segundo a sua massa-carga e os adutos declarados; e identificagdo de compostos usando

os dados dos ions definidos nos passos anteriores e comparando com banco de dados de referéncia.

Os dados de abundancia relativa dos ions detectados sdo corrigidos usando um método

baseado na consisténcia de amostras de QC (Random Forest QC Signal Correction - RF-QCSC)
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implementado no pacote statTarget (LUAN et al., 2018). A abundancia derivada da intensidade de
sinal pode ser alterada por fatores ndo relacionados as condigdes biologicas definidas no desenho
experimental. Por exemplo, algumas amostras podem ter as suas concentragdes de lipidios
alterados por degradacdo e sintese artificial devido ao efeito da temperatura, reagdes de oxidacao
ou outros fatores, assim como uma variagao na detec¢ao do equipamento de quantificagao (LI et
al., 2014). O método de correcdo de sinal visa ajustar os valores dos ions quantificados para
aproxima-los a janela de valores possiveis presentes nos controles de qualidade. Este ajuste pode
ser calculado de diferentes formas, desde ajuste a modelos lineares (por exemplo o /locally
estimated scatterplot smoothing — loess ou sua versao ponderada /owess) até métodos de predicao

de valores, como o Random Forest (DUNN et al., 2012).

Em seguida, sdo realizadas diferentes transformagdes nos dados para cumprir com requisitos
dos métodos estatisticos ou para facilitar sua apresentacdo e plotagem. Métodos como filtragem e
normalizagdo sao necessarios para diminuir a influéncia de valores nao relevantes e para adaptar a
distribuicdo de valores a ser operados, respectivamente. Existe uma enorme variedade de métodos

de transformagio e filtragem muito bem descritos na literatura (GONZALEZ-RIANO et al., 2020).

A modelagem preditiva ou a analise estatistica € uma etapa importante nos estudos “6micos”.
Nesta etapa sdo obtidos os resultados que baseiam as inferéncias biologicas para responder o
proposto no desenho experimental. Modelos de analises de dados brindam confianca estatistica em
um entorno de calculos complexos. Existe uma grande quantidade de modelos apropriados para
implementagdo nesta etapa, mas os mais usados sdo os modelos estatisticos classicos univariados
e os modelos multivariados baseados em aprendizagem de maquinas (ANWARDEEN et al., 2023).
Os modelos univariados permitem realizar uma analise diferencial comparando apenas varidveis
individuais entre os grupos ou condigdes experimentais estudadas. Esta comparacdo permite
calcular um valor de p para cada resultado que, posteriormente, pode ser corrigido pela quantidade
de variaveis consideradas no desenho inicial. O valor de p esta relacionado a probabilidade de uma
variavel ndo cumprir uma hipotese pré definida (hipdtese nula) pelo teste estatistico usado. Esta

abordagem, embora ofereca resultados uteis nos estudos “Omicos”, tem limitagdes quando a

amostra ¢ representada por um nimero de varidveis muito maior do que o nimero de amostras,
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além de ndo conseguir capturar a relacao existente entre variaveis para caracterizar a diferenciagao
de grupos. J4 os métodos multivariados permitem estabelecer um modelo de classificagdao que por
sua vez pode fornecer uma lista de variaveis que conferem a capacidade preditora. Outros métodos
multivariados que ndo usam informagdo sobre o rotulo das amostras sao conhecidos como nao
supervisionados e possibilitam calcular a relagdo nao enviesada entre amostras, como os métodos
de clusterizagdo e de distancia/similaridade. Métodos como Random Forest (classificagdo de
variaveis por arvores de decisdo), Support vector machines (separagdo de amostras por
hiperplanos), partial least squares — discriminant analysis (classificagdo usando projecdo em
componentes principais) € modelos lineares sao os métodos mais usados tanto para predicao quanto

para selecdo de variaveis relevantes.

Neste estudo foram realizadas analises univariadas usando o pacote limma (RITCHIE et al.,
2015) implementado na linguagem de programag¢do R (R CORE TEAM, 2022) usando o IDE
(ambiente de desenvolvimento integrado) Rstudio (RSTUDIO TEAM, 2020). O método limma ¢
um algoritmo muito usado nas andlises de expressdo génica tanto de dados obtidos por
microarranjos quanto dos obtidos por sequenciamento. Este método incrementa a confianga do

valor de p das variaveis comparadas usando a estatistica t moderada do empirical Bayes.



32

2. JUSTIFICATIVA

Atualmente tém sido propostas para o tratamento do cancer de reto, diferentes técnicas
minimamente invasivas ou até mesmo abordagens ndo cirirgicas que visam a preservagao nao
somente da funcao esfincteriana, mas também do 6rgado e de suas condi¢des funcionais. Para se
adotar tais praticas ¢ de extrema importancia que estejam disponiveis dados prévios capazes de
demonstrar, com seguranca, ndo somente a resposta clinica, mas também a possivel resposta

patoldgica apés a terapia neoadjuvante.

No presente estudo, foi avaliada a capacidade dos dados obtidos pelo estudo do lipidoma
em predizer a resposta tumoral ao tratamento neoadjuvante em pacientes diagnosticados com
adenocarcinoma de reto localmente avancado. A investigagdo foi realizada através de uma
avaliagdo sistematica e ampla da composi¢ao lipidica (acidos graxos e outras classes de lipideos)
visando subsidiar a informagao sobre o desenvolvimento do tumor e a resposta ao tratamento.
M¢étodos modernos de alta sensibilidade e alta resolugdo permitem identificar moléculas
diferenciais no tecido destes pacientes e assim abrir novos caminhos para contribuir no

diagnostico da doenga e na escolha de terapia adequada.

A contribuigdo da lipidomica em predizer a resposta a QRT neoadjuvante podera auxiliar,
junto com outros métodos de imagem ja usados, como a ressonancia magnética, na identificacao
prévia dos pacientes com boa resposta ao tratamento, que em teoria, poderiam ser candidatos ao
tratamento poupador de 6rgdo. Aproximadamente 1/4 dos pacientes poderdao apresentar resposta
patologica completa ao tratamento neoadjuvante e ndo apresentardo células tumorais vidveis no
espécime cirurgico. Pacientes que manifestam regressdo tumoral satisfatoria apdos RQT

apresentam melhor progndstico (WEISER, BEETS-TAN et al. 2014)

De maneira semelhante, os pacientes com resposta desfavoravel a terapia, considerados
maus respondedores, ou seja, aqueles que ndo apresentam regressdo tumoral satisfatoria e sao
candidatos naturais a ressecc¢do cirurgica radical convencional, se beneficiardo por evitar um
tratamento desnecessaria adicional e prolongar o tempo para a realizacdo do procedimento

cirtrgico.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

O presente trabalho propde avaliar as alteragcdes do lipidoma no tecido tumoral de pacientes
com adenocarcinoma de reto localmente avangado como efeito da QRT neoadjuvante a partir de

uma assinatura molecular capaz de fornecer informagao sobre a resposta tumoral ao tratamento.
3.2 Objetivos especificos

® (aracterizar as alteragdes no perfil lipidomico no tecido tumoral de pacientes antes e

apos sua exposicao a QRT neoadjuvante,

® Identificar moléculas diferenciais que possam ser utilizados como possiveis candidatos
a biomarcadores de resisténcia a QRT neoadjuvante, comparando o perfil lipidomico de pacientes

que responderam com os que nao responderam a QRT neoadjuvante.
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Abstract: Rectal cancer (RC) is a gastrointestinal cancer with a poor prognosis. While some stud-
ies have shown metabolic reprogramming to be linked to RC development, it is difficult to define
biomolecules, like lipids, that help to understand cancer progression and response to therapy. The
present study investigated the relative lipid abundance in tumoral tissue associated with neoadjuvant
therapy response using untargeted liquid chromatography-mass spectrometry lipidomics. Locally
advanced rectal cancer (LARC) patients (n = 13), clinically staged as T3—4 were biopsied before neoad-
juvant chemoradiotherapy (nCRT). Tissue samples collected before nCRT (staging) and afterwards
(restaging) were analyzed to discover lipidomic differences in RC cancerous tissue from Responders
(n =7) and Non-responders (n = 6) to nCRT. The limma method was used to test differences between
groups and to select relevant feature lipids from tissue samples. Simple glycosphingolipids and
differences in some residues of glycerophospholipids were more abundant in the Non-responder
group before and after nCRT. Oxidized glycerophospholipids were more abundant in samples of
Non-responders, especially those collected after nCRT. This work identified potential lipids in tissue
samples that take part in, or may explain, nCRT failure. These results could potentially provide a
lipid-based explanation for nCRT response and also help in understanding the molecular basis of RC
and nCRT effects on the tissue matrix.

Keywords: rectal cancer; lipidomics; response to neoadjuvant therapy

1. Introduction

Rectal cancer (RC) is one of the top four most deadly cancers worldwide [1]. In the
last three decades, there has been a reduction in the incidence of RC and a decrease in
its mortality, possibly due to both diagnostic/therapeutic improvements and secondary
prevention in high-income countries. However, a constantly increasing incidence in middle-
and low-income countries has been observed, underscoring the current importance of this
pathology. Clinical characteristics of RC include a change in gastrointestinal habits (i.e.,
diarrhea, constipation), presence of hematochezia, rectal tenesmus, abdominal pain and
systemic symptoms such as iron-deficiency anemia, weight loss, and weakness. Effective
coordination among healthcare professionals is required for RC management due to the
interdisciplinary nature of its treatment. A multidisciplinary team of oncologists, surgeons,
radiotherapists, radiologists, pathologists, and endoscopists is necessary for an optimal

Int. ]. Mol. Sci. 2023, 24, 11479. https:/ /doi.org/10.3390/ijms241411479
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oncological outcome [2,3], as shown by a study analyzing unsuccessful multidisciplinary
discussions as predictive factors for positive resection margins, as well as the absence of
radiotherapy [4]. In medical research, one of the most important aspects is the establish-
ment and development of better therapeutic options for patients. Precise and personalized
medical strategies based on the specific metabolite or molecular signatures and cellular
context are important to take account of individual variability in cancer metabolism [5].
The characteristics of the mass spectrometry (MS) analytical technique has become the
standardized basis of oncological approaches, identifying therapeutically significant com-
ponents in clinical laboratories, such as endogenous or exogenous molecules and their
metabolites, proteins profiling, etc. [6].

When rectal cancer is diagnosed as locally advanced (LARC) (cT3-T4, with perirectal
fat or adjacent structure invasion, respectively), or with metastatic perirectal lymph nodes
(N+), multimodal strategies with preoperative chemoradiotherapy become crucial for
optimizing results. The combination of neoadjuvant chemoradiotherapy (nCRT) and total
mesorectal excision (TME) has become the standard option for LARC, highlighting the
importance of a multidisciplinary evaluation [4]. Currently, there are no molecular markers
in rectal cancer available that can evaluate specific situations or treatments such as when
a patient needs preoperative treatment for a localized or locally advanced rectal cancer,
indicating that the surgery will not be radical. Similarly, there are no clinically relevant
markers that can predict the response to radiotherapy (RT) or CRT [7].

5-Fluorouracil (5-FU) is currently used as the standard chemotherapeutic agent for
locally advanced rectal cancer nCRT, while additional chemotherapeutic agents, including
capecitabine and oxaliplatin, have shown promise in increasing the complete pathologic
response (pCR) compared to the regimen using 5-FU [8] alone. However, the response to
nCRT in locally advanced rectal cancer varies among patients. A partial response is present
in ~40% of patients and 8-20% of patients reach a pCR at the time of surgery, while some
tumors (~20%) exhibit resistance to nCRT (progression or minimal regression to stable
disease) [8]. Moreover, given the observation of pCR in a significant proportion of patients
undergoing nCRT and to avoid the adverse effects of surgery, alternative approaches such
as “watch and wait” or local transanal excision have been suggested [8]. Therefore, there
is a critical need to understand the response to nCRT thereby enabling early selection of
patients who would or would not benefit from nCRT. Some pathological characteristics have
been studied as predictors of the response to nCRT: tumoral differentiation, circumferential
tumor, mucosal histology and macroscopic ulceration are associated with poor response
to nCRT [9]. Moreover, imaging methods, like positron emission computed tomography,
magnetic resonance imaging and endoscopic ultrasound are used for pretreatment staging,
evaluation of nCRT response and recovery after nCRT. The tumor regression rates and
circumferential resection margin, defined by imaging techniques, can potentially predict the
response to nCRT in rectal cancer [9]. However, the usefulness of these clinicopathological
and radiological characteristics is currently limited due to the low sensitivity and specificity
of rectal cancer [7].

The present work proposed to evaluate the changes in the lipidome of tissue from
patients with adenocarcinoma before and after the treatment with neoadjuvant CRT, looking
for changes in molecular signatures that can help in understanding the tumor response
to treatment.

2. Results
2.1. Baseline Characteristics of Patients

Table 1 shows the baseline characteristics of participant patients. Values are presented
by groups. All patients were staged as T3—4 before nCRT.
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Table 1. Baseline characteristics of patients grouped by the response to nCRT.

Non-Responders Responders p-Value ?
Subjects 6 7 -
Sex
F 1 3

M 5 4 0.31

Age ! (years) 65.3 68.2 0.90

BMI ! 26.5 288 049

cTNM staging
13-4 6 7 -
NO 1 1 -
N1-2 5 6 -
MO 6 7 -
M1 0 0 -
ypTNM

T1-2 0 2 -
T34 6 5 -
NO 0 4 -
Ni1-2 6 3 -
MO 5 7 -
M1 1 0 -

T Mean value by group. 2 p-value of t-test for quantitative values, and Chi-squared test for categorical data, when
comparing by response group. BMI: body mass index. F: female. M: male.

2.2. Feature Selection

After data preprocessing, statistical analyses were performed. First, an exploratory
analysis using PCA plotting shows the fitted cluster formed by the QC samples and the
dispersion of the experimental samples (Figure 1a for negative mode and Figure 1b for
positive mode). Preprocessed data can be found in Table S1 for abundance in positive
ionization mode and in Table S2 for negative ionization mode.

s
L]
"
=
n
Time_tissue o = Time_tissue
® o X
= A - 00 AT
] CRd z & - Ll
4 g A
g Response 8 Response.
Non-Respander 2 Non-Resoandar
® o« ®x
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! L]
PCT (42.11%) b pcrisn)

Figure 1. PCA plots for samples after preprocessing data. Features obtained from (a) negative
ionization mode and (b) positive ionization mode for tissue samples. The shape of the data points
represents the moment of the analysis (T0 for pre-nCRT and T1 for post-nCRT). Colors represent the
response of patients. The quality control (QC) samples are represented by a specific color and shape.
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After exploratory analysis, the groups were evaluated using the difference in abun-
dance expressed by their fold-change and the p-value obtained by applying the limma
model. In the Responders vs. Non-responders comparison before nCRT, 20 features were
selected from the negative mode and 47 from the positive mode. In the Responders vs.
Non-responders comparison after nCRT, 43 features were selected from the negative mode
and 537 from the positive mode.

Annotations were then proposed for those features with enough evidence according
to the confidence level mentioned in the methods. Thirty-two features were annotated for
the comparison before nCRT and 424 features for the comparison after nCRT.

Additionally, the study used the Lipid Ontology tool (Lion/web) [10] to facilitate the
interpretation of these annotated lipid profiles. This method maps the annotated lipids
by exact match or similarity defined by the tool itself and compared with databases of
biological pathways, functions, or structures. The result is a list of suggestions in which the
lipids in question may be participating and then ranked according to the FDR g-value and
the sign of the effect.

Tables 2 and 3 show the list of features selected and annotated for each comparison,
mass error and the statistical results.

Table 2. Relevant annotated ions selected by statistical analysis (positive and negative ion mode) of
the comparison of samples from Responder vs. Non-responder patients before nCRT.

Feature Short Annotation Mass Error (ppm) logFC p-Value

6.86_536.4819 n FAHFA 34:1,0 2.7717 4.0269 0.0044
14.65_668.6521 m/z Cer 42:0,03 —4.5356 —3.9227 0.0055
11.53_792.5733 m/z PE 36:0 —3.6046 3.5604 0.0070
8.73_747.5194 m/z PG34:1 1.6196 3.4809 0.0084
3.58_924.5146 n CL 36:4 1.8969 —3.3525 0.0111
15.23_667.6479 n Cer 42:0,03 0.0813 —3.3483 0.0112
2.06_297.2431 m/z FA 18:1;0 —1.4135 3.3013 0.0124
6.84_542.4942 m/z WE 34:4 2.1087 3.4591 0.0144
1.15_599.3194 m/z LPI18:0 —1.2720 —3.2304 0.0144
2.10_352.3573 m/z FOH 21:1 —0.3582 3.4540 0.0145
1.21_330.3361 n1/z Phytanic acid —1.6217 —3.2296 0.0223
4.09_534.2232 m/z LPS 16:1 0.6332 3.0313 0.0320
1.69_537.3200 m/z LPG 20:1 0.3560 2.8287 0.0321
1.82_427.3894 m/z CAR 18:2 —0.0624 —3.0241 0.0324
1.08_434.2429 n LPC18:2 —1.0527 —2.8146 0.0330
1.06_564.3305 1/z LPC 18:2 —0.3987 —2.8109 0.0332
3.35_924.5148 n CL 36:4 2.0625 —3.0082 0.0333
1.34_356.3151 m/z FA 19:0,0 —2.4826 3.0061 0.0334
14.42_923.6832 m/z PC 44:6,0 —1.7134 —2.9993 0.0338
1.54_532.3411 m/z PE 22:0 0.4703 —2.7921 0.0344
15.03_728.6416 m/z Cer 42:0,03 0.8472 —2.7354 0.0382
1.13_504.3094 m1/z LPE 20:2 —0.2464 —2.7346 0.0383
4.86_578.4560 m/z CAR 26:0 2.7616 —2.8895 0.0409
14.68_665.6321 n Cer 42:1,03 —0.1767 —2.6842 0.0420
4.93_818.5918 m/z PG 36:1 1.5637 2.8517 0.0436
11.70_716.5240 m/z PC31:1 0.6475 2.6554 0.0442
9.01_560.5017 m/z Arginine-betaxanthin 0.7099 2.8436 0.0442
2.94_702.3752 m/z Nodulisporic acid —1.9160 2.8164 0.0463
3.30_468.1815 m/z 1-tauro-dinor-PGE1 —3.0617 2.6267 0.0465
1.41_411.3572 m/z Aplidiasphingosine —2.5984 2.8115 0.0467
14.33_844.6528 m/z HexCer 40:1,03 1.1088 —2.6115 0.0478
2.59_322.2736 m/z FA 18:2 —1.5321 2.7891 0.0485

ppm: parts per million; logFC: logarithm 2 of fold change.
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Table 3. Relevant (adj.p-value < 0.05) annotated ions selected by statistical analysis (positive and
negative ion mode) of the comparison of samples from Responder vs. Non-responder patients

after nCRT.

Feature Short Annotation Mass Error (ppm) logFC p-Value adj .p-Value
4.93_818.5918 ni/z PG 36:1 1.5637 —5.4123 376 x 1077 0.0009
4.62_793.5782 nifz PG 0-40:5 49132 —5.1380 141 x 10°° 0.0013
5.77_802.5954 mi/z PG O-38:4 —0.3161 —4.8490 530 x 107 0.0032
4.71_774.5655 my/z DGTS 34:2 1.3446 —4.6809 111 x 107> 0.0040
5.57_776.5799 iz PG O-34:1 —0.0956 —4.5629 1.84 x 1072 0.0050
4.48_758.5688 1i/z PS O-36:1 —0.8144 —4.3578 429 x 107 0.0075

3.25_787.5374 n PC 34:3,02 1.3170 —4.3056 529 x 107 0.0081
4.16_772.5496 my/z PS 36:1 1.1028 —4.2985 544 x 107> 0.0081
3.97_782.5685 my/z PC 36:4 —1.1802 —4.1594 941 x 1075 0.0110
5.09_826.5937 11i/z PS O-38:1 0.5798 —4.1530 9.65 x 107° 0.0110

3.91_771.5420 n PC 34:0,0 0.7265 —4.1264 107 x 10~# 0.0112
2.08_908.5738 #i/z PS42:3 —4.5221 —4.0815 127 x 1074 0.0121
3.86_790.5596 11/z HexCer 38:3,02 0.2829 —4.0124 1.65 x 107 0.0132

2.26_845.5431 n PS 38:3,02 1.4796 —3.9826 1.84 x 10°% 0.0132
4.16_794.5319 my/z PC 34:3,0 1.6877 —3.9650 197 x 107+ 0.0132
3.65_866.6132 my/z PI O-36:2 1.7662 —3.9411 215 x 1074 0.0132
3.51_798.5834 111/z PC 40:6 4.5004 -3.9329 222 x 107* 0.0132
3.56_802.5708 mi/z PE 42:5,0 —4.4821 —3.8976 253 x 107* 0.0143
3.37_842.6042 my/z PC O-42:9 —1.9223 —3.7572 419 x107* 0.0200

1.20_936.5734 n P142:7 0.7129 —3.7415 443 x107% 0.0207
4.06_796.5469 m/z PS O-36:2 0.7371 —-3.7077 499 x 1074 0.0217

4.09_789.5528 n PS 36:1 0.9802 —3.6620 5.85 x 107# 0.0241
4.09_782.5677 my/z PS 38:1 —2.1462 —3.6221 6.71 x 107 0.0251
1.13_786.5164 m/z MGDG 34:7 1.8204 —3.5987 727 x 107* 0.0263
1.97_844.5337 m/z PS(PGE1/18:0) 0.2683 —3.5337 9.06 x 107* 0.0301

2.08_849.5698 n PS 38:1,02 —3.9149 —3.5339 9.06 x 107* 0.0301

2.26_853.5469 n PS 40:5,0 0.0096 —3.4565 117 x 1073 0.0354
10.17_651.5341 m/z DG 40:6 —0.8063 3.4514 1.19 x 1073 0.0356
4.02_778.5745 m/z PE O-38:3 3.1779 —3.4113 1.36 x 1073 0.0386
2.59_897.6676 mi/z PC 40:2,0 —1.7946 —3.3641 1.58 x 1073 0.0411
1.97_542.2622 m/z LPE 20:3 —4.3578 3.3272 178 x 1073 0.0443
1.38_498.2568 m/z LPE 18:3 —4.8319 3.2864 2,03 x 1073 0.0478
7.61_782.7139 m/z PC dO-40:0 —1.2526 3.2809 2,06 x 1073 0.0478
2.10_359.1645 my/z Lactosamine —4.5984 3.2805 207 x 1073 0.0478

3.09_847.5560 n PC(16:0/TXB2) —1.7813 —3.2521 226 x 1073 0.0494

ppm: parts per million; FC: fold change.

Table S1 contains the detailed information of the complete list of features obtained
from the analysis (such as fragment matches, ion mode, adducts and annotation scores) of
the tissue samples and the complete statistical report from limma analysis results.

Table 4 shows the top ten enrichments using the relevant (adj.p-value < 0.05) anno-
tated lipids from the Responder vs. Non-responder comparison after nCRT. The Term
ID is the ID defined by LION; the Description is the mapped /annotated lipid name; the
Annotated column informs the number of lipids from the query present in the enrichments.
The p-value is the statistical significance and FDR g-value is the corrected p-value. The
column “Regulated” indicates whether the suggested term is more represented (UP) or less
represented (DOWN) in the Responder than in the Non-responder group.
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Table 4. LION analysis results. Lipid ontology enrichment analysis of the features with the
suggested annotation.

Term ID Description 1;2;1;1::; g;lffcl)i? p-Value  FDR g-Value  Regulated
LION:0000014 glycerophosphoglycerols [GP04] 4 0.00024 0.00907 DOWN
LION:0012009 lipid-mediated signaling 3 0.00037 0.00907 8]
LION:0000011 glycerophosphoethanolamines [GP02] 3 0.00733 0.11972 uP
LION:0000093 headgroup with negative charge 15 0.06723 0.63618 DOWN
LION:0002966 fatty acid with less than 2 double bonds 26 0.07736 0.63618 DOWN
LION:0012080 endoplasmic reticulum (ER) 9 0.0779 0.63618 ur
LION:0000095  headgroup with positive charge/zwitter-ion 7 0.0943 0.6601 ur
LION:0012081 mitochondrion 6 0.12343 0.66542 DOWN
LION:0002949 fatty acid with 19-21 carbons 14 0.13515 0.66542 DOWN
LION:0000467 contains ether-bond 7 0.1358 0.66542 DOWN

3. Discussion

In this study, we focus on tissue lipids endeavoring to detect a discriminatory pro-
file or specific molecules capable of identifying patients who do not respond to nCRT.
Biomarkers for nCRT response in LARC could personalize treatment strategies to improve
response rates and survival outcomes. Despite the small sample size analyzed, our results
indicate 67 relevant annotated lipids that drive the difference between Non-responders
and Responders. Figure 2 summarizes the results of the most differential lipids. The results
suggest a high confidence level (adjusted p-value < 0.05) list of features that discriminate
between tissue samples from patients who are Responders to nCRT when compared to
Non-responder patients after nCRT (T1) with a suggested identification of 35 lipids. When
comparing the same groups before nCRT (T0), a list of 32 selected features was obtained
with raw p-values < 0.05 and log2FoldChange > 2 and suggested identifications.

The glycerophospholipids are the most abundant phospholipids and the major com-
ponent of cell membranes. Their glycerol backbone can be esterified by fatty acids with
different functional heads, such as choline, ethanolamine or glycerol. These residues
can be attached to the glycerol by an O-acyl, or O-alkyl, or O-alk-1’-enyl (plasmalogen).
Among these lipids, some glycerophosphoglycerols (PG) are significantly increased in
the samples of the Non-responder group, with three ether PG. Plasmanyl phospholipids,
also known as plasmalogens, have shown increased levels in colorectal cancer cells when
compared with non-tumoral cells [11-13], and together with other ether lipids, have been
related to the pathogenesis and aggressiveness of cancer [13]. These ether lipids have
various biological functions. They serve as a reservoir for second messengers and other
biological effects associated with their ability to regulate ion channels that control cell
physiology and the reduced expression of multi-drug resistance genes (like MDR1, MRP1
and ABCG2) when alkylglyceronephosphate synthase (AGPS) is silenced. Their products
(such as lysophosphatidic acid-ether) have been found to be reduced in cancer cell lines [14].
However, it is not clear whether these lipids have a structural or a signaling role in cancer
progression. There were increased levels, in Non-responder samples, of ether lipids in
other glycerophospholipids, such as phosphocholine (PC O-42:9), phosphoethanolamine
(PE O-38:3), phosphoinositols (PI O-36:2) and phosphoserines (PS O-36:1, PS O-38:1, PS
0-36:2). The diacylglycerophospholids are some of the lipids more identified in our results
and they were more abundant in the Non-responder group. Comparing response after
nCRT, it was found that four compounds were more abundant in Responders: two of these
were lysophosphoethanolamines (monoacylglycerophospholipids LPE 20:3 and LPE 18:3)
and the others were lactosamine and one diacylglycerol (DG 40:6). While increased levels
of lysophospholipids as a group have been related to cancer progression [15,16], a previous
colorectal cancer study found an increased level of LPC [17], probably due to differences
in chain length or the number of unsaturations. More studies are needed to determine
the role of polyunsaturated LPE, or other lysophospholipids, in cancer progression and
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response to therapy. When analyzing results before nCRT, an increased level of some
diacylglycerophospholipids (PE 36:0, PC 31:1, PG 34:1 and PG 36:1) was detected in the
tissue samples of Responders to nCRT, and a decreased level of monoacylglycerophospho-
lipids (a cardiolipin CL 36:4 and the LPLs LPI 18:0, LPC 18:2, LPE 22:0, LPC 17:2) in the
same samples.
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Figure 2. A circular plot of the statistically relevant lipids (cells) when comparing Responders vs.
Non-responders. Each ring of the circle represents information on selected lipids: the outer area for
fold change results in a green-red scale and a background color representing the p-value; the middle
area represents the main class for each suggested lipid and the moment of analysis of the sample.
The inner area links cells that form part of a specific subclassification by residue. Different cells with
the same short annotation represent different features with the same suggested identification.

The glycosphingolipid GalCer, a HexCer from the Simple Glc series lipid subclass, is
more abundant in Non-responders after nCRT. Correspondingly, GlcCer is more abundant
before nCRT for Non-responders. This more abundant lipid has been related to the protec-
tion of the apoptosis attenuation of Cer-mediatic signals [18,19]. These groups transactivate
multidrug resistance 1/P-glycoprotein (MDR1) and multidrug resistance-associated pro-
tein 1 (MRP1) expression, stimulating drug efflux [20]. In a study of lung cancer cells,
the enzyme glucosylceramide synthase was found to increase after chemotherapy sug-
gesting that other glycolipids could be involved in drug resistance [21]. Lipids such as
lysophosphatidic acid and ceramides influenced the length of telomeres and replicative
immortality, therefore being involved in enabling replicative immortality [22]. Among the
annotated lipids, we identified some ceramides without a unique subclass (Cer 42:0,03, Cer
42:0,03 or Cer 42:1;03) as being more abundant in Non-responder patients before nCRT,
but not after nCRT. The promotion of telomerase activity controls cancer replication since
telomere shortening induces senescence [23]. The variability of composition, length and
unsaturation of ceramides in cancer has been reported in other studies [22].
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Other lipid classes highly represented in samples of the Non-responder group are the
oxidized species of PC, PS and PE. Most of the annotated oxidized lipids have the oxidized
PUFA residual, probably as a product of alkenyl glycerophospholipids oxidation [24]. There
was only an observable difference before nCRT for one oxidized phosphatidylcholine. The
presence of oxidized glycerophospholipids has been related to cellular homeostasis and
disease progression. Recent studies have found the effect of an increased abundance of these
lipids in the tumoral microenvironment regulating autophagy and inducing metastasis [25].
Interestingly, there are reports of the presence of oxidized PS on the surface of apoptotic
cells [26], showing the necessity of acquiring more knowledge about the sources and
functions of different lipid oxidation products in cancer. It is important to note that the
differential oxidized lipid profile as a product of the response to nCRT differs from those
reported by recent studies of colorectal cancer where tumor tissue lipidome was compared
to adjacent non-tumor tissue lipidome but maintains a similarity to other classes such as
sphingolipids and some of the glycerophospholipid subclasses [27,28].

Although the discussions presented here may be useful to better understand the effect
of the neoadjuvant treatment on rectal cancer tissue, according to patient’s clinical response,
there are some limitations that should be considered. The limited amount of clinical
information and the low number of patients reinforce the need for further validation of this
experiment in an independent cohort. The dependence on confirmation of the suggested
lipid annotation by targeted analysis, and their target quantitation would also add value to
these findings. Despite these limitations, these results may help in planning and developing
more comprehensive studies.

4. Materials and Methods
4.1. Study Groups and Sample Collection

Samples were obtained from 13 patients with locally advanced rectal cancer, of both
sexes, aged 48 to 83, participating in an observational, analytical study with a prospective
collection. The neocadjuvant treatment was performed according to the hospital proto-
col [29]: 5040 cGy (25 fractions for 6 weeks) and leucovorin (20/mg/ m?/ day) with doses
of 5-fluorouracil administered intravenously at 425 mg/m?/day for three consecutive
days on the first and last three days of radiation therapy. After 6 to 8 weeks, a surgical
sample was collected during restaging. There was no interference with the hospital’s
clinical management.

Tumoral rectal tissue was collected during the diagnostic biopsy procedure before
nCRT (T0) and the surgical procedure after the completion of nCRT (T1).

Sample collection was carried out at the Hospital Universitario Sao Francisco na
Providéncia de Deus (Braganca Paulista, SP, Brazil). Patients were included after signing
the Informed Consent Form approved by the Ethics and Research Committee (CEP) of the
Universidade Sao Francisco (CAAE: 14958819.8.0000.5514).

To evaluate the effect of the nCRT, two unpaired comparisons were carried out in
tissue samples: in the first one, lipidome from tumor tissues collected at staging (labeled
as T0) of patients with some degree of TNM stage reduction (tumor downstaging) after
having received nCRT, labeled as Responders, was compared with that of the group of
patients with no tumor downstaging, labeled as Non-responders; in the second comparison,
lipidome from tumor tissues collected at restaging (labeled as T1) of patients with some
degree of TNM stage reduction (tumor downstaging) after having received nCRT, labeled as
Responders, was compared with that of the group of patients with no tumor downstaging,
labeled as Non-responders.

4.2. Matrix Extraction
Tissue Extraction

Liquid extraction was performed for fresh—frozen tissue collected in dry tubes. After
thawing to room temperature, tissue sample metabolites were extracted using 500 uL of a
cold solution of methanol-H,O (4:1, v/v) and three liquid nitrogen freeze-thawing cycles.
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Samples were submitted to ultrasound (8 min), centrifuged (9000 rpm, 10 min, 4 °*C), and
then dried under N3 (g) flow. Samples were then resuspended in acetonitrile-water (1:1,
v/v). Due to the tissue’s weight variation, samples with <5 mg were resuspended in 180 pL
of the resuspension solution. Samples weighing >5 mg had their resuspension volume
corrected by the tissue mass to achieve a minimum concentration of 30 mg mL~!. Samples
used for quality control (QC) were acquired by aliquoting the resuspended samples to form
a pool and then divided into 11 replicates and injected during batch acquisition after every
10 sample arrays for system suitability and instrumental variability evaluation.

4.3. LC-MS/MS Analysis

The untargeted analysis was performed using an ACQUITY UPLC H-Class (Waters,
Manchester, UK) coupled to a XEVO-G2XS QToF Mass Spectrometer (Waters, Manchester,
UK). Mobile phase A was composed of a solution of Acetonitrile:H,O (60:40, v/v) with
1% ammonium formate, while mobile phase B was composed of Isopropanol:Acetonitrile
(90:10, v/v) with 1% of ammonium formate. Additionally, an Acquity UPLC CSH C18
column (2.1 x 100 mm, 1.7 um, Waters, Manchester, UK) focusing on non-polar compounds
was used.

The flow rate was 0.4 mL min 1. The column was initially eluted with 40% B, increas-
ing to 43% B over 2 min and subsequently to 50% within 0.1 min. Over the next 9.9 min,
the gradient was further ramped to 54% B, and then to 70% of B in 0.1 min. Over the next
5.9 min, the gradient was further ramped to 99% B, and then to 40% of B in 0.1 min. The
%B was kept for 1.9 min to stabilize the chromatographic column. The total run time was
20 min.

Positive (+) and negative (—) ion modes were recorded (separately) and the instrument
was operated in MSE mode in the m/z range of 50~1700 m/z, with an acquisition time of
0.5 s/scan. The injection volume was 3 uL (+) and 5 pL (—). The source temperature was set
to 140 °C (+ and —) and the desolvation temperature to 550 °C (+ and —). The desolvation
gas flow was 900 L/h~! (+ and —) in a capillary tension of 3.0 kV (+) and 2 kV (—), witha
cone voltage of 40 kV (+ and —). The MSF analysis was operated at 6 V for low collision
energy and a ramp of 20-50 V for high collision energy. Sample injection order was random,
and QC samples were added intra-batch after each array of ten samples and were also
included inter-batch (before and after each batch of analysis).

Leucine enkephalin (molecular weight of 555.62; 200 pg uL~! in an Acetonitrile:H,O
(1:1 v/v) solution) was used as a lock-mass for accurate mass measurement.

4.4. Data Analysis

Spectrometric signal processing and feature annotation were performed using the Pro-
genesis™ QI software v2.4.69.11 (Nonlinear Dynamics—Newcastle, UK). These processes
were carried out at an in-house station configured with an Intel® Core™ i9-9900K CPU
processor (Santa Clara, CA, USA) running at 3.60 GHz under a Windows 10 Enterprise
Operational System, equipped with 64 GB of RAM and NVIDIA Quadro® (Santa Clara,
CA, USA).

The relative abundance data of the detected ions were processed prior to statistical
analysis. A signal correction was performed using a method based on the consistency
of QC samples (Random Forest QC Signal Correction—RF-QCSC) implemented in the
statTarget package v.3.17 [30]. Then, features with low abundance variation were removed
using the interquartile range (IQR). Finally, abundances were normalized using square root
transformation and Pareto scaling. Filtering, normalization and statistical analysis were
performed using the MetaboAnalystR package v.3.3 [31] and limma package v.3.17 [32]
implemented in the R programming language v.4.3 using Rstudio IDE v.2023.06.0+421 [33].

Lipid annotation was assigned according to Annotation Confidence Level [34] level 2 of
metabolite identification (exact mass, isotopic pattern, retention time, and MS/MS spectrum
matched to an in-house spectral database or literature spectra). The study adopted the lipid
nomenclature and classification suggested by the LipidMaps consortium [35].
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4.5. Statistical Analysis

Differences between sample groups were evaluated using the limma model [32], a
linear model initially developed for microarray data that enables flexible modeling and
increased statistical inference using techniques such as empirical Bayes. A list of relevant
features was obtained using a p-value of <0.05 and a fold-change between abundances (FC)
of >2 as selection criteria. Additionally, an adjusted p-value of <0.05 was considered to
increase the confidence level of the discussion for some of the results.

5. Conclusions

These findings indicated that lipidome derived from tissue could potentially be helpful
in identifying patients with LARC who would not respond to nCRT and could help to
understand physiological differences between responders and Non-responders to nCRT.
Our results suggest that some lipid classes are involved in the resistance to nCRT (like
the simple glycosphingolipids) and are in agreement with previous studies about CRT
response in cancer therapy. Finally, it was evident that subclasses of lipids maintain an
abundance rate between groups at different moments of nCRT, denoted in the oxidation
and the type of residues of glycerophospholipids. More studies are needed to validate the
identification and function of the lipids mentioned in our results.
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5. CONCLUSAO

As descobertas indicam que o perfil lipidomico identificado em tecidos tumorais,
analisados apos a QRT neoadjuvante e que nao apresentaram regressao tumoral difere do perfil
identificado nos pacientes que responderam em algum grau ao tratamento. Estas diferencas
podem ser usadas para compreender as alteracdes metabolicas entre respondedores e ndo-
respondedores. Estes dados sugerem que algumas classes de lipidios estdo envolvidas na
resisténcia a QRT neoadjuvante (em especial fosfolipidios oxidados), corroborando com as
pesquisas anteriores relacionadas a resposta a QRT no cancer retal, assim como a outros tipos de

cancer.

A contribui¢do da lipidomica no entendimento da resposta a QRT neoadjuvante podera
auxiliar, junto com outros métodos diagndsticos ja usados, como a ressonancia magnética, na

avaliagdo prévia dos pacientes que ndo respondem ao tratamento.

Foi possivel identificar perfis lipidomicos que poderiam facilitar a classificagdo precoce
entre pacientes que terdo alguma ou nenhuma resposta ao tratamento neoadjuvante. As alteragcdes
achadas apos a terapia ajudam no entendimento da resposta a neoadjuvancia e, com a devida

validacdo, poderiam sugerir alvos terapéuticos.

Serdo necessarios estudos mais aprofundados envolvendo validagdes bioquimicas dos
lipideos sugeridos, ampliacdo do nimero amostral para testar a capacidade classificadora ou
preditora destes lipideos e ainda a avaliagdo de diferentes caracteristicas clinicas capazes de

influenciar o perfil lipidomico.
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