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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 excisão total do mesorreto. 

Entretanto, os pacientes respondem de maneiras variadas a esta terapia, não se conhecendo 

completamente os mecanismos bioquímicos envolvidos nesta resposta. Clinicamente, é altamente 

relevante discriminar os tumores que não respondem ao tratamento. O objetivo do presente trabalho 

foi avaliar as alterações do lipidoma de pacientes com adenocarcinoma de reto localmente 

avançado, 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 após a QRT 

neoadjuvante de pacientes com câncer retal localmente avançado (n=13) foram coletadas no 

Hospital Universitário São Francisco da Providência de Deus HUSF em Bragança Paulista, SP 

(CAAE 14958819.8.0000.5514). Após a extração, as amostras foram analisadas usando a 

cromatografia líquida de ultra eficiência acoplada a espectrometria de massas de alta resolução 

(UPLC-QTOF-MSE). Os dados foram avaliados utilizando o método limma (linear model for 

microarray). Os resultados mostraram diferenças na abundância relativa de alguns tipos de lipídeos 

(p.e. lisofosfolipídios, éter fosfolipídios e lipídeos oxidados) relacionados ao agravamento e à 

resposta ao tratamento. As moléculas identificadas nas amostras de tecido sugerem que a diferença 

do metabolismo lipídico celular entre pacientes que respondem ou não à QRT neoadjuvante está 

relacionada ao desequilíbrio na oxidação de fosfolipídios e na presença de radicais lipídicos. Esse 

estudo, aliado a outros mais aprofundados de lipidômica, devem colaborar para o melhor 

entendimento da fisiopatologia do câncer de reto, relacionando uma assinatura característica capaz 

de caracterizar ou predizer o comportamento do câncer de reto frente a QRT neoadjuvante. 

Palavras chaves: adenocarcinoma. câncer retal. lipidômica. farmacorresistência. 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 Universitário São Francisco 

da Providência de Deus HUSF in Bragança 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. INTRODUÇÃO 

1.1. Câncer de reto: fatores de risco, mecanismos bioquímicos envolvidos e tratamento 

O câncer de reto, juntamente com o cólon, é a terceira causa mais comum de câncer no Brasil 

e no mundo, sendo a terceira principal causa de morte por câncer em homens e em mulheres (SUNG 

et al., 2021). No Brasil, essa neoplasia ocupa a terceira posição em incidência na população, com 

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

Segundo o Instituto Nacional de Câncer (2022), o câncer colorretal (CCR) abrange os 

tumores desde a parte do intestino grosso (cólon) e no reto e ânus. A depender de sua topografia 

e patogênese, o câncer distal (após a flexura esquerda) é de maior responsividade a imunoterapia 

com melhor prognóstico do que o câncer no cólon proximal. 

O câncer de reto apresenta algumas particularidades anatômicas, fisiopatológicas e, 

principalmente, no seu tratamento, pelo que deveria ser estudado separadamente do câncer de 

cólon ao qual se assemelha nos seus aspectos epidemiológicos, etiológicos e de patogênese. 

(GORDON, 2007). 

Os fatores de risco destacados no CCR são o histórico de câncer 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 hábitos 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 patogênese 

do CCR resultante da interação entre o genótipo, o fenótipo e aspectos ambientais. 

O crescimento da lesão 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 órgãos adjacentes. A profundidade de infiltração parietal 

e da gordura mesorretal pela lesão incrementa o risco de disseminação linfática e vascular, com 

consequente maior risco de metástases à distância (DUKES; BUSSEY, 1958). 

Evidências recentes têm mostrado que um evento precoce e universal na carcinogênese, de 

forma geral, é a ativação do metabolismo dos lipídeos, macromoléculas que, além de estarem 

envolvidas em complexos sistemas biológicos e processos metabólicos da célula, são altamente 



13 

 
 

susceptíveis ao processo de lipoperoxidação desencadeado pelo estresse oxidativo 

(FERNANDES MESSIAS et al., 2018; MENDONÇA; CARIOCA; MAIA, 2014; NGUYEN et 

al., 2017). 

 As principais alterações no metabolismo induzidas pelos tumores avançados de reto, e 

de outros tumores, afetam a depleção dos depósitos lipídicos, aumentam a lipólise, incrementam 

o turnover de glicerol e ácidos graxos livres e reduzem a lipogênese (NEAGU et al., 2019; 

NGUYEN et al., 2017). Os mecanismos que se relacionam com o aumento da taxa de lipólise 

incluem redução da ingesta oral, perda de massa ponderal, resistência à insulina, resposta de 

estresse frente à doença e liberação de fatores lipolíticos pelo tumor (ZAIDI et al., 2013). 

 O UICC (Union for International Cancer Control) (BRIERLEY; GOSPODAROWICZ; 

WITTEKIND, 2016)recomendam o uso do sistema TNM (tumor-nódulo-metástase) para 

classificação de tumores malignos (BRIERLEY; GOSPODAROWICZ; WITTEKIND, 2016) 

(QUADRO 1). Neste sistema é referenciada a profundidade do tumor (T), comprometimento de 

linfonodos (N) e o grau de metástases à distância (M). Também é comum o estadiamento do 

câncer com uma classificação 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 câncer de reto é feito baseado nos resultados da ressonância 

magnética de pelve para avaliação local e tomografia computadorizada de tórax e abdome para 

estadiamento sistêmico. Estes procedimentos estão adotados no HUSF. Também são realizados os 

exames laboratoriais para medir os marcadores tumorais CEA (antígeno carcinoembrionário) e 

CA19-9 (antígeno carboidrato 19-9), além de exame físico e nutricional. Os exames de 

reestadiamentos são realizados de 8 a 12 semanas após o tratamento neoadjuvante para avaliação 

da resposta ao tratamento, mapeamento da lesão para guiar o procedimento cirúrgico e avaliação 

de metástases à distância (GLYNNE-JONES et al., 2017). O exame de ressonância é o método 

padrão-ouro na detecção de fatores de mau prognóstico preditores de recidiva local. 
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QUADRO 1. Estadiamento pelo sistema TNM. 

lT - Tumor Primário 

T0 Tumor primário não pode ser avaliado 

Tx Sem evidência de tumor primário 

Tis Carcinoma in situ: invasão da lâmina própria 

T1 Tumor invadindo submucosa 

T2 Tumor invadindo a muscular própria 

T3 Tumor invadindo através muscular própria até subserosa ou nos tecidos pericólicos não 

peritonizados ou perirretais 

T4a; 4b Tumor perfura peritônio visceral; tumor invade diretamente outros órgãos ou estruturas 

N - Linfonodos Regionais 

Nx Linfonodos regionais não podem ser avaliados 

N0 Sem metástase em linfonodo regional 

N1a; 1b; 1c Metástases em 1 linfonodo regional; metástases em 2 ou 3 linfonodos regionais; depósitos 

tumorais, satélites, na subserosa ou em tecido mole pericólico ou perirretal sem metástase em 

linfonodo regional. 

N2a; 2b Metástases 4-6 linfonodos regionais; metástases 7 ou mais linfonodos regionais 

M - Metástase À Distância 

M0 Sem metástase a distância 

M1a; 1b; 1c Metástase confinada a um órgão (Fígado, pulmão, ovário, linfa não regional) nódulos sem 

metástase peritoneais; metástase em mais de um órgão; metástase para o peritônio com ou sem 

envolvimento para outro órgão. 
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Em pacientes submetidos à terapia neoadjuvante, é importante avaliar a resposta a essa 

terapia por meio de reestadiamento, o que pode conferir impacto na sobrevida global e no tempo 

livre de doença. A identificação de regressão do tumor caracteriza o “downstaging” e o prefixo "y" 

é acrescentado ao TNM, anteriormente à letra “p” de resultado patológico. Da mesma forma, 

utilizam-se as letras “c”, “u”, “mr” e "ct" para referir-se às respostas clínica e àquelas identificadas 

por ultrassonografia endorretal, ressonância magnética e tomografia computadorizada, 

respectivamente. 

QUADRO 2. Estadiamento do câncer colorretal usando TNM e a sua correspondência na classificação 

simplificada 

Estágio do 

câncer 

T 

(tumor) 

N 

(Linfonodos 

regionais) 

M 

(metástase a distância) 

0 in situ Tis N0 M0 

I Localizado T1, T2 N0 M0 

IIA Localmente 

avançado 

inicial 

T3 N0 M0 

IIB T4a N0 M0 

IIC T4b N0 M0 

IIIA Localmente 

avançado 

tardio 

T1, T2 N1/N1c/N2a M0 

IIIB T3, T4aT2, T3T1, T2 N1/N1cN2aN2b M0 

IIIC T4aT3, T4aT4b N2aN2bN1/N2 M0 

IVA Metastático Qualquer T Qualquer N M1a 

IVB Qualquer T Qualquer N M1b 

Tis = carcinoma in situ; T1 = tela submucosa; T2 = túnica muscular; T3 = penetra todas as camadas (no câncer retal, 

inclui o tecido perirretal); T4 = órgãos adjacentes ou peritônio. N0 = nenhum; N1 = 1 a 3 linfonodos regionais; 

N2 = ≥ 4 linfonodos regionais; N3 = linfonodos apicais ou vasculares do tronco. M0 = nenhum; M1 = presente. 
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Após o correto diagnóstico e o estadiamento adequado, é necessária 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 decisão e a intervenção proposta nos modelos atuais direcionados 

por imageamento por ressonância magnética (IRM) (GLYNNE-JONES et al., 2017; KELLER et 

al., 2020). 

 

FIGURA 1. Fluxograma para o tratamento de câncer de reto. Fonte: figura adaptada de (KELLER et 

al., 2020). 

Nos últimos 15 anos, avanços importantes foram feitos no tratamento do câncer retal. 

Melhor compreensão da história natural da doença, precisão no estadiamento radiológico, 

técnicas cirúrgicas mais eficazes e análises histopatológicos mais detalhadas contribuem 

positivamente na sobrevida dos pacientes. 

O tratamento padrão de câncer de reto médio ou baixo localmente avançado se baseia em 

QRT neoadjuvante antes da cirurgia, seguida de cirurgia no término da terapia e posteriormente, 

dependendo da análise histopatológica da peça cirúrgica, avaliação de quimioterapia adjuvante. 

Para tumores localmente avançados, o tratamento QRT neoadjuvante, associado à técnica de 

excisão total do mesorreto, é necessária para a melhoria dos resultados cirúrgicos da neoplasia de 

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

cirúrgica, é necessária para o tratamento do adenocarcinoma de reto no estágio II e III. O consenso 

atual recomenda que pacientes com neoplasias retais baixas extirpáveis em estágio II e III, e sem 

contraindicações clínicas, devem ser submetidos à terapia neoadjuvante (GLYNNE-JONES et 

al., 2017). É recomendável que o tratamento cirúrgico seja realizado após o período de seis a oito 

semanas do término da QRT, aumentando a possibilidade de redução do tamanho tumoral e, 

portanto, sua ressecção completa. Já os pacientes sem fatores de risco para recidiva local podem 

ser operados sem necessidade de tratamento QRT pré-operatório para evitar possíveis 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 câncer de reto. O primeiro, o protocolo de Mayo, o 

paciente é submetido a radioterapia a 180 cGy (Grays) por 28 dias totalizando a dose de 5040 cGy, 

associada a medicação via oral Capecitabina 1200 mg/ dia, sendo de segunda a sexta-feira e 

descansa sábado e domingo. Essa medicação pode ser substituída pelo uso do 5-fluorouracil 

administrada por via endovenosa sendo a 350 mg por m² na superfície corpórea, por três dias na 

primeira semana e repetindo na última semana de radioterapia e em associação com o ácido fólico. 

Estudos recentes mostram que os desfechos oncológicos, perfil de efeitos adversos e taxa de 

regressão tumoral completa pode variar (JANG et al., 2023; PASZT et al., 2022). A capecitabina 

é um pró-fármaco (5’-deoxi-5-fluorouridina) do 5-FU (5-Fluorouracil) antineoplásico de uso oral 

com ação citotóxica, indicado para o tratamento de câncer de mama, câncer de cólon e reto e câncer 

de estômago (WALKO; LINDLEY, 2005). O 5-Fluorouracil é uma fluoropirimidina, amplamente 

usado no tratamento de carcinomas de alta incidência. Este fármaco inibe a síntese de precursores 

essenciais do DNA, através da formação de metabólitos que bloqueiam a família de cofatores 

enzimáticos ativadores da divisão e do reparo de DNA (VODENKOVA et al., 2020). 

O segundo protocolo, terapia neoadjuvante total (TNT), foi implementado a pouco tempo na 

instituição, trata-se de cinco ciclos de Capecitabina associada Oxaliplatina, com intervalo de vinte 

e um dia cada ciclo seguido por radioterapia e suspensão da Oxaliplatina. Embora o protocolo de 

TNT é 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 

início da pandemia do SARS-CoV-2 (coronavírus da síndrome respiratória aguda grave 2) no 
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Brasil, para que os pacientes não fossem expostos ao risco da doença, optou-se em utilizar o 

primeiro protocolo, onde a medicação é administrada por via oral. 

É conhecido que os tumores têm diferentes níveis de resposta à terapia neoadjuvante, não 

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 regressão do tumor que consiste em estágio patológico menor do que aquele definido 

pelo exame clínico e por imagem no momento do diagnóstico, enquanto outros pacientes não 

apresentam regressão tumoral (FEENEY et al., 2019). 

1.2. Resposta ao tratamento neoadjuvante e grau de regressão tumoral 

A terapia neoadjuvante no período pré-operatório tem se mostrado capaz de promover uma 

redução do tamanho do tumor, o que melhora as condições de ressecabilidade e reduz o 

comprometimento da região esfincteriana (LI et al., 2016). A possibilidade da preservação do 

órgão no tratamento de câncer de reto sem expor o paciente aos riscos e sequelas resultantes de 

uma abordagem cirúrgica radical (como a excisão total do mesorreto ou ETM) foi evidenciada 

pelos resultados da terapia neoadjuvante na redução 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 não operatório em casos de aparente resposta completa à terapia 

neoadjuvante. A estratégia chamada “Watch & Wait” (“observar e esperar”), tem como pressuposto 

não operar pacientes com resposta clínica completa com o objetivo de evitar morbidade, 

mortalidade e consequências funcionais graves (p.e. colostomias) devido a cirurgia radical (HABR-

GAMA, 2006). Um estudo retrospectivo multicêntrico usando o conjunto de dados do International 

Watch & Wait Database (período de 1991 a 2015) em pacientes com resposta clínica completa 

após a QRT sem tratamento cirúrgico inicial (FERNANDEZ et al., 2021) apresentou as 

características e benefícios desta abordagem. 

 O conhecimento prévio de uma eventual resistência tumoral à terapia neoadjuvante 

poderia evitar uma morbidade desnecessária adicional e a prolongação do tempo de tratamento 

antes do tratamento cirúrgico. Uma melhor definição sobre o prognóstico da responsividade 
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tumoral à terapia neoadjuvante permitirá estabelecer uma estratégia individual de terapia do 

câncer retal (KONG et al., 2018). Por este motivo, métodos de diagnóstico e estadiamento, como 

o imageamento, são considerados importantes para a definição do tratamento, embora apenas 

apresentam níveis adequados de correlação com os laudos histológicos e os índices de recidiva, 

mas sem identificação das características biológicas tumorais e de responsividade tumoral (LI et 

al., 2016). Dentre estes métodos, a ressonância magnética é usada na predição da resposta tumoral 

ao tratamento neoadjuvante já que permite quantificar o grau de regressão do tumor (TRG do 

inglês “tumor regression grade”). Este critério de resposta é classificado em cinco categorias, 

conforme mostrado no QUADRO 3. Existe uma discussão na literatura sobre o critério de resposta 

ao tratamento radioterápico que selecione os respondedores a QRT, com uma maioria dos autores 

considerando que a regressão tumoral com menor risco de recidiva seria a dos pacientes com 

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

QUADRO 3. Grau de regressão tumoral usando a patologia e imageamento por ressonância magnética. 

Grau de regressão tumoral (TRG)   

1 

2 

3 

4 

5 

Somente sinal de fibrose 

Predomínio de sinal de fibrose 

50% de sinal de fibrose; 50% de sinal de tumor 

Predomínio de sinal de tumor 

Somente sinal de tumor 

 

Para o reestadiamento, é avaliado o grau de concordância da regressão tumoral pela 

ressonância magnética com os resultados do relatório anatomopatológico utilizando os critérios de 

Ryan (KIM et al., 2016). Pelos critérios de Ryan, TRG1 e 2 são bons respondedores e TRG3-5 são 

tumores com baixa resposta. 

 Muitos estudos evidenciaram a variação individual da resposta a QRT relacionada à 

composição molecular de cada tumor, uma vez que seus efeitos estão relacionados a sua interação 

com diversos componentes e mecanismos celulares (DEL GOBBO; FERRERO, 2017; GHADIMI 

et al., 2005; KIM et al., 2007; REDALEN et al., 2016; WATANABE et al., 2006; ZHOU et al., 

2021). O estudo de marcadores moleculares que possam ser usados para a predição da eficácia e 
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toxicidade da QRT neoadjuvante em câncer retal localmente avançado ainda é intensamente e atual 

(KONCINA et al., 2020). 

 As ciências “ômicas” (como genômica, transcriptômica, metabolômica, proteômica e 

lipidômica) representam uma importante área de estudo de uma grande quantidade de 

biomoléculas, permitindo uma abrangência de elementos envolvidos nos fenômenos biológicos 

estudados e possibilitando predições com elevados índices de acerto (p.e. a ocorrência ou não de 

uma regressão tumoral em resposta à QRT neoadjuvante, diagnóstico), além de fornecer 

informações para entender melhor o fenômeno estudado (BOCCIO et al., 2017; STRYBEL et al., 

2022). 

  Diante do acima exposto, a proposta do presente trabalho é identificar moléculas endógenas 

diferenciais que possam ser utilizadas como possíveis candidatos a biomarcadores da resistência à 

terapia neoadjuvante e moléculas que ajudem no entendimento do câncer de reto para definir a 

melhor abordagem no tratamento.  
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1.3. Lipidômica aplicada ao estudo de câncer de reto 

A lipidômica surgiu como um segmento intimamente relacionado à metabolômica e é 

dedicada ao estudo global do lipidoma, incluindo sua composição bioquímica, vias e redes 

lipídicas nos sistemas biológicos (HAN; GROSS, 2022). Diante das limitações nos estudos de 

outras ômicas, como genômica que não se mostrou inteiramente confiável no estudo do câncer, a 

lipidômica se apresenta como uma opção com comprovada relação com funções envolvidas na 

carcinogênese. Essa importante ferramenta tem sido amplamente utilizada para o diagnóstico, 

prognóstico e no estudo do mecanismo de ação envolvendo a patogênese do câncer colorretal 

(CHAN et al., 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 associação da lipidômica com os mecanismos de 

resistência a QRT neoadjuvante de tumores de reto são escassos (BOCCIO et al., 2017; 

STRYBEL et al., 2022). É conhecido que a presença do câncer altera profundamente o 

metabolismo celular, em especial dos lipídios, devido a processos envolvidos no 

desenvolvimento do tumor, remodelação do tecido, alterações para garantir a sobrevivência 

celular e a metástase. A adaptação metabólica determina a evolução do câncer e atua também na 

ação de determinado quimioterápico, sendo influenciada pela micro-organização tumoral 

(RÖHRIG; SCHULZE, 2016). 

 A compreensão de um lipidoma necessita do conhecimento das várias classes de lipídeos 

presentes na matriz biológica, os quais apresentam as mais variadas funções, como: 

armazenamento de energia, membrana, sinalização celular, mensageiros intracelulares, 

energético, entre outros (MURO; ATILLA-GOKCUMEN; EGGERT, 2014). Estes processos 

estão intimamente conectados às vias de carcinogênese (transformação, progressão e metástases). 

 As principais classes de lipídios que podem constituir um lipidoma estão representadas 

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

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

Os glicerofosfolipídios (GPLs) constituem como um dos principais componentes das 

membranas biológicas, responsável por funções de mensageiros ou precursores de outros 

mensageiros, envolvidos também em sinalização celular. O álcool esterificado ao grupo fosfato 

dos GPL é usado para a classificação deste tipo de lipídio: fosfatidilcolina (PC), 

fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilserina (PS), fosfatidilinositol (PI) e fosfatidilglicerol (PG) 

(LIEBISCH et al., 2020). Nos GPLs frequentemente são encontrados ácidos graxos com 16 e 20 

átomos de carbono e geralmente de número par. Os ácidos graxos saturados ocorrem geralmente 

no C1 do glicerol enquanto a posição C2 do glicerol é frequentemente ocupada por ácidos graxos 

insaturados (uma ou mais ligações duplas na cadeia). 
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 Os triacilgliceróis (TAGs), outra classe abundante em amostras biológicas, são formados 

basicamente por três ácidos graxos, cada um em ligação éster com um carbono da molécula de 

glicerol e estão envolvidos principalmente nos processos de reserva energética. São pertencentes 

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

 Os esfingolipídeos (SLs) são um complexo conjunto de compostos que apresentam uma 

base esfingóide no seu esqueleto, o qual é sintetizado a partir de uma serina e um ácido graxo de 

cadeia longa Acil-CoA e então convertidos em ceramidas (Cer), fosfoesfingolipídeos (PSL), 

glicoesfingolipídeos (GSL). As ceramidas são as moléculas mais simples desse grupo e resultam 

de ácidos graxos ligados ao grupo amino (-NH2) no C2 da esfingosina. As ceramidas são 

precursoras das esfingomielinas (SM) e glicoesfingolipídeos (GSL). Estes lipídeos desempenham 

papel estrutural em membranas celulares, além de atuar como moléculas sinalizadoras de 

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

Os ácidos graxos (FA) estão formados por uma cadeia carbônica alifática com uma 

terminação de ácido carboxílico de comprimento, ramificação e saturação variada da cadeia. 

Podem ser saturados, monoinsaturados quando contém uma ligação dupla ou poliinsaturados 

quando contêm duas ou mais ligações duplas. Os ácidos graxos essenciais, ácido linoleico (C:18:2 

ω6) e o ácido linolênico (C18:2 ω3), são precursores de outros ácidos graxos e de vários 

metabólitos importantes, como os eicosanóides, importantes no sistema imune e na resposta 

inflamatória.  

Li et al. (2013) reportaram que entre os diferentes metabólitos diferenciais no soro de 

voluntários com CCR, destaca-se o aumento sérico de LPC (16:0), LPC (18:2), LPC (20:4) e LPC 

(22:6) nos estágios iniciais da doença e a redução dos ácidos 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 plasmalogênio de colina (P-16:1) estava reduzido em plasma de 

pacientes com câncer de reto em comparação aos voluntários saudáveis, dado que aponta este 

metabólito como um importante mediador na patogênese da doença (FERNANDES MESSIAS 

et al., 2018; MESSIAS et al., 2018). Os autores mostraram ainda que os níveis plasmáticos de 

malondialdeído, produto da lipoperoxidação lipídica, nos pacientes com câncer de reto no estadio 

III e IV foram superiores aos valores observados no grupo saudável e no grupo estadio 0. 

Alterações no perfil lipídico de fibroblastos parecem estar associadas a migração de células no 
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CCR, com aumento de alguns metabólitos lipídicos, quando comparados a fibroblastos normais 

(ácidos graxos, DAG, FA, PI, LPC e PE). Além desse achado, foi relatado que a sintetase de 

ácidos graxos, uma enzima crucial na síntese de ácidos graxos, está significativamente elevada 

nos fibroblastos (GONG et al., 2020). 

O QUADRO 4 descreve os principais artigos publicados relacionando os biomarcadores 

lipídicos identificados em câncer de reto e cólon assim como as amostras e as técnicas de análise 

utilizadas.
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QUADRO 4. Principais lipídios alterados em pacientes com câncer de reto e cólon em relação às amostras controle. 

Amostra Tipo de amostra Classe de lipídeos Nome dos lipídeos alterados Técnica Referências 

Câncer 

colorretal 

Soro (n=64 câncer e 

n=65 saudáveis) 

Oleamida; Ácidos 

graxos 
↓cis-9, 10-octadecenoamide; ↓ 14:0 e 16:0 

GC-TOFMS; 

UPLC-

QTOFMS 

Qiu et al, 

2009 

Câncer 

colorretal 
Tecido (n=31 câncer) Glicerofosfolipídeos ↑PC; ↑ PE; ↑ 20:2, 18:1 e 20:1 

HR-MAS 

NMR; GC-

MS 

Chan et al, 

2009 

Câncer 

colorretal 

Plasma, eritrócitos e 

tecido adiposo (n=61 

câncer e n=42 

saudáveis) 

Ácidos graxos 

Plasma: ↑ AGS e; ↓AGPI ω3 (20:5 n-3); 

Eritrócitos: ↓18:2 n-6 e 20:5 ω3; Tecido adiposo: 

↑ 20:4 ω6 

CG-FID 
Okuno et al, 

2013 

Câncer 

colorretal 

Soro (n=26 estadio I e 

II, n=26 estadio III e 

IV e n=52 saudáveis) 

Glicerofosfolipídeos; 

Ácidos graxos 

↑ LPC(16:0); LPC(18:2); LPC(20:4); LPC(22:6); 

↓ AG: 16:2, 18:0 e 20:3 

DI-ESI(±)-

FTICR MS 

Li et al, 

2013 

Câncer 

colorretal 

Tecido (n=82 câncer e 

normal) 
Ácidos graxos ↑ AGPI ω6; ↓ AGPI ω3 CG-FID 

Yang et al, 

2015 

Câncer 

retal 

avançado 

Soro (n=18) coletados 

nos tempos 0, 14 e 28 

dias de QRT pré 

operatória 

Glicerofosfolipídeos; 

Esfingolipídeos 

↓ SM(d18:2/18:1), LPC (16:0/0:0), LPC 

(15:1(9z)/0:0), LPE (22:5/0:0) em não 

respondedores antes da QRT neadjuvante 

LC-MS/MS 

DEL 

BOCCIO et 

al., 2017 
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Adenocar

cinoma de 

reto 

Plasma (n=23 câncer e 

n=18 saudáveis) 

Glicerofosfolipídeos; 

Ácidos graxos 
↓ LPC (P-16:1); ↓ AGPI ω3 

GC-FID; 

ESI-q-TOF 

Messias et 

al., 2018a 

Câncer 

colorretal 

Tecido (n=11 câncer e 

normal) 
Glicerofosfolipídeos ↑ LPI (18:0) e LPS (18:0); ↓ PLA LC-MS/MS 

Kitamura et 

al, 2019 

Câncer 

colorretal 

Tecido (n=106 câncer 

e normal) 

Glicerofosfolipídeos; 

Esfingolipídeos 

 ↑TAG 56:4, 56:5, e 56:6 contendo AGPI (18:2, 

20:2, 20:3, 20:4, 20:5, 22:4, 22:5, 22:6); ↑ SM 
ESI-MS/MS 

Ecker et al, 

2021 

Câncer 

colorretal 

Exossomas do plasma 

(n=8 câncer e n=4 

normal) 

Glicerofosfolipídeos; 

Esfingolipídeos 

↑ PC (34:1), PE (36:2), SM (d18:1/16:0, HexCer 

(d18:1/24:0) HexCer (d18:1/24:1): Câncer não 

metastático; ↑ Cer (d18:1/24:1): Câncer 

metastático 

LC-MS/MS 
Elmallah et 

al., 2022 

Câncer 

colorretal 

Plasma (n=24 câncer e 

n=12 saudáveis) 

Esfingolipídeos, 

Triacilgliceróis, 

Glicerofosfolipídeos 

Dignóstico: ↑ CerP(d15:0_22:0 + O); Prognóstico: 

↑ TAG(11:0/18:0/18:0), TAG(18:0/18:0/18:1), 

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

LC-MS 
Yang et al., 

2022 

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-

q-TOF: high resolution mass spectrometry
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A lipidômica também envolve o estudo de uma série de enzimas e compostos resultantes 

do metabolismo dos lipídios, com o aumento de citocinas pró-inflamatórias, espécies reativas de 

oxigênio e eicosanóides pró-inflamatórios, enquanto há uma diminuição nos antioxidantes 

celulares, citocinas anti-inflamatórias e de alguns PUFAs (ácidos graxos poliinsaturados) e seus 

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

A aciltransferase é uma enzima importante na reação de remodelação. Por exemplo, a 

lisofosfatidilcolina aciltransferase 1 (LPCAT1), que transacila a LPC em PC apresenta uma 

correlação direta entre a reação de transacilação e a tumorigênese, já que é superexpressa em alguns 

tipos de câncer (DAS; MARTINEZ; RAY, 2014). Recentemente foi demonstrado que o aumento 

da expressão da LPCAT2 exerce importante ação na quimioresistência do câncer colorretal tratado 

com 5-fluorouracil e oxaliplatina (COTTE et al., 2018). Outras enzimas específicas, como as 

fosfolipases, formam mediadores lipídicos reguladores de múltiplos processos celulares que podem 

promover a tumorigênese, incluindo a proliferação, migração, invasão e angiogênese (PARK et al., 

2012). A Fosfolipase A2 (PLA2) representa uma família de enzimas que hidrolisam a ligação éster 

sn-2 de fosfolípidos e desempenham papéis importantes em doenças cardiovasculares, 

inflamatórias e câncer (SCOTT et al., 2010). Em outros estudos foram evidenciadas reduções na 

abundância de alguns lipídios de pacientes que não responderam ao tratamento, como 

SM(d18:2/18:1), LPC (16:0/0:0), LPC 15:1(9z)/0:0) e LPE (22:5/0:0) (BOCCIO et al., 2017). 

Alguns metabólitos regulados no plasma de bons respondedores foram associados ao metabolismo 

GPLs, SLs e PEs, enquanto metabólitos regulados no plasma de maus respondedores foram 

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

Os dados na literatura parecem não trazer uma conclusão clara em relação ao uso da 

lipidômica como uma ferramenta útil na predição da resposta da QRT neoadjuvante, uma vez que 

há poucos dados disponíveis.  
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1.4. Técnicas analíticas usadas no estudo do lipidoma 

A diversidade estrutural dos lipídeos exige várias abordagens que envolvem diferentes 

técnicas de separação de classes, o que impossibilita o uso de solução única adequada para a 

determinação de todas as classes de lipídeos. No presente trabalho daremos destaques as técnicas 

usadas, cromatografia e espectrometria de massas. 

A cromatografia líquida (LC) e a cromatografia de fluidos supercríticos são técnicas 

amplamente utilizadas que preservam as informações dos lipídeos, uma vez que não exigem 

derivatização e são também comumente usadas acopladas a espectrômetros de massas (PITT, 

2009). Esta associação tem possibilitado a análise e compreensão de pequenas moléculas no 

contexto biológico e de desenvolvimento do câncer. Esta técnica é capaz de fornecer resultados 

quantitativos e qualitativos dos lipídeos das amostras, sendo bastante eficiente para a análise de 

glicerofosfolipídeos, esfingolipídeos, TAGs, DAGs, MAGs (monoacilgliceróis) e ésteres de 

colesterol. A adição de padrões internos apropriados é necessária para a análise lipidômica 

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

Na análise por espectrometria de massas, as moléculas de uma determinada amostra são 

transformadas em íons no estado gasoso, permitindo sua separação de acordo com sua razão massa 

(m) e carga (z), normalmente representado por m/z. Assim, em íons carregados (M+1, se protonado; 

M+23, se sodiado; M-1, se desprotonado, etc) a razão m/z reflete na massa molecular do íon, em 

Daltons (Da). 

A alta resolução da espectrometria massas facilita a identificação de lipídeos, embora não 

seja confirmatória na ausência de padrões autênticos ou softwares específicos para identificação 

dessa classe de biomoléculas. Por este motivo, bancos de dados livres como LipidMaps, Metlin, 

HMDB e KEGG podem auxiliar na identificação putativa desses compostos. 

As principais etapas da aquisição de dados lipidômicos por cromatografia líquida acoplada a 

espectrômetro de massas são: i) extração de lipídios da amostra biológica; ii) separação por 

cromatografia e introdução de lipídios no espectrômetro de massas; iii) ionização dos lipídios; iv) 

separação destes íons; e v) detecção de íons. (WU et al., 2020).  
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O método utilizado neste estudo é baseado em uma tecnologia MSE (varredura de baixa e alta 

energia), um método de aquisição independente de dados, onde é obtida informação sobre a 

molécula precursora ionizada e seus fragmentos ionizados gerados, o que simplifica a análise e 

facilita a identificação de compostos. Foi utilizado a cromatografia líquida de ultra-eficiência 

(UPLC) acoplada a espectrometria de massas em alta resolução no equipamento da marca 

WATERS, modelo Acquity UPLC H-Class System Xevo G2-XS Q-TOF MSE. Esse modo consiste 

na aquisição simultânea de dados de baixa e alta energia utilizando uma rampa entre 15 eV a 30 

eV aplicada. Durante uma mesma varredura cromatográfica é obtido informações de íons 

precursores, com baixa energia de colisão e fragmentos, com alta energia, permitindo a detecção 

de uma grande variedade de classes de lipídeos (VORKAS, 2018). 

1.5. Ferramentas de bioinformática para o tratamento de dados 

Os dados gerados pelas análises “ômicas” são abundantes e complexos e, por isso, 

ferramentas adequadas de tratamento de dados devem ser empregadas no processamento destes, 

para evitar erros e manter a integridade das variações biológicas 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 configurações 

do espectrômetro de massas.  O processamento de sinais espectrométricos (valores de m/z, tempo 

de retenção e intensidades) e anotação de características foi realizado no Progenesis™ QI software 

v2.4.69.11 (Nonlinear Dynamics - Newcastle, UK) usando um fluxo de análises de co-detecção: 

seleção de adutos esperados nas amostras analisadas; alinhamento de rodadas (runs) para fazer os 

dados comparáveis e compensar a variação entre rodadas de leitura; seleção de picos para discernir 

entre íons de compostos sobrepostos a partir de um mapa único de íons gerado na combinação dos 

dados alinhados de todas as amostras; deconvolução de íons semelhantes mas que podem ser 

agrupados segundo a sua massa-carga e os adutos declarados; e identificação de compostos usando 

os dados dos íons definidos nos passos anteriores e comparando com banco de dados de referência. 

Os dados de abundância relativa dos íons detectados são corrigidos usando um método 

baseado na consistência de amostras de QC (Random Forest QC Signal Correction - RF-QCSC) 
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implementado no pacote statTarget (LUAN et al., 2018). A abundância derivada da intensidade de 

sinal pode ser alterada por fatores não relacionados às condições biológicas definidas no desenho 

experimental. Por exemplo, algumas amostras podem ter as suas concentrações de lipídios 

alterados por degradação e síntese artificial devido ao efeito da temperatura, reações de oxidação 

ou outros fatores, assim como uma variação na detecção do equipamento de quantificação (LI et 

al., 2014). O método de correção de sinal visa ajustar os valores dos íons quantificados para 

aproximá-los à janela de valores possíveis 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 versão ponderada lowess) até métodos de predição 

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

Em seguida, são realizadas diferentes transformações nos dados para cumprir com requisitos 

dos métodos estatísticos ou para facilitar sua apresentação e plotagem. Métodos como filtragem e 

normalização são necessários para diminuir a influência de valores não relevantes e para adaptar a 

distribuição de valores a ser operados, respectivamente. Existe uma enorme variedade de métodos 

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

A modelagem preditiva ou a análise estatística é uma etapa importante nos estudos “ômicos”. 

Nesta etapa são obtidos os resultados que baseiam as inferências biológicas para responder o 

proposto no desenho experimental. Modelos de análises de dados brindam confiança estatística em 

um entorno de cálculos complexos. Existe uma grande quantidade de modelos apropriados para 

implementação nesta etapa, mas os mais usados são os modelos estatísticos clássicos univariados 

e os modelos multivariados baseados em aprendizagem de máquinas (ANWARDEEN et al., 2023).  

Os modelos univariados permitem realizar uma análise diferencial comparando apenas variáveis 

individuais entre os grupos ou condições experimentais estudadas. Esta comparação permite 

calcular um valor de p para cada resultado que, posteriormente, pode ser corrigido pela quantidade 

de variáveis consideradas no desenho inicial. O valor de p está relacionado à probabilidade de uma 

variável não cumprir uma hipótese pré definida (hipótese nula) pelo teste estatístico usado. Esta 

abordagem, embora ofereça resultados úteis nos estudos “ômicos”, tem limitações quando a 

amostra é representada por um número de variáveis muito maior do que o número de amostras, 



31 

 

 
 

além de não conseguir capturar a relação existente entre variáveis para caracterizar a diferenciação 

de grupos. Já os métodos multivariados permitem estabelecer um modelo de classificação que por 

sua vez pode fornecer uma lista de variáveis que conferem a capacidade preditora. Outros métodos 

multivariados que não usam informação sobre o rótulo das amostras são conhecidos como não 

supervisionados e possibilitam calcular a relação não enviesada entre amostras, como os métodos 

de clusterização e de distância/similaridade. Métodos como Random Forest (classificação de 

variáveis por árvores de decisão), Support vector machines (separação de amostras por 

hiperplanos), partial least squares – discriminant analysis (classificação usando projeção em 

componentes principais) e modelos lineares são os métodos mais usados tanto para predição quanto 

para seleção de variáveis relevantes.  

Neste estudo foram realizadas análises univariadas usando o pacote limma (RITCHIE et al., 

2015) implementado na linguagem de programação R (R CORE TEAM, 2022) usando o IDE 

(ambiente de desenvolvimento integrado) Rstudio (RSTUDIO TEAM, 2020). O método limma é 

um algoritmo muito usado nas análises de expressão gênica tanto de dados obtidos por 

microarranjos quanto dos obtidos por sequenciamento. Este método incrementa a confiança do 

valor de p das variáveis comparadas usando a estatística t moderada do empirical Bayes.  
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2. JUSTIFICATIVA 

Atualmente têm sido propostas para o tratamento do câncer de reto, diferentes técnicas 

minimamente invasivas ou até mesmo abordagens não cirúrgicas que visam a preservação não 

somente da função esfincteriana, mas também do órgão e de suas condições funcionais. Para se 

adotar tais práticas é de extrema importância que estejam disponíveis dados prévios capazes de 

demonstrar, com segurança, não somente a resposta clínica, mas também a possível resposta 

patológica após 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 avançado. A investigação foi realizada através de uma 

avaliação sistemática e ampla da composição lipídica (ácidos graxos e outras classes de lipídeos) 

visando subsidiar a informação sobre o desenvolvimento do tumor e a resposta ao tratamento. 

Métodos modernos de alta sensibilidade e alta resolução permitem identificar moléculas 

diferenciais no tecido destes pacientes e assim abrir novos caminhos para contribuir no 

diagnóstico da doença e na escolha de terapia adequada. 

A contribuição da lipidômica em predizer a resposta a QRT neoadjuvante poderá auxiliar, 

junto com outros métodos de imagem já usados, como a ressonância magnética, na identificação 

prévia dos pacientes com boa resposta ao tratamento, que em teoria, poderiam ser candidatos ao 

tratamento poupador de órgão. Aproximadamente 1/4 dos pacientes poderão apresentar resposta 

patológica completa ao tratamento neoadjuvante e não apresentarão células tumorais viáveis no 

espécime cirúrgico. Pacientes que manifestam regressão tumoral satisfatória após RQT 

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

De maneira semelhante, os pacientes com resposta desfavorável à terapia, considerados 

maus respondedores, ou seja, aqueles que não apresentam regressão tumoral satisfatória e são 

candidatos naturais à ressecção cirúrgica radical convencional, se beneficiarão por evitar um 

tratamento desnecessária adicional e prolongar o tempo para a realização do procedimento 

cirúrgico.  
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3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral 

O presente trabalho propõe avaliar as alterações do lipidoma no tecido tumoral de pacientes 

com adenocarcinoma de reto localmente avançado como efeito da QRT neoadjuvante a partir de 

uma assinatura molecular capaz de fornecer informação sobre a resposta tumoral ao tratamento. 

3.2 Objetivos específicos 

⚫ Caracterizar as alterações no perfil lipidômico no tecido tumoral de pacientes antes e 

após sua exposição à QRT neoadjuvante, 

⚫ Identificar moléculas diferenciais que possam ser utilizados como possíveis candidatos 

a biomarcadores de resistência a QRT neoadjuvante, comparando o perfil lipidômico de pacientes 

que responderam com os que não responderam à QRT neoadjuvante. 

 

  



34 

 

 
 

4. CAPÍTULO 1: publicado 

Rectal Cancer Tissue Lipidome Differs According to Response to Neoadjuvant Therapy 
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5. CONCLUSÃO 

 

As descobertas indicam que o perfil lipidômico identificado em tecidos tumorais, 

analisados após a QRT neoadjuvante e que não apresentaram regressão tumoral difere do perfil 

identificado nos pacientes que responderam em algum grau ao tratamento. Estas diferenças 

podem ser usadas para compreender as alterações metabólicas entre respondedores e não-

respondedores. Estes dados sugerem que algumas classes de lipídios estão envolvidas na 

resistência a QRT neoadjuvante (em especial fosfolipídios oxidados), corroborando com as 

pesquisas anteriores relacionadas a resposta à QRT no câncer retal, assim como a outros tipos de 

câncer. 

A contribuição da lipidômica no entendimento da resposta a QRT neoadjuvante poderá 

auxiliar, junto com outros métodos diagnósticos já usados, como a ressonância magnética, na 

avaliação prévia dos pacientes que não respondem ao tratamento. 

Foi possível identificar perfis lipidômicos que poderiam facilitar a classificação precoce 

entre pacientes que terão alguma ou nenhuma resposta ao tratamento neoadjuvante. As alterações 

achadas após a terapia ajudam no entendimento da resposta à neoadjuvância e, com a devida 

validação, poderiam sugerir alvos terapêuticos. 

Serão necessários estudos mais aprofundados envolvendo validações bioquímicas dos 

lipídeos sugeridos, ampliação do número amostral para testar a capacidade classificadora ou 

preditora destes lipídeos e ainda a avaliação de diferentes características clínicas capazes de 

influenciar o perfil lipidômico.  
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