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APRESENTAÇÃO 

 

A presente tese descreve as alterações moleculares envolvendo os lípides do 

plasma de pacientes com câncer de cólon e reto. Para alcançar esse objetivo foram 

investigados o perfil lipidômico e as principais vias enzimáticas que levaram a alteração 

nos níveis de metabólitos lipídicos identificados como possíveis biomarcadores para 

esses tipos de câncer. 

Sua estrutura está dividida em quatro capítulos, sendo que no primeiro capítulo é 

apresentada uma revisão geral sobre os cânceres de cólon e reto, abordando as 

características clínicas, patológicas, epidemiológicas, diagnóstico, tratamento e 

prevenção. Nele está descrito a importância de realizarem estudos individualizados das 

regiões do intestino grosso, dividindo-as em cólons direito e esquerdo e o reto. 

O segundo capítulo mostra uma revisão sistemática sobre os plasmalogênios, uma 

subclasse dos glicerofosfolípides, como importantes biomarcadores em câncer. Além de 

suas funções estruturais na membrana e de funcionar como antioxidante endógeno, 

estudos sugerem que alterações na síntese do plasmalogênio, iniciada no peroxissomo e 

finalizada no retículo endoplasmático, contribuem no desenvolvimento de vários tipos de 

cânceres, dentre eles os gastrointestinais. 

No terceiro capítulo, que está dividido em duas partes, são apresentadas as 

principais enzimas envolvidas na síntese do plasmalogênio de lisofosfatidilcolina [LPC (P-

16:1)] em plasma de pacientes com câncer retal, avaliados segundo o estadiamento do 

câncer. Foram avaliadas as concentrações das enzimas aciltransferases (GNPAT e 

LPCAT4) e dessaturase (SCD) e a expressão da enzima redutase (FAR1), proteína que 

está presente na membrana peroxissômica e cuja regulação depende dos níveis de 

plasmalogênio no organismo.  

O quarto capítulo, também dividido em duas partes, é dedicado ao estudo lipidômico 

de plasma de pacientes com câncer de cólon. Na primeira, é apresentada uma análise 

exploratória inicial de biomarcadores usando a abordagem exploratória (untargeted) para 

buscar moléculas lipídicas diferentemente expressas entre controle e doente. Na 

segunda, os resultados mostram as concentrações das enzimas GNPAT, LPCAT4 e SCD 

envolvidas na biossíntese das moléculas de plasmalogênio. 
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CAPÍTULO I: CARACTERÍSTICAS CLÍNICA, PATOLÓGICA E 

EPIDEMIOLÓGICA DO CÂNCER DE CÓLON E RETO 

 
 
Márcia Cristina Fernandes Messias; Patrícia de Oliveira Carvalho. 

 

 

O capítulo apresenta uma breve revisão das atualizações em câncer de cólon e 

reto, incluindo epidemiologia, fatores de risco, apresentações clínicas, diagnóstico, 

estadio, tratamento e prevenção. O CCR apresenta-se como um problema de saúde 

pública de escala mundial. A abordagem enfatiza ainda a importância clínica de se avaliar 

individualmente as regiões (cólons direito e esquerdo e reto) do intestino grosso. 
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RESUMO 

 

O câncer colorretal é uma doença com alto índice de morbimortalidade mundial, afetando 
indivíduos de ambos os sexos. A incidência aumenta com a idade, sofrendo um grande 
incremento a partir dos 60 anos. O local do intestino grosso onde aparece o tumor (cólons 
direito e esquerdo e reto) também podem estar relacionados com os sinais e sintomas. A 
prevenção tem papel primordial na diminuição da mortalidade, já que se trata de um 
câncer de caráter progressivo e de desenvolvimento lento, podendo demorar em torno de 
5 anos para apresentar as manifestações clínicas que muitas vezes é precedido por 
lesões pré-malignas que podem ser detectadas precocemente. O diagnóstico é realizado 
através de exames de triagem básicos como a pesquisa de sangue oculto nas fezes, 
colonoscopia, biópsia e tomografia computadorizada, porém outros exames podem ser 
solicitados. Os principais métodos terapêuticos para o tratamento do câncer de cólon e 
reto incluem a quimioterapia, radioterapia, cirurgia e imunoterapia e a associação destes 
conferem, dependendo da localização, tamanho e do estadiamento do tumor, uma melhor 
chance de sobrevida para o paciente. O sistema de classificação para determinar o 
estadiamento do tumor é o TNM que considera como parâmetros o tamanho do tumor, 
número de linfonodos acometidos e a presença ou ausência de metástase à distância. 
Embora a abordagem clínica do câncer de cólon e reto venha sendo favorecida pelos 
novos progressos terapêuticos, a aplicação de ações multidisciplinares de promoção à 
saúde e a detecção precoce da doença ainda são benéficas não apenas para reduzir a 
incidência global do câncer de cólon e reto, mas também para melhorar a qualidade de 
vida dos pacientes e de seus familiares. 
 

Palavras-chave: câncer colorretal; cólon; reto; epidemiologia; 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Dados epidemiológicos mostraram que o câncer é o problema de saúde pública 

mais crescente nos últimos anos, com uma estimativa de 20,4 milhões de novos casos e 

17 milhões de mortes por ano em todo o mundo até 2030 (ARIF et al., 2017).  

A estimativa mundial em 2012 apontou o câncer colorretal (CCR) como o terceiro 

tipo de câncer mais comum entre os homens (746 mil casos novos – 10% do total dos 

cânceres) e o segundo nas mulheres (614 mil casos novos – 9,2% do total dos cânceres). 

Neste mesmo período, para a mortalidade, foram estimados 694 mil casos em ambos os 

sexos (8,5% do total de óbitos) (WHO, 2012).  

Anatomicamente estes tumores acometem três partes do intestino grosso, os cólons 

direito e esquerdo e o reto. Esta especificidade da localização anatômica permite analisar 

as diferenças existentes nos estadios dos tumores e também as características clínicas e 

patológicas, recidivas e os impactos prognósticos da localização dos tumores (KISHIKI et 

al., 2019). 

Na etiopatogenia do CCR fatores importantes como etnia, dieta, idade, depressão, 

obesidade, sedentarismo, sarcopenia, tabagismo, etilismo, predisposição genética, 

mutação genética, mudanças epigenéticas, história familiar de CCR e condições como 

doença intestinal inflamatória e polipose familiar são pontos chaves para o aumento da 

incidência da doença (PIAZZOLLA, 2015). 

Através de um efetivo esquema de rastreamento é possível realizar a detecção 

precoce do CCR, garantindo não só o seu tratamento em fase inicial, mas também 

condições ideais para a sua prevenção. Vários testes de rastreamento como exames de 

sangue, pesquisa de sangue oculto nas fezes, retossigmoidoscopia, enema de bário com 

duplo contraste, colonografia por tomografia computadorizada, colonoscopia e biópsia 

podem ser necessários para detectar as lesões colorretais. A microscopia óptica também 

é utilizada para avaliar o grau de diferenciação e o nível de penetração do tumor através 

da parede intestinal (TIS, T1, T2, T3 e T4) (MACIEL e MACIEL, 2014).  

Diferentes estratégias de tratamento podem ser realizadas, tanto de forma 

combinada ou isolada, mas isto vai depender do tamanho, extensão e localização do 

tumor e das condições gerais do paciente. A combinação de cirurgia, quimioterapia, 
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radioterapia e imunoterapia tem sido empregada com o objetivo de reduzir os índices de 

recidiva local ou à distância e aumentar a sobrevida do paciente (SOUZA, 2016). 

A aplicação de medidas preventivas como a ingestão de dieta balanceada, 

abandono do etilismo e tabagismo, a prática de atividades físicas de forma a regular e 

controlar o peso corporal e o aconselhamento genético às pessoas com histórico familiar 

de câncer ou de polipose, além de auxiliarem na identificação do estagio inicial da 

doença, diminuem significativamente os índices de morbimortalidade por CCR (MARLEY 

& NAN, 2016). 

Assim, o presente estudo reflete a expectativa de contribuir e sumarizar as 

evidências encontradas na literatura científica sobre atualizações em câncer colorretal, 

incluindo epidemiologia, fatores de risco, apresentações clínicas, diagnóstico, estadio, 

tratamento e a prevenção, para que essas informações possam nortear de forma 

significativa a prática clínica. 

 

2. ANATOMIA PATOLÓGICA 

 

Ao analisarmos a patogênese do CCR, não podemos considerá-lo como uma 

doença com um tipo único de tumor, já que as características anatômicas do intestino 

grosso permitem que o mesmo seja dividido em várias partes. 

O intestino grosso tem aproximadamente 150 cm de comprimento e se estende da 

válvula ileocecal até o ânus. Anatomicamente, é composto de oito partes: apêndice, ceco, 

cólon ascendente, cólon transverso, cólon descendente, sigmoide, reto e ânus (Figura 1) 

(BARAN et al., 2018). 

Um número crescente de estudos tem descrito as diferenças no CCR de acordo 

com o local do tumor. Há evidências de que o câncer de cólon direito (CCD) é diferente do 

câncer de cólon esquerdo (CCE) e do câncer retal (LIM et al., 2017). 

O reto compreende a porção final do intestino grosso, estando localizado entre o 

cólon sigmóide e o canal anal. Inicia-se na junção retossigmóide e termina ao nível do 

anel anorretal. Arbitrariamente ele é dividido em três partes a partir da borda anal: o reto 

superior (12 a 15 cm), médio (7 a 12 cm) e inferior (0 a 7 cm). Embora não sejam 

anatomicamente distintas, as partes são de grande importância para o estadiamento do 
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tumor, avaliação da ressecabilidade e planejamento da cirurgia (POULIN et al, 2016; 

FAZELI  & KERAMATI, 2015).  

A distinção entre o cólon direito e esquerdo é baseada primariamente em suas 

origens embriológicas, já durante a formação fetal. O ceco, o apêndice, o cólon 

ascendente, a flexura hepática e o cólon transverso são classificados como cólon direito, 

ao passo que a flexura esplênica, cólon descendente e cólon sigmoide são classificados 

como cólon esquerdo. Assim, os tumores CCR do lado direito surgem do cólon 

ascendente até o cólon transverso e os tumores do lado esquerdo do CCR surgem da 

flexura esplênica até o sigmoide (HU et al., 2018). 

Acredita-se que essas diferenças entre cólon direito e esquerdo também estejam 

correlacionadas às características anatômicas, histológicas, genéticas, imunológicas, 

aspectos moleculares, microambientes e suprimentos sanguíneos (cólon direito é 

perfundido pela artéria mesentérica superior e o cólon esquerdo pela artéria mesentérica 

inferior). Todas estas características podem conferir um grande valor prognóstico e 

auxiliarem nos desfechos clínicos do CCR (ULANJA et al., 2017; HU et al., 2018; HSU et 

al., 2019). Outras variáveis como idade, sexo, raça, estágio, grau e localização do tumor e 

epidemiologia devem ser consideradas (WANG et al.; 2019). Nos últimos anos, a 

distinção entre CCD e CCE foi focalizada principalmente devido a diferentes resultados, 

prognósticos e respostas clínicas as terapias (BAEK, 2017). 

 

 

 

 
Figura 1: Anatomia do intestino grosso. Fonte: O autor (2020). 
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3. ESTIMATIVA GLOBAL PARA O CÂNCER DE CÓLON E RETO 

 

A distribuição do CCR apresenta significativas variações internacionais, sendo maior 

em países desenvolvidos em decorrência dos processos de urbanização e 

desenvolvimento (FERLAY et al., 2013). As taxas de incidência de CCR variam 

amplamente, de 8 e 6 vezes no câncer de cólon e reto, respectivamente, por região do 

mundo; por este motivo a doença pode ser considerada um marcador de desenvolvimento 

socioeconômico (FIDLER et al, 2016). 

De acordo com estimativas do GLOBOCAN, cerca de 1,8 milhão de novos casos de 

CCR ocorreram em 2018 em todo o mundo. Em geral, o CCR é o terceiro em incidência e 

o segundo em mortalidade, compreendendo, respectivamente, adenocarcinomas de cólon 

e reto, 6,1% (2,9% mulher e 3,2% homem) e 3,9% (1,5% mulher e 2,4% homem) de 

incidência e 5,8% (2,7% mulher e 3,1% homem) e 3,2% (1,3% mulher e 1,9% homem) de 

óbitos (Figura 2) (BRAY, et al., 2018).  

No Brasil, o CCR é o terceiro tipo de câncer mais comum, sendo previsto para o 

final de 2020 em torno de 20.520 casos novos em homens e de 20.470 em mulheres. 

Esses valores correspondem a um risco estimado de 19,63 casos novos a cada 100 mil 

homens e 19,03 para cada 100 mil mulheres, considerando todas as regiões brasileiras 

(INCA, 2019). 

 

 

  

 

A 

 

B 

 

Figura 2: Estimativa mundial do câncer de cólon e reto. A. Taxa de Mortalidade. B. Taxa de Incidência. Câncer de 

cólon (vermelho) e câncer retal (laranja). 
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4. FATORES DE RISCO 

 

O CCR é uma doença multifatorial influenciada principalmente por fatores genéticos, 

ambientais e relacionadas ao estilo de vida. Ele resulta principalmente do acúmulo 

progressivo dessas alterações que transformam o epitélio normal em adenocarcinoma 

(INCA, 2019; DAS et al., 2017). 

Nos últimos anos os fatores de risco que mais vem sendo estudados e que podem 

contribuir particularmente para o início precoce do CCR são: idade, sexo, tabagismo, 

etilismo, sedentarismo, obesidade, padrão dietético irregular, hiperinsulinemia, histórico 

familiar, genética e doença inflamatória intestinal (KEUKELEIRE, 2015). 

No quesito idade, 10 a 15% dos casos de CCR ocorrem antes dos 50 anos e 

estudos epidemiológicos reportam que a sua incidência precoce está aumentando cada 

vez mais (ANTELO et al., 2019). A incidência e mortalidade em indivíduos com mais de 

65 anos são mais altas em mulheres do que em homens, o que explica o fato de o CCR 

ser uma grande ameaça a saúde de mulheres mais velhas (KIM et al., 2015). 

O etilismo e tabagismo aumentam o risco de CCR. O álcool ao entrar em contato no 

cólon é metabolizado em acetaldeído, que degrada o folato e que é necessário para 

síntese e reparo do DNA. Este processo gera a deficiência de folato e consequentemente 

o desequilíbrio na síntese de DNA contribuindo assim para o processo tumoral (HOMANN 

et al.; 2000; DUTHIE, 1999). Em relação ao tabagismo, a capacidade do trato 

gastrintestinal e sistema circulatório absorverem os produtos carcinógenos do cigarro 

aumentam os riscos de processos inflamatórios, mutagênicos e da carcinogênese 

(MARLEY & NAN, 2016).  

Com relação a obesidade, dados epidemiológicos mostraram um risco aumentado 

de 30-70% de CCR em homens do que em mulheres, por isso a importância da prática de 

atividades físicas para auxiliar na regressão deste quadro inflamatório (BARDOU et al., 

2013). A obesidade também pode desencadear um aumento nos níveis de leptina que 

leva ao crescimento e a proliferação de células tumorais no cólon. A hiperinsulinemia, 

decorrente da obesidade, promove a proliferação celular e reduz o processo de apoptose, 

aumentando o risco de CCR (LOPEZ-MORRA, 2014). O efeito protetor da atividade física 

ainda não está bem elucidado, mas sabe-se que ela diminui o risco de CCR por reduzir o 

índice de massa corpórea e por apresentar melhoras no trânsito intestinal e nos níveis de 

insulina (GANDOMANI et al., 2017). 
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Alimentos ricos em gorduras, principalmente as saturadas, estimulam a produção de 

ácidos biliares no fígado que ao entrarem em contato com as bactérias anaeróbicas 

intestinais, são desidrogenados formando os ácidos desoxicólico e litocólico que 

promovem a carcinogênese (HARRIS, 2016). O consumo de carnes vermelhas cozidas a 

temperaturas extremamente altas (fritura, cozimento ou grelhada no carvão) também 

podem aumentar o risco de desenvolvimento do CCR. Durante este processo de 

cozimento é formado o N-nitroso, um carcinógeno humano oriundo das aminas 

heterocíclicas mutagênicas e dos hidrocarbonetos aromáticos policíclicos (KEY et al., 

2004). 

Doenças inflamatórias intestinais como Colite ulcerativa e Doença de Crohn também 

mostraram correlação com CCR associada à inflamação crônica, decorrente da 

quantidade de tempo que o paciente passou exposto à condição inflamatória (YASHIRO, 

2014). Dois subtipos comuns de síndromes familiares que predispõe ao CCR são a 

Polipose Adenomatosa Familiar (PAF) e Câncer Colorretal Hereditário Polipose (CCHP ou 

Síndrome de Lynch). A PAF é uma síndrome hereditária autossômica dominante de CCR 

causada por mutação germinativa no gene supressor de tumor Adenomatous polyposis 

coli (APC) localizado no cromossomo 5q21-22 ou no gene MUTYH (mutY Homologo E. 

coli) que produz a glicosilase (Mutyh glycosylases) que atua no reparo do DNA durante o 

processo de replicação, removendo ou reparando resíduos de nucleotídeos com bases 

nitrogenadas quimicamente alteradas, levando assim ao desenvolvimento de centenas de 

pólipos adenomatosos de característica tumoral (GALIATSATOS & FOULKES, 2006). 

Indivíduos com CCHP, doença autossômica dominante, tem uma predisposição de 2 a 

4% de desenvolverem CCR, tendo em média um risco de 20-50% para indivíduos com 70 

anos, dependendo do sexo e do gene mutado (DASHTI et al.; 2018).  

 

5. APRESENTAÇÃO CLÍNICA 

 

Assim como o câncer retal tem suas particularidades, evidências crescentes 

sugerem que CCD e CCE estão emergindo como dois tipos diferentes de CCR com 

características clínicas distintas (HU et al., 2018). As manifestações clínicas no CCR 

diferem dependendo da frequência e duração dos sintomas, localização do tumor e o 

estadio da doença.  
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O sangramento retal é o sintoma mais comum do câncer retal. Com a progressão do 

tumor, outros sintomas como tenesmo, hematoquezia, evacuação incompleta, diminuição 

do calibre retal, dores pélvica e retal ou outros sintomas de características obstrutivas 

podem estar presentes (FAZELI & KERATAMI, 2014). No caso do câncer retal 

metastático, os sintomas clínicos são referentes ao local da metástase. No reto superior, 

com drenagem do sistema portal, o local mais comum de metástase é o fígado, seguido 

pelos pulmões e ossos; no reto distal, drenado pelas veias retal e cava inferiores, a 

metástase inicial é nos pulmões (DE ROSA et al., 2015). 

São frequentemente observadas no CCE a instabilidade cromossômica, mutações 

em NIC, K-ras, APC, PIK3CA, p53, microRNA-146a, microRNA-147b e microRNA-1288, a 

boa resposta terapêutica a quimioterapia adjuvante e terapias direcionadas (EGFR), 

presença de adenocarcinoma tubular, viloso e típico, metástases hepática e pulmonar 

(BARAN et al., 2018; PETRELLI et al., 2017), hematoquezia, alteração hábito intestinal, 

aneuploidia, pouca infiltração de células imunes, infiltração estromal acentuada 

(BELTRÁN et al., 2019) e uma ocorrência maior em homens e em indivíduos com PAF 

(KIM et al., 2015). Por outro lado, são frequentemente observadas no CCD uma alta 

instabilidade microssatélite (MSI), mutações na via de reparo de DNA, a presença de 

adenomas séricos serrilhados ou adenocarcinomas mucinosos, baixa resposta a 

quimioterapia convencional, mas promissora a imunoterapia, metástase peritoneal 

(BARAN et al., 2018), tumores pouco diferenciados, lesões polipóides volumosas e 

exofíticas, anemia  por deficiência de ferro, perda de sangue oculto, mutações KRAS, 

BRAF e micro RNA-31 (PETRELLI et al., 2017), presença de células diplóides com 

hipermetilação, hipermutação e infiltração de células imunes (BELTRÁN et al., 2019) e 

uma ocorrência maior em mulheres, idosos e em indivíduos com CCHNP (KIM et al., 

2015). 

 

6. RASTREAMENTO E DIAGNÓSTICO 

 

Embora diversos casos assintomáticos de CCR em estadios iniciais sejam 

diagnosticados a partir dos atuais programas de rastreamento mundial, um número 

significativo de casos é diagnosticado após o início dos sintomas. 

A presença destes programas de rastreamento é de extrema importância para 

avaliar a incidência e prevalência do CCR. Atualmente, diversos testes de triagem, 
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invasivos e não invasivos e com sensibilidade e especificidade diferenciados, são 

empregados para detectar tumores em estágios iniciais (MARLEY & NAN, 2016). As 

modalidades de rastreamento escolhidas vão variar de acordo com o custo e a 

disponibilidade de recursos diagnósticos, além de funcionarem como ferramentas de 

detecção precoce ou prevenção do câncer (KUIPERS et al., 2013). 

Atualmente, o rastreamento do CCR em adultos é recomendado a partir dos 45 

anos. Para adultos com idade entre 76 e 85 anos recomenda-se uma avaliação 

individualizada, levando em consideração o histórico de triagens anteriores e o estado de 

saúde geral do paciente. Este rastreamento poderá ser realizado por meio de exames de 

sangue oculto nas fezes, sigmoidoscopia e colonoscopia (JIN, 2016). Para indivíduos com 

maior risco de CCR (histórico familiar, adenomas ou doença inflamatória intestinal e 

síndromes hereditárias) recomenda-se começar a triagem antes dos 50 anos (KEUM & 

GIOVANNUCCI, 2017). 

O teste de sangue oculto nas fezes (FOBT) e os testes imunoquímicos fecais (FIT) 

são métodos não invasivos e de detecção precoce do CCR. O FOBT detecta a heme e o 

FIT a globina humana, ou seja, partes da molécula de hemoglobina. Para a detecção 

desta molécula dois produtos químicos são empregados, o guaiaco e anticorpos (DAS et 

al., 2017). 

 A sigmoidoscopia e a colonoscopia são métodos invasivos na qual o médico insere 

um tubo fino e flexível no intestino grosso, visualizando todas as regiões para verificar a 

presença de pólipos ou qualquer sinal indicativo de carcinogênese. A sigmoidoscopia 

visualiza as regiões do reto e sigmoide e sua realização é indicada a cada 5 anos. Já a 

colonoscopia visualiza o reto, sigmoide e todas as extensões do colón e sua realização é 

indicada a cada 10 anos (JIN, 2016). 

Outros exames como proctológico (inspeção, palpação e toque retal), ressonância 

magnética, ultrassonografia, tomografia computadorizada, enema de bário com duplo 

contraste, a colonoscopia virtual, o teste de DNA nas fezes e anatomopatológico também 

são solicitados por algumas instituições clínicas, dependendo da localização e 

estadiamento do tumor (GRUNDEI, 2015; MARLEY & NAN, 2016).   

O antígeno carcinoembrionário (CEA) e antígeno carboidrato 19-9 (CA19-9) são 

marcadores tumorais usados no diagnóstico do CCR. Estes marcadores são usados na 

prática clínica, porém não específicos para a detecção precoce do CCR devido a baixa 

sensibilidade, o que significa que não podem ser usados no diagnóstico de carcinoma in 
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situ. O CEA também têm valores no acompanhamento pós-tratamento, no planejamento 

do tratamento cirúrgico e na avaliação do prognóstico (HAQUE & SHEKHAR, 2018). 

 

7. ESTADIO 

 

O grau de diferenciação do tumor apresenta variações conforme a identificação das 

glândulas, morfologia nuclear e mitoses. A classificação tumor-linfonodo-metástase 

(TNM), preconizada pela American Joint Committee on Cancer (AJCC), é utilizada para 

identificar o estadiamento do CCR e pode ser diferenciada por dois prefixos: cTNM 

(classificação clínica) que é estabelecida a partir dos dados do exame físico e dos 

exames complementares (imagem) e pTNM (classificação patológica) que baseia-se nos 

achados cirúrgicos e no exame anatomopatológico da peça operatória (INCA, 2017). Os 

prefixos “p” e “yp” empregados nos estadios TNM, denotam respectivamente o estadio 

patológico e o estadio patológico depois da terapia neoadjuvante e da cirurgia (AMIN, et 

al.; 2017).  

O “T” apresenta um número ou letra que descreve o tumor primário (profundidade 

de invasão na parede), o “N” representa o comprometimento linfonodal e o “M” refere-se à 

metástase à distância. Assim, a classificação do estadiamento (Tabela 1) permite iniciar 

uma terapêutica mais adequada para cada categoria aumentando as chances de 

sobrevida dos pacientes (PIAZZOLLA, 2015). 

 

Tabela 1: Estadiamento TNM. Fonte: AJCC (2017, 8 ed.) 

Estadiamento TNM 

0 Tis N0 M0 

I T1;T2 N0 M0 

IIA T3 N0 M0 

IIB T4a N0 M0 

IIC T4b N0 M0 

IIIA T1-T2; T1 N1-N1c; N2a M0 

IIIB T3-T4a; T2-T3; T1-T2 N1-N1c; N2a; N2b M0 

IIIC T4a; T3-T4a; T4b N2a; N2b; N1-N2 M0 

IVA Qualquer T Qualquer N M1a 

IVB Qualquer T Qualquer N M1b 

IVC Qualquer T Qualquer N M1c 
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Um entendimento sobre a composição da parede intestinal é necessário para 

determinar o envolvimento do tumor e o estagio da doença. A parede intestinal (Figura 3) 

inclui várias camadas, começando pela camada mais interna, a mucosa, que é formada 

por epitélios e depois a muscular da mucosa. Estas são circundadas respectivamente 

pela submucosa, muscular, subserosa e a serosa. A parte externa do intestino é coberta 

por uma camada de tecido adiposo, que contém linfonodos e vasos sanguíneos que 

alimentam o tecido intestinal (GRESS et al., 2017). 

No CCR o estadiamento é determinado pela avaliação da extensão de sua 

penetração na espessura da parede intestinal (Tis, T1, T2, T3 e T4), pela presença ou 

ausência de tumor nos linfonodos (metástases linfáticas) que habitualmente fazem parte 

da estrutura anatômica do órgão ou pela propagação do tumor para outros órgãos 

(metástases), das quais os mais frequentes são fígado, pulmão e ossos (BRASIL, 2003). 

 

  

 

 

8. TRATAMENTO 

 

As formas de tratamento como a quimioterapia, radioterapia, cirurgia e imunoterapia 

vão depender do tamanho, extensão e localização do tumor e das condições gerais do 

paciente e estas podem ser aplicadas de forma isolada ou até mesmo associadas.  

No caso do tratamento cirúrgico, ele pode ser curativo (remoção completa do tumor 

primário, de órgãos ou estruturas adjacentes comprometidas e de metástases localizadas) 

ou paliativo (reduzir ou controlar os sintomas relacionados ao tumor). Os procedimentos 

cirúrgicos recomendados para o câncer de cólon são uma ressecção em bloco dos órgãos 

Figura 3: Camadas da parede intestinal e nível de penetração do tumor. Fonte: O autor (2020). 
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adjacentes e a linfadenectomia adequada (NCCN, 2019a). Para o câncer retal a cirurgia é 

realizada 16 semanas após tratamento neoadjuvante e os métodos aplicados 

compreendem a excisão local, ressecção e anastomose ou ressecção e colostomia 

(COUWENBERG et al., 2019).  

A quimioterapia pode ser realizada antes e após a cirurgia e objetiva diminuir o risco 

de recidiva tumoral em até 30%. A escolha terapêutica, bem como a duração da terapia, 

depende do estagio patológico do tumor, da resposta do paciente ao tratamento e do risco 

de reincidência. As opções para terapia inicial incluem 5-FU e Leucovorina com Oxaliplatina 

(FOLFOX), 5-Fluorouracil e Leucovorina com Irinotecano (FOLFIRI), Capecitabina e 

Oxaliplatina (CAPEOX) e 5-Fluorouracil, Leucovorina, Oxaliplatina e Irinotecano 

(FOLFOXIRI). Dependendo da avaliação clínica do paciente indica-se a adição de 

agentes biológicos como Bevacizumabe, Cetuximabe ou Panitumumabe. Este tratamento 

é realizado em ciclos e pode ser diário, semanal ou mensal (NCCB, 2019a; NCCB, 

2019b). 

A radioterapia também pode ser aplicada antes do procedimento cirúrgico para 

diminuir o tumor e após a cirurgia para interromper a evolução das áreas remanescentes 

do câncer. A radiação pode ser aplicada também com o objetivo de aliviar os sintomas do 

câncer e para impedir recidiva (SOUZA, 2016).  

A interação entre as células tumorais e o sistema imunológico levou a uma nova 

abordagem terapêutica, a imunoterapia (CIARDIELLO et al., 2019). A imunoterapia é 

aplicada em tumores de CCR com MSI. A MSI decorre da inativação de proteínas de 

reparo do DNA (mismatch repair genes - MMR) e se constitui na base molecular do 

CCHNP (KATHER et al., 2018; LOSSO et al., 2012). Atualmente existem muitas 

imunoterapias em desenvolvimento e gradativamente estão sendo aplicadas na 

terapêutica do CCR, são elas: vacinas, terapia oncolítica viral, terapia com inibidores do 

checkpoint imunológico e moduladores imunológicos (KALYAN et al.; 2018). 

 

9. PREVENÇÃO 

 

Mudanças no estilo de vida como evitar tabagismo, etilismo e o consumo de carnes 

vermelhas e gorduras saturadas, ingestão de dieta balanceada, a prática diária de 

atividades físicas com o objetivo de prevenir o ganho de peso e reduzir os níveis de 
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insulina e a inflamação sistêmica e o aconselhamento genético para pessoas com 

histórico familiar de CCR ou polipose estão associadas a riscos significativamente 

menores de CCR (DAS et al., 2017). 

A presença de fibras, ácido fólico, antioxidantes e vitaminas das frutas e vegetais 

parecem ter um efeito protetor contra CCR. A dieta rica em fibras pode reduzir o risco de 

CCR ao aumentar a absorção de ácido fólico, de micronutrientes e a massa fecal e 

diminuir o pH intestinal, o tempo do trânsito intestinal e a fermentação de bactérias amido 

resistentes a ácido graxo de cadeia curta (AGCC). O butirato, principal AGCC produzido 

por fermentação colônica, é a principal fonte de energia para os colonócitos, podendo 

aumentar a apoptose e inibir a proliferação de células tumorais (SONG et al., 2015; 

HAMER et al., 2008). O ácido fólico apresenta um papel importante na manutenção da 

síntese de DNA e na regulação da metilação do DNA que controla a expressão do proto-

oncogenese (MASON et al., 2007).  

A suplementação oral com cálcio e vitamina D pode reduzir o risco de CCR. O cálcio 

liga-se aos ácidos graxos ionizados e ácidos biliares diminuindo o efeito cancerígeno 

destes sobre a mucosa intestinal. Alternativamente, o cálcio também pode reduzir a 

proliferação celular e promover a diferenciação celular modulando as vias de sinalização 

(KEUM & GIOVANNUCCI, 2017). A vitamina D é convertida em sua forma ativa, o 

Calcitriol, que liga-se ao receptor de vitamina D regulando vários processos biológicos 

incluindo a diminuição da proliferação celular, inibição da angiogênese, a diferenciação 

celular, o estímulo a apoptose e a melhora na resposta imune (DOU et al., 2016). 

Medicamentos como anti-inflamatórios não esteroidais (AINEs) e hormônios pós-

menopausa estão associados a redução de casos de CCR, embora seus usos sejam 

afetados pelos riscos associados. Os AINEs, incluindo a Aspirina, atuam inibindo a via da 

ciclooxigenase 2, uma via pró-inflamatória que promove a proliferação celular, inibe a 

apoptose e estimula a angiogênese (SOSTRES et al., 2014). Ainda pouco se sabe sobre 

a influência da terapia hormonal exógena com estrogênio e progesterona e o risco de 

CCR. O estrogênio diminui a produção hepática de insulina e do fator de crescimento 

insulínico (IGF-1) (GUNTER et al., 2008) e a de ácidos biliares (ROZENBERG et al., 

2013) que podem promover alterações malignas no tecido colônico. A progesterona 

parece atuar como efeito antiproliferativo no ciclo proteico do epitélio colorretal (MØRCH 

et al., 2016). 

 



28 
 

 

10. CONCLUSÃO 

 

A alta incidência do CCR e as diferenças apresentadas nos resultados dos 

tratamentos, de acordo com o estadio, reforçam cada vez mais a importância do 

rastreamento, prevenção e detecção precoce desta doença. 

Diversos fatores dificultam a realização de uma efetiva política de prevenção, 

levando ao atraso do diagnóstico, que muitas vezes se encontra em estadios avançados, 

a um aumento na demanda de internações prolongadas oriundas do tratamento ou pelas 

características clínicas da doença e consequentemente a um alto índice de mortalidade.  

Mas é claro que, sozinhas, estas ações preventivas não apresentarão resultados 

positivos, é necessário também que haja uma adesão populacional satisfatória em todas 

as etapas de investigação da doença. 
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Neste capítulo é apresentada uma revisão sobre os plasmalogênios a fim de ampliar 

a compreensão sobre esta molécula e o seu envolvimento nos cânceres gastrointestinais. 

O artigo de revisão foi publicado na revista Lipids in Health and Disease. 
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ABSTRACT 

 

The plasmalogens are a class of glycerophospholipids which contain a vinyl-ether and an 
ester bond at the sn-1 and sn-2 positions, respectively, in the glycerol backbone. They 
constitute 10 mol% of the total mass of phospholipids in humans, mainly as membrane 
structure components. Plasmalogens are important for the organization and stability of 
lipid raft microdomains and cholesterol-rich membrane regions involved in cellular 
signaling. In addition to their structural roles, a subset of ether lipids are thought to function 
as endogenous antioxidants and emerging studies suggest that they are involved in cell 
differentiation and signaling pathways. Although the clinical significance of plasmalogens 
is linked to peroxisomal disorders, the pathophysiological roles and their possible 
metabolic pathways are not fully understood since they present unique structural attributes 
for the different tissue types. Studies suggest that changes in plasmalogens metabolism 
may contribute to the development of various types of cancer. Here, we review the 
molecular characteristics of plasmalogens in order to significantly increase our 
understanding of the plasmalogen molecule and its involvement in gastrointestinal cancers 
as well as other types of cancers.  
 

Keywords: Plasmalogen, Cancer, Lipidomic, Biomarker 
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1. INTRODUCTION 

 

Lipids, especially phospholipids (PL), are extremely diverse molecules and act as 

regulators of various cellular functions such as homeostasis, cell adhesion and migration, 

neurotransmission, signal transduction, vesicular trafficking, apoptosis and post-

translational modification (FERLAY et al., 2012). Among the lipids, the categories that 

have the most important roles in the membrane structure are glycerophospholipids (GPL), 

sphingolipids, sterols and triglycerides (LOIZIDES-MANGOLD, 2013). Several studies 

have shown that the interruption of lipid metabolism is related to the onset and severe 

progression of some types of human cancers (FHANER et al., 2012). Recent discoveries 

in the modulation of essential lipid enzymes, signaling lipid molecules and global lipid 

metabolism alteration in aggressive progression of cancer have fundamentally expanded 

our perception of lipid metabolism and its impact on tumor etiology. Rewiring of metabolic 

programs, such as aerobic glycolysis and increased glutamine metabolism, are crucial for 

cancer cells to shed from a primary tumor, overcome the nutrient and energy deficit, and 

eventually survive and form metastases (LUO et al., 2017). 

Biomarkers can be employed for (early stage) diagnosis of cancer, prognosis 

(assessing lethality) and prediction (patient’s response to treatment) of cancer. Some PL 

have been described in the literature as potential biomarkers for cancer, among them the 

plasmalogens, a subclass of GPL (DUECK et al., 1996; BANDU et al., 2016). 

Plasmalogens were discovered accidentally in 1924 by Feulgen and Voit (BRAVERMAN & 

MOSER, 2012) while staining sections of tissue with a nuclear dye that reacted with the 

aldehydes released by DNA acid hydrolysis (SNYDER, 1999). Structurally the 

plasmalogen exhibits a vinyl ether at the sn-1 position of glycerol, play several roles in 

cellular function and are an important component of the cellular plasma membrane (HAN, 

2016). Although the mechanisms of action for plasmalogens remain unclear, they are 

starting to receive medical interest as they are now being linked to Alzheimer's disease, 

Down syndrome, molecular signaling abnormalities and cancer. Plasmalogens are linearly 

correlated with metastases spreading in vivo. Therefore, they can be useful in the 

prognosis of the most frequently observed human cancers, particularly in pathological 

colorectal, breast, lung and prostate tissues. 

Among all organ cancers, gastrointestinal (GI) cancers present an interesting pattern 

in their global distribution. GI cancers is a term for the group of cancers that affect the 
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digestive system and includes gastric, colorectal, intestinal, hepatocellular, esophageal 

and pancreatic cancers (POURHOSEINGHOLI et al., 2015). According to the World 

Health Organization (WHO, 2017), in 2015 cancer caused 8.8 million deaths worldwide. 

Among the types of cancer deaths, the most common are lung cancer (1.69 million 

deaths), liver (788,000 deaths), colorectal (774,000 deaths), stomach (754,000 deaths) 

and breast (571,000 deaths). The incidence of cancer is increasing not only because of 

the limited understanding of its pathophysiology, but also because there is a restriction on 

access to prevention, treatment and prognosis of the disease for most patients (YAN, et 

al., 2016). Early detection of cancer through diagnostic, prognostic and predictive 

biomarkers represents a promising field of research in the identification of early stage 

cancer and in personalized therapies. Although recent studies have identified a few 

molecular biomarkers that may detect GI cancer at its early stage and progression, there is 

still a large gap that needs to be addressed to improve its screening, prevention and 

treatment (DAS et al., 2017).  

Lipidomic analysis can also provide information about the nature of cell dysfunction 

and also help identify the underlying metabolic pathways and molecular mechanisms of 

disease (HAN, 2016). To date, analytical strategies have been applied to a wide variety of 

biological samples such as blood, plasma, serum, cerebrospinal fluid, urine and biological 

tissue derived from animal models or clinical patients (YANG et al., 2016). Lipidomic 

analyses make it feasible to characterize the tumor, detect and, classify neoplastic cells 

and tissues and differentiate between the neoplastic and normal environment and also to 

evaluate the anticancer treatment (responsiveness and resistance). Consequently 

lipidomic analysis could lead to the discovery of new tumor biomarkers (PERROTTI et al., 

2016). 

The aim of this review is to provide an overview of current knowledge of the biology 

and pathology of plasmalogens with an emphasis on their involvement in GI cancer. 

Furthermore a better understanding of plasmalogen biology in cancer could also lead to 

the development of better diagnostic and prognostic biomarkers or new therapeutic target 

for GI cancers. 
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2. THE LIPIDS IN THE HUMAN BODY 

 

In the last decades there has been an intense effort to develop adequate 

methodologies to discover, identify and quantitatively monitor the lipids of the biological 

system (LI et al., 2015). They have several key biological functions, such as the activation 

of the components of the cell membranes, and they serve as a source for energy storage 

and participate in the autocrine and paracrine signaling pathways and autophagy (FAHY et 

al., 2011). This diversity of function is due to the enormous variation and complexity in the 

structure of their molecules since different biochemical transformations are necessary for 

their biosynthesis to occur (BRÜGGER et al., 2014). 

The Lipid Maps (2017) classification system defines the structure of lipids from two 

types of biochemical subunits or building blocks: ketoacyl and isoprene groups (FAHY et 

al., 2011). According to this approach, lipids can be classified into eight categories: fatty 

acids, glycerolipids, GPL, sphingolipids, saccharolipids and polyketides (derived from the 

condensation of ketoacyl subunits) and sterol and prenolic lipids (derived from the 

condensation of isoprene subunits) (Table 1) (YAN et al., 2016).  

The major lipids present in the eukaryotic cell membrane are GPL, sterols and 

sphingolipids (VANCE, 2001). The major classes of GPL include: phosphatidic acid (PA), 

phosphatidylglycerol (PG), phosphatidylinositol (PI), cardiolipin (CL) and the 

aminoglycerophospholipids, namely phosphatidylcholine (PC), phosphatidylethanolamine 

(PE) and phosphatidylserine (PS). GPL are the most abundant in eukaryotic cells and the 

only subclass of GPL that present a long chain vinyl ether in the sn-1 position of the 

glycerol moiety is the plasmalogens (VANCE, 2001; HOSSAIN et al., 2016). The GPL 

composition of membranes varies with cell type in multicellular organisms and is different 

in the individual organelles in eukaryotic cells. Plasmalogens are widely distributed in the 

biological membrane of animals and certain anaerobic bacteria (ONODERA et al., 2014) 

and appear to be associated with diverse clinical manifestations including metabolic 

diseases associated with oxidative stress (MAEBA et al., 2015) and cancer (DUECK et al., 

1996). 
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Lipids Categories Molecular structures Representative functions 

Fatty acids 
 

Major lipid building block of complex lipids. 

Glycerolipids 
 

Membrane constituents, metabolic fuels and 
signaling molecules. 

Glycerophospholipids 
 

Components of the lipid bilayer of cells. 

Sphingolipids 
 

Formed by a sphingoid base backbone. 

Sterol lipids 

 

Important components of membrane lipids and 
function as hormones. 

Prenol lipids 

 

Function as antioxidants. 

Polyketides 

 

Commonly used antimicrobial, antiparasitic and 
anticancer agents. 

Saccharolipids 

 

Component of membrane lipids. 

 

 
3.  BIOMARKERS CATEGORIES 

 

According to the Food & Drug Administration (FDA) (2017) a biological marker or a 

biomarker is defined as a characteristic that is measured as an indicator of normal 

biological processes, pathogenic processes, or responses to an exposure or therapeutic 

intervention.  

They can be detected in the circulation (whole blood, serum or plasma) or excretion 

or secretions (stool, urine, sputum or nipple discharge), and thus easily assessed non-

invasively and serially, or can be tissue–derived, and require either biopsy or special 

imaging for evaluation (NEWTON et a.l, 2011; HENRY & HAYES, 2012). In oncology, 

biomarkers have many potential applications inclunding risk, screening, diagnosis, 

prognosis, prediction and monitoring (Figure 1) (HENRY & HAYES., 2012). The six 

categories of biomarkers have been defined as follows: 

 

 
Table 1: Categories of lipids. Representation of the structures of the eight lipid categories (Lipid Maps)                                
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Biomarker of risk: inherent or acquired ability of the body to respond to exposure to a 

specific substance (NORDBERG, 2010). 

Biomarker screening: early detection of disease in real time (HUANG et al., 2010). 

Biomarker diagnosis: identifies whether a patient has a specific disease condition 

(GOOSSENS et al., 2015).  

Biomarker prognosis: informs regarding the risk of clinical outcomes such as disease 

recurrence or disease progression in the future (SIDERIS & PAPAGRIGORIADIS, 2014). 

Biomarker prediction: predicts response to specific therapeutic interventions (NEWTON et 

al., 2011). 

Biomarker monitory: monitors the disease, recurrence and therapeutic response (HENRY 

& HAYES, 2012). 

 

Although some approaches are performed in lipid analysis, no biomarker with 100% 

diagnostic accuracy has been found for any type of cancer because of the heterogeneous 

nature of the disease. Accordingly, efforts are focused on the search for biomarker panels 

instead of individual biomarkers (BANDU et al., 2016). Despite the significant 

improvements obtained in the last decades in the diagnosis and treatment of cancer, the 

impossibility of early detection of the disease through reliable biomarkers complicates 

personalized care for patients with cancer (FERLAY et al., 2015). Reliable biomarkers 

could also be useful in monitoring and controlling toxicity of antitumor treatment (LI et al., 

2014). 

 

 

 

  

Figure 1: The six main biomarkers categories. Fonte: O autor (2018) 
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4. CHARACTERISTICS OF PLASMALOGENS 

 

Based on the substitution present at the sn-1 position of the glycerol structure 

(ZOELLER et al., 1999), GPL are divided into three subclasses: acyl, alkyl and alkenyl 

(YAMASHITA et al., 2014). The alkenyls formed are called plasmalogens or plasmenyls or 

1-0(1Z-alkenyl)-2-acyl- glycerophospholipids (BRAVERMAN & MOSER, 2012). 

Plasmalogens are characterized by the presence of a vinyl-ether bond at the sn-1 position 

and an ester bond in the sn-2 position of the glycerol backbone (WALLNER & SCHMITZ, 

2011; HU et al., 2017). Other ether PL include plasmanyl PL (containing a saturated ether 

moiety at the sn-1 position), platelet-activating factor (PAF), seminolipid, and partly, the 

glycosylphosphatidylinositol anchor of membrane proteins. In addition to being present in 

human biological fluids, plasmalogens are also widely found in anaerobic bacteria, 

invertebrates and vertebrate animal species (BRAVERMAN & MOSER, 2012). 

Plasmalogens are characterized by a short half-life: about 30 min for choline plasmalogens 

and 3 h for ethanolamine plasmalogens (RINTALA et al, 1999). The plasmalogens are 

located in the cell membrane, organelles and lipid rafts and may represent (at least in 

selected cases) major constituents of membrane lipids; their presence is responsible for 

characteristic biophysical properties. The perpendicular orientation of the sn-2 acyl chain 

and the lack of a carbonyl group at the sn-1 position affect the hydrophobicity of these 

lipids causing stronger intermolecular hydrogen bonding between the individual 

phospholipid molecules (LOHNER, 1996). Concerning the biophysical properties, 

experiments have demonstrated that plasmalogens have lower lamellar gel to liquid-

crystalline and lamellar to inverse-hexagonal phase transition temperatures compared to 

their alky and diacyl counterparts (LOHNER et al, 1984; LOHNER, 1996; HAN & GROSS, 

1992).  

 

4.1. General structures 

 

In the GLP category, plasmalogens differ from the other components of the class 

because they have an ether vinyl at the sn-1 position of glycerol instead of a fatty acid 

(BRAVERMAN & MOSER, 2012). To this ether vinyl (R1) are attached the saturated 

(C16:0) and saturated and monounsaturated carbon chains (C18:0 and C18:1, 

respectively) (WALNER & SCHMITZ, 2011; BRAVERMAN & MOSER, 2012). In the sn-2 
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(R2) position, plasmalogens are enriched with polyunsaturated fatty acid, specifically 

docosahexaenoic acids (C22:6 n-3) or arachidonic acid (C20:4 ω-6) (FUCHS, 2015). As 

for the sn-3 (X) position, plasmalogens are classified mainly as PC plasmalogens (also 

called plasmenylcholines) and PE plasmalogens (also called plasmenylethalomines) 

(MAEBA et al., 2015) (Figure 2). 

 

 

 

 

 

4.2. Distribution in different species 

 

Plasmalogens are distributed both in the animal kingdom and in certain anaerobic 

microorganisms (NAGAN & ZOELLER, 2001). In human cells plasmalogens correspond to 

10 mol% of the total mass of all PL (HU et al, 2017). In relation to the content of 

plasmalogens, human tissues and cells may differ significantly in individual values, 

considering that: lipoproteins contain 5% (ENGELMANN, 2004), myelin 11-12% (NAGAN 

& ZOELLER, 2001), heart 32-50%,  brain 20-50%, inflammatory cells up to 50% and 

spermatozoa 55% (LEßIG & FUCHS, 2009).  In most tissues, ethanolamine is the 

dominating head group. Choline plasmalogens play an important role in cardiac tissue, but 

represent a minor species in most other organs. Other head groups, like serine or inositol, 

are extremely rare. In plasma, specifically, PE and PC plasmalogens represent 50% of 

total PE and 5% of total PC (OTOKI et al., 2017). Zhan et al (2013) point out that the liver 

has lower amounts of plasmalogens and that this reduction is possibly related to their 

synthesis in the liver and subsequent transport by the lipoproteins to other tissues. 

 

Figure 2: Structure of plasmalogen. R1: saturated fatty acid (SFA), monounsaturated fatty acid (MUFA); 

R2: polyunsaturated fatty acid (PUFA); sn-1, sn-2 and sn-3 glycerol position; X: choline or ethanolamine as 

polar head group. Fonte: O autor (2018). 
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4.3. Biosynthesis  

 

Peroxisomes are organelles responsible for the activity of several metabolic 

pathways, including plasmalogen biosynthesis and β-oxidation of long chain fatty acids 

(BRITES et al, 2008). The absence or dysfunction of peroxisomes may be the cause of 

some human diseases (FUCHS, 2015).  

Synthesis of plasmalogens initiated in peroxisomes occurs in seven steps (Figure 3) 

and is terminated in the endoplasmic reticulum (HONSHO et al., 2017). The process is 

initiated by the enzyme dihydroxyacetone phosphate acyltransferase (DHAPAT) where 

dihydroxyacetone phosphate (DHAP) is esterified with a long-chain acyl-CoA ester 

(BRITES et al., 2004). In the second step, the alkyl dihydroxyacetone phosphate synthase 

(ADHAP-S), forms the alkyl DHAP linkage. Out of the peroxisome, the acyl-CoA reductase 

1 and 2 (FAR1/FAR2) enzymes provide the fatty alcohol for ADHAP-S (WALLNER & 

SCHMITZ, 2011). Subsequent steps occur in the endoplasmic reticulum and there is the 

biosynthesis of the diacylglycerophospholipids (HAN, 2016). In the third step alkyl-DHAP is 

reduced by alkyl-DHAP reductase to form 1-alkyl-glycerol-3-phosphate/G-3-P) 

(GOLDFINE, 2010). Then, in the fourth step, 1-alkyl-G-3-P acylation occurs with acyl-CoA 

to produce alkylacylglycerophosphate (HAN, 2016). The enzyme phosphatidate 

phosphohydrolase removes, in step five, the alkylacylglycerol phosphate (diacylglycerol 

analogue), which will be used in step six as a substrate to produce choline or 

ethanolamine GPL (NAGAN & ZOELLER, 2001). In the final step of the biosynthesis, the 

desaturation of the ether present in these two GPL by the C1-alkyl desaturase leads to the 

production of choline or ethanolamine plasmalogens (NAGAN & ZOELLER, 2001; HAN, 

2016). 

Membrane plasmalogen composition is tightly controlled by synthesis, remodeling, 

signaling induced hydrolysis and degradation. The fatty acyl-CoA reductase provides fatty 

alcohols used in the formation of alkyl bonds bound to ether (HONSHO et al, 2010). 

Lysoplasmalogenase, a specific enzyme of the plasmalogens sn-2 position, catalyzes 

hydrolytic clevage of the vinyl-ether bond of lisoplasmalogen, forming a fatty aldehyde and 

glycerophosphocholine or glycerophosphoethanolamine (JURKOWITZ-ALEXANDER, 

1991). It modulates the properties by similarity of the cell membrane, controlling the levels 

of plasmalogens and lisoplasmalogen in the cells (WU et al, 2011). Another enzyme that 

also acts in the sn-2 position is Phospholipase A2 (PLA2). It catalyzes the hydrolysis of the 
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sn-2 position of glycerol, releasing arachidonic acid, a precursor of eicosanoids 

(prostaglandins and leukotrienes) and it also produces lysophospholipids (MURAKAMI & 

KUDO, 2002). 

 

4.4. Functions 

 

Although the role of plasmalogens has not yet been fully elucidated, studies suggest 

that they have unique functions within the cells and that these are directly related to the 

bonds of sn-1 vinyl ether and sn-2 positions of polyunsaturated fatty acids (BRAVERMAN 

& MOSER, 2012). In addition, plasmalogens can act directly in reducing PL surface 

tension and viscosity, on the synaptic transmission process, on alveolar surfactants, 

improving membrane dynamics during respiratory cycles, on signal transduction (BRITES 

et al., 2004), on membrane vesicle formation, on ion transport, on the platelet activation 

factor (MANKIDY et al, 2010), the regulation of fusion, fission and fluidity of the cell 

membrane, control of membrane proteins activity (HU et al, 2017), as a reservoir for 

second lipid messengers (NAGAN & ZOELLER, 2001) and supporting polyunsaturated 

fatty acids (ANDRÉ et al., 2006). 

Differences between the catabolism of ether GPL by specific phospholipases 

enzymes might be involved in the generation of lipid second messenger systems such as 

prostaglandins and arachidonic acid that are important in signal transduction (SPECTOR & 

YOREK, 1985).  Ether lipids can also act directly in cell signaling, as the PAF is an ether 

lipid signaling molecule that is involved in leukocyte function in the mammalian immune 

system (DEMOPOULOS et al., 1979). 

Plasmalogens play a crucial role as an endogenous antioxidants, protecting other 

PL, lipid and lipoprotein particles from oxidative stress (BRITES et al., 2004). This is due to 

the fact that the vinyl ether bond is preferably oxidized, while protecting the 

polyunsaturated fatty acids present in the sn-2 oxidation position (ANDRÉ et al., 2006). As 

the hydrogen atoms adjacent to the vinyl ether bond have relatively low dissociation 

energy, they end up being oxidized when exposed to various oxidizing reagents (peroxyl 

radicals, metal ions, UV light, singlet oxygen and halogenating species) (FERNÁNDEZ et 

al., 2015). Consequently there is the consumption of plasmalogens in the reaction and the 

polyunsaturated fatty acids and other membrane lipids are spared from oxidation, 

suggesting the role of sacrificial oxidant for plasmalogens (BRAVERMANN & MOSER, 

https://www.revolvy.com/topic/Catabolism&item_type=topic
https://www.revolvy.com/topic/Phospholipase&item_type=topic
https://www.revolvy.com/topic/Enzyme&item_type=topic
https://www.revolvy.com/topic/Second%20messenger%20system&item_type=topic
https://www.revolvy.com/topic/Prostaglandin&item_type=topic
https://www.revolvy.com/topic/Arachidonic%20acid&item_type=topic
https://www.revolvy.com/topic/Leukocyte&item_type=topic
https://www.revolvy.com/topic/Immune%20system&item_type=topic
https://www.revolvy.com/topic/Immune%20system&item_type=topic
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2012). They undergo oxidative decomposition more readily than their fatty acid ester 

analogues (BRONIEC et al., 2011). The oxidative products of plasmalogens are unable to 

further propagate lipid peroxidation; they may terminate the lipid oxidation process 

(SINDELAR et al., 1999). Thus, it is suggested that plasmalogens interfere in the 

propagation step rather than in the initiation of lipid peroxidation (ZEMSKI-BERRY & 

MURPHY, 2005). The product profile resulting from oxidation of plasmalogens will depend 

on the type of fatty acid esterified in the sn-1 and sn-2 positions of glycerol and on the 

nature of oxidative stress initiators (BRONIEC et al., 2011). These products have been 

used to assess the severity of pathological conditions involving oxidative stress (ZEMSKI-

BERRY & MURPHY, 2005). Plasmalogens, in addition to being prone to the oxidative 

process, also play a role in the inhibition of iron-induced peroxidation of polyunsaturated 

fatty acid and in copper-induced oxidation of low density lipoproteins (BRITES et al., 

2004). Thus plasmalogens could have a decisive role in the defense systems against lipid 

oxidation (HAHNEL et al., 1999). 

 

 
Figure 3:  Schematic representation of the biosynthesis of plasmalogens. See text for nomenclature and 

abbreviations. Fonte: O autor (2018). 
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4.5. Analytical methods to detect plasmalogen 

 

Several methods for identifying, characterizing and quantifying plasmalogens 

molecules have been developed with the aim of gaining broader knowledge about lipid 

ether activity in the pathogenesis of disease (HU et al., 2017; FHANER et al., 2013). 

Plasmalogen analysis can be performed through various analytical techniques 

(chromatography, mass spectrometry and other spectrometric techniques), each with its 

advantages and disadvantages (FUCHS, 2015). Just as with any other lipid, prior to 

analysis by analytical methods, plasmalogens should normally be extracted using solvents 

such as chloroform and methanol to remove water-soluble metabolites (FOLCH et al, 

1957). The phase obtained with chloroform can be used without the need for purification 

(FUCHS, 2015). It is worth mentioning that any addition of acid should be avoided since 

plasmalogens are extremely sensitive and can affect the formation of lysophospholipids 

and aldehydes (FUCHS et al, 2010). 

Among the chromatographic methods used for plasmalogen analysis are Thin-layer 

Chromatography (TLC) and High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 

(YAMASHITA et al., 2014). These techniques, based on relative or absolute quantification 

and the use of internal standards, help in the identification of different plasmalogen 

subspecies as well as new plasmalogens (BRAVERMAN & MOSER, 2012). TLC allows 

several types of samples to be investigated in a single plate (LEßIG & FUCHS, 2009). In 

this method the plasmalogens react with acid dinitrophenylhydrazine (DNPH) leading to 

their hydrolysis (NIMPTSCH et al, 2013). The aldehyde released in this process is 

converted to 2,4-dinitrophenylhydrazone, an orange compound, which can be measured 

densiometrically, determining the plasmalogens content in the sample (FUCHS, 2015). A 

study by Maeba & Ueta (2004) with HPLC using radioactive iodine identified PC and PE 

plasmalogens in human plasma. Acid hydrolysis of the plasmalogens produces the 

lysophospholipid and a fatty acid, thus, the plasmalogen measurement is performed by 

quantifying one of the two products formed by HPLC (MURPHY et al, 1993). Many 

applications of HPLC quantification for plasmalogens analysis exist and are well 

documented in the literature (MURPHY, 1993; PATTON & ROBINS, 1998; MAWATARI, 

2007). Currently, mass spectrometry (MS) and tandem mass spectrometry (MS/MS) 

methods are being used as tools for lipid analysis. Although MS has a high resolving 

power and mass precision, it can still be limited since many lipids have the same m/z 
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values (BUSIK et al., 2009). Strategies based on GC-MS and LC-MS for the analysis of 

chlorinated plasmalogen lipids (which are generated in the presence of activated chlorine) 

were summarized by Wacker et al, 2013. Optimized LC MS/MS conditions using alkali 

metals make it possible to selectively and sensitively identify PC and PE plasmalogens at 

the molecular species level in biological samples (rat brain and heart) (OTOKI et al., 

2015). Although a number of different ionization techniques are currently available in lipid 

research, only two of them play a major role: electrospray ionization (ESI) and matrix-

assisted laser desorption and ionization (MALDI). The determination of the molecular 

weight alone does not provide structural information and tandem mass spectrometry 

(MS/MS) is normally required. Strategies currently used in lipidomic include direct infusion 

ESI-MS and ESI-MS/MS and MALDI combined with Fourier transform ion cyclotron 

resonance MS (MALDI-FTICR-MS) or time-of-flight MS (MALDI-TOF-MS) (FUCK et al., 

2014). A combination of high-resolution, FI-FTICR-MS and flow-injection tandem mass 

spectrometry (FI-MS/MS) has been used to identify and confirm specific dysregulated 

metabolic systems associated with pancreatic cancer in two ethnically and geographically 

diverse populations (RITCHIE et al., 2013). 

A very simple method to identify plasmalogens in crude lipid extracts was suggested. 

The reaction of plasmalogens with DNPH directly leads to the hydrolysis of the 

plasmalogens and the subsequent conversion of the released aldehyde into a 2,4-

dinitrophenylhydrazone that is easily detectable in the negative ion MALDI spectrum 

(NIMPTSCH et al., 2013). 

Individual GPL classes and even the fatty acyl composition and the linkage type in 

sn-1 position of a given lipid can be differentiated by phosphorus nuclear magnetic 

resonance spectroscopy (31P NMR) (LEßIG et al., 2004). Analysis of the tissue 

phospholipid extracts by 31P NMR was found to be capable of discriminating between 

esophageal cancer and adjacent normal tissues, including the non-involved esophagus 

and normal stomach (MERCHANT et al., 1999). 

 

5. PLASMALOGENS LIPIDS IN GASTROINTESTINAL CANCER 

 

Decades ago it was observed that cancer cells have remarkably higher levels of alkyl 

and alk-1-enyl ethers lipids compared to normal cells (SNYDER & WOOD, 1969; 

HOWARD et al., 1972; ALBERT & ANDERSON, 1977; ROOS & CHOPPIN, 1984). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3951609/#R94
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3951609/#R41
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3951609/#R3
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3951609/#R88
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Encouraged by these findings, there were efforts trying to establish ether lipids as tumour 

markers in medical cancer diagnostics. Some studies have also reported decreased 

amounts of ether lipids in cancer patients (MERCHANT et al., 1999; RITCHIE et al., 2013).  

In Table 2 it is possible to evaluate some plasmalogens that were identified in 

colorectal, gastric, pancreatic and esophageal cancer as well as the samples and 

techniques of lipidic analysis applied.  

Although many studies suggest altered plasmalogen production in cancer patients, 

the mechanism is not yet understood, suggesting a need for future research. It was 

observed that the plasmalogens can activate phosphatidylinositol 3-kinase, stimulate cell 

growth, participate in mitogenic responses (MISRA et al., 1994) and have also been 

correlated with the levels of several oncogenic signaling lipids involved in the regulation of 

cell survival, cancer aggressiveness and tumor growth (BENJAMIN et al., 2013). Benjamin 

et al (2013) reported increased expression of the ether lipid synthetic enzyme ADHAP-S 

(also called alkylglyceronephosphate synthase, AGPS) in various cancer cell lines and 

primary tumors. AGPS knockdown impaired experimental cancer pathogenesis, including 

cell survival, migration, and invasion. The pathogenic impairments conferred by AGPS 

knockdown in cancer cells are due to the specific depletion of the oncogenic signaling lipid 

lysophosphatidic acid ether and prostaglandins. The studies indicated that AGPS may 

serve as an attractive therapeutic target for combatting malignant human cancers, through 

altering the landscape of oncogenic signaling lipids that drive cancer aggressiveness 

(PIANO et al., 2015). 

Concerning the relationship of plasmalogens and tumors, Merchant et al (1991) 

reported a statistically significant elevation in the relative concentration of LPC and PC 

plasmalogens of malignant human colon specimens analyzed by 31P NMR. They also 

showed that the PE plasmalogens and PS are significantly diminished in esophageal 

tumors when compared to normal esophageal tissues obtained from the same patients. 

The data revealed a correlation between decreasing levels of four of the PL (5-

dihydrosphingomyelin, lysoalkylacylphosphatidylcholine, lysophosphatidylcholine and 

phosphatidylglycerol) and increasing tumor aggressiveness as indicated by T stage and 

tumor grade (MERCHANT et al, 1999). 

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3951609/#R9
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Table 2: Principal alkyl and alkenyl glycerolipids identified in GI cancer patients, the type of tissue sample 
analyzed and techniques of lipidic analysis employed 

 Samples Biomarker Analytical Methods References 

Liver 
Hepatocellular 
carcinoma 

↑ Neutral 0-
alkylglycerolipids 

Gas-chromatographic (GC) 
and colorimetric estimation 

LIN et al, 1980 

Colon 
Tissue - 16 malignant 
human colon and 11 
non-malignant 

↑ PC plasmalogen 

↓ PE plasmalogen 

Nuclear magnetic 
resonance spectroscopy 
(
31

P NMR) 

MERCHANT et 
al., 1991 

Colon 
Tissue - human colon 
carcinoma 

↑ PC and PE  
plasmalogen 

Thin Layer 
Chromatography (TLC) 

DUECK et al., 
1996 

Esophageal 
Tissue - 36 malignant 
esophageal tumor 

↓ PE plasmalogen 
Nuclear magnetic 
resonance spectroscopy 
(
31

P NMR) 

MERCHANT et 
al., 1999 

Colorectal 
cancer liver 
metastasis 

Tissue – 40 liver 
metastasis of colorectal 
cancer and 31 primary 
colorectal 
adenocarcinoma 

↑PE plasmalogen 
(34:2) 

Desorption electrospray 
ionization (DESI) 

GERBIG et al., 
2012 

Pancreatic 
Serum – 40 japonese 
pancreatic cancer and 
50 controls 

↓ PE plasmalogen 

Flow-injection Fourier 
transform ion cyclotron 
resonance mass 
spectrometry (FI-FTICR-
MS) 

RITCHIE et al., 
2013 

Colorectal 
cancer 

Visceral and 
subcutaneous adipose 
tissue in 59 CRC 
patients (tumor stages 
I–IV) 

↓ PC and PE 
plasmalogen (P-
38:4/ P-36:4/) in 
visceral adipose 
tissue 

Gas Chromatography time-
of-flight mass spectrometry 
(CG-TOF-MS) and Liquid 
Chromatography 
quadrupole time-of-flight 
mass spectrometry (LC-
QqTOF-MS) 

LIESENFELD 
et al., 2015 

Gastric 
Plasma - 29 gastric 
carcinoma and 30 
normal control 

↑ Plasmalogen 

 

Method of Sevennerholm 
(by iodine disappearance 
method) 

JUN LV et al., 
2015 

Colorectal 
cancer liver 
metastasis 

Tissue - 52 liver lesions 
from 50 patients 

↑ PE Plasmalogen 

(P-16:0/18:2, P-
16:0/18:1) 

Matrix-assisted laser 
desorption/ionization mass 
spectrometry imaging 
(MALDI-MSI) 

PATTERSON 
et al., 2016 

 

According to Dueck et al (1996), alterations in the levels of different subclasses of 

plasmalogens may be related to the reduction of the activity of the Phospholipases C and 

D and increase of the activity of the phosphocholine cytidyltransferase enzyme in human 

colon cancer. For Christen et al (1999) the connection between plasmalogens and 

colorectal cancer can only be hypothesized, since the fluidity in the membrane, provided 

by plasmalogens, can facilitate the capture of carcinogenic substances, both microbial and 

via diet. Quantitative chromatographic analysis of the phospholipid content of colorectal 

carcinoma showed a generally elevated concentration of PL, also including na PE 

plasmalogens species (34:2) (Gerbig et al., 2002). 
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Ritchie et al (2013) confirmed the involvement of three major dysregulated metabolic 

systems in the serum of pancreatic cancer patients: very long-chain fatty acids, choline-

containing GPL and PE plasmalogens. Although most of the individual metabolites showed 

a significant reduction in PC patient serum, the strongest discriminator based on multiple 

statistical criteria was PC-594. 

In gastric carcinoma patients, the plasma plasmalogens content was significantly 

elevated and was positively correlated with elevated level of gangliosides and total 

cholesterols, but it was negatively correlated with level of total PL (JUN et al., 2015). 

Although many studies consistently reported higher concentration of plasma plasmalogens 

in cancer patients, the mechanism is not yet understood. The mechanism may be that the 

key plasmalogens enzyme, phosphodihydroxyacetone acyltransferase, strengthens 

activity (SUGIRA et al., 1990). Phosphatidyl cytonucleotide transferase activity can 

strengthen synthesis of plasmalogen (SCHRAKAMP et al., 1985).  

 Patterson et al, 2016 identify single lipid moieties that are overexpressed in 

different histopathological features from colorectal cancer liver metastasis specimens 

resected from patients preoperatively treated with chemotherapy, which have potential as 

new biomarkers for assessing response to therapy. Ceramides and plasmalogens were 

identified in the necrosis areas and made it possible to distinguish between different types 

of necrosis (usual necrosis and that typical of tumor progression) in tissue specimens that 

may not be clearly revealed by histopathology. PE plasmalogens (PE(p-16:0/18:2) and 

PE(p-16:0/18:1)) were associated with both tumor areas and areas of inflammation, 

whereas PC plasmalogens are exclusively abundant in areas of usual necrosis.  

Although plasmalogens represent up to 20% of the total phospholipid mass in 

humans (BRAVERMAN & MOSER, 2012), found in plasma, different tissues and 

exosomes secreted by the colorectal cancer cell line (LYDIC et al., 2015), they have been 

excluded from profiles presented in many other studies in spite of the fact that the 

alterations of these active molecules are known to occur. 

Altered metabolism of plasmalogens has also been reported in other cancers, such 

as breast, ovarian and lung. Merchant et al, 1991, showed that PC plasmalogens were 

increased in neoplastic human breast tissue compared to benign tissue and LPC was 

significantly depressed in benign tissue compared to normal tissue. PL indices computed 

to further characterize the three tissue groups showed PC plasmalogens/PC elevated in 

malignant tissue compared to benign tissue and PE plasmalogens/PE depressed in 
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malignant tissue compared to noninvolved tissue. These findings support previous 

investigations reporting that the alkyl-phospholipid analogues of PC are released by 

malignant tissues and that levels of PE are elevated in malignant tissues.  

Smith et al (2008) investigate the suitability of a lipid tumor marker derived from 

ether-linked PL in normal, benign and neoplastic samples from human breast, lung and 

prostate tissues. They observed that a biochemical marker derived from PE plasmalogens 

provides a reliable index capable of distinguishing between benign and neoplastic tissues 

and it correlates linearly with metastases spreading in vivo. A notable decrease of relative 

abundances of ether and vinyl ether (PIs) lipid species was detected for PEs, but no 

difference is apparent for PCs in tissues of breast cancer patients (CÍFKOVÁ et al., 2015). 

Recently, a lipidomics study on breast cancer patients identified increased plasma ether-

linked phosphatidylcholine species as a diagnostic marker for breast cancer (CHEN et al., 

2016). Compared to that found in benign patients, the plasma concentration of LPC and 

CE were observed to decrease in cancer patients, while PC and ether-linked 

phosphatidylcholine were increased. The results showed that lipid profiles may be a 

promising avenue for the investigation of diagnostic biomarkers of breast cancer. 

Opposing trends are observed in ovarian cancer. Hou et al (2015) described that the 

epithelial ovarian cancer patients have reduced levels of plasmalogens compared with 

benign ovarian tumors and normal controls. The decreased PC and PE plasmalogens 

levels in these patients suggested that most cancer cells might exhibit elevated oxidative 

stress, which is consistent with previous findings that oxidative stress is associated with 

cancer progression (SITI et al., 2015). 

 

6. ANTI-TUMOR PROPERTIES OF SYNTHETIC PLASMALOGENS AND ANALOGUES 

 

 Ether lipids have been shown to have anti-tumor properties, including reduction of 

tumor cell invasion and inhibition of tumor metastases. It is proposed that these 

chemotherapeutic agents interfere with lipid homeostasis due to their similarity with 

endogenous PL, targeting membrane lipid rafts and altering lipid-linked signalling, hence 

leading to apoptosis (BLITTERSWIJK & VERHEIJ, 2013; KOSTADINOVA et al., 2015). 

Typical representatives of this group are ether PL ET-18-OCH3 (edelfosine) and BM 

41.440 (ilmofosine) as well as hexadecylphosphocholine (miltefosine) (LOHMEYER & 

BITTMAN, 1994). Encouraging results have been found with all these compounds and 

https://link.springer.com/article/10.1007%2Fs13238-017-0423-5#CR18


53 

 

 

novel, promising analogues such as erucylphosphocholine (ErPC) and its homocholine 

analogue erufosine (ErPC3) also hold promise as a single-agent (monotherapy) or in 

combination regimens (RIOS MARCO et al., 2017). Several studies combining the more 

recent ether lipids derivatives with diverse antineoplastic agents provide clinically 

significant benefits (KOSTADINOVA et al., 2015). Shin et al (2001) described the synthetic 

pathway applied to the synthesis of 1-O-1'- (Z) -hexadecenyl-2-O-methyl-rac-glycero-3-

phosphocholine, the Z-vinyl ether analogue of ET-18- OMe, which shows significant 

antitumor activity in pancreatic tumor cells. Also, Bittman et al (2001) reported the 

incorporation of a cis-O-vinyl linkage into the sn-1 position of glycerol of plasmalogens to 

synthesize a new antitumor ether lipid analogue of ET-18–OCH3.  

The expression of plasmalogens is characteristic for tumorigenicity and an abnormal 

level of these glycerolipids was identified in various cancerous membranes. Flasinski et al, 

2014 showed that the addition of ether lipids (PAF, lyso-PAF and edelfosine) destabilizes 

the films on model membranes with higher choline plasmalogens content (HL-60 and 

normal + PC-plasma model membranes) and strengthens the interactions in systems 

lacking choline plasmalogens (normal leucocytes model membrane) or of lower choline 

plasmalogens level (K-562). It should be pointed out that cell membranes sensitive to 

edelfosine have a lower level of cholesterol and are enriched by choline plasmalogens 

(HL-60), while insensitive species have a higher sterol level and simultaneously lack 

plasmalogens (normal erythrocytes) or are of decreased choline plasmalogens level 

compared to the sensitive cells (e.g. K-562 cells). Interestingly, the level of choline 

plasmalogens in cells insensitive to the effect of edelfosine, normal lymphocytes and K-

562 cells is lower when compared with HL-60 cells (CHABOT et al., 1989). 

 

7. CONCLUSION AND PERSPECTIVE 

 

Changes in plasmalogens levels were shown in this review to be exceptionally 

significant in biofluids and tissues of various cancer types compared with controls, which 

makes this category of plasmalogens good candidates as potential cancer biomarkers. 

This review aimed to give an overview of the current knowledge in this field with a focus on 

the involvement of plasmalogens in cancer. Although there is a growing body of evidence 

of their involvement in human diseases, many studies do not report the existence of these 

molecules in plasma or tissue samples from GI cancer patients. Lipidomics has just begun 
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to enter the field of cancer diagnostics and tumor biology and the evolution of lipidomic 

analysis with new high through put, high sensitivity methods such as mass spectrometry 

has made major advances in the plasmalogen field possible, by enabling detailed analyses 

of lipid species concentrations. Also, sophisticated statistical softwares (chemometrics) 

have enabled meaningful information extraction from the lipidomic data. In the near future 

this will lead to the identification and validation of novel, more specific biomarkers for 

disease detection and monitoring. The published data shows that plasmalogen levels in 

tissue or plasma are altered in several types of cancer. In this context, further studies 

should be carried out to evaluate the role of plasmalogens as potential biomarkers in 

patients with GI cancer and also to determine whether targeted inhibition of the vinyl-ether 

lipid synthetic pathway could treat these malignancies. 
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CAPÍTULO III: POTENCIAIS VIAS ENZIMÁTICAS ENVOLVIDAS NA 

BIOSSÍNTESE DO PLASMALOGÊNIO EM PLASMA DE PACIENTES COM 

CÂNCER RETAL 

 

Márcia Cristina Fernandes Messias; Thalita Rocha; Carlos Augusto Real Martinez; Lucas 

de Sena Leme; Brunno Augusto José Costa; Rayama Moreira Siqueira; Marta Rodrigues 

Gracia; Thaís Cavenatti Bueno; Patrícia de Oliveira Carvalho.  

 

Este capítulo reporta a continuidade da pesquisa desenvolvida durante o meu 

Mestrado visando a identificação de vias enzimáticas envolvidas na biossíntese do 

plasmalogênio em plasma de pacientes com câncer retal. Na dissertação intitulada 

“Avaliação de Biomarcadores Oxidativos e de Perfil Lipidômico em Pacientes com Câncer 

de Reto”, descrevemos a identificação de um biomarcador identificado como 

plasmalogênio de lisofosfatidilcolina com o ácido palmítico, o LPC (P-16:1) que estava 

reduzido em plasma de pacientes com câncer retal.  

Baseada no contexto inovador desta molécula e cuja descrição na literatura é 

escassa, o presente capítulo descreve a avaliação das principais vias enzimáticas 

envolvidas na biossíntese do plasmalogênio a fim de elucidar os possíveis mecanismos 

que levaram a redução dos níveis dessa molécula em pacientes com câncer retal.  
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RESUMO 

 

Evidências recentes sugerem que o plasmalogênio, uma subclasse dos 
glicerofosfolípides, tem uma estreita associação com os cânceres gastrointestinais. 
Trabalho anterior do nosso grupo (MESSIAS et al, 2018) mostrou níveis reduzidos de 
plasmalogênio de lisofosfatidilcolina (LPC (P-16:1)) no plasma de pacientes com câncer 
retal. No presente trabalho foram estudadas as principais vias enzimáticas na tentativa de 
elucidar a diminuição deste metabólito durante a progressão do câncer retal. O estudo 
incluiu 20 amostras de plasma de voluntários saudáveis e 20 amostras de plasma de 
pacientes com câncer retal (n=4 para cada estadio 0, I, II, III e IV). A expressão da enzima 
redutase (FAR1) foi avaliada Western Blotting e as medidas das concentrações das 
enzimas aciltransferases (LPCAT4 e GNPAT) e dessaturase (SCD) foram realizadas por 
ELISA. A expressão da FAR1 e as concentrações plasmáticas das aciltransferases 
estavam reduzidas em todos os estadios do câncer retal, enquanto que a de dessaturase 
apenas nos estadios II, III e IV. Portanto, essas enzimas parecem exercer um papel 
importante na alteração dos níveis de LPC em pacientes com câncer retal. Investigações 
mais aprofundadas são necessárias para determinar o papel deste metabólito como 
potencial biomarcador assim como a relação entre as vias metabólicas alteradas no 
câncer retal. 
 
Palavras-chave: enzimas; plasmalogênio; câncer retal; peroxissomo; 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O câncer retal vem se tornando uma das neoplasias mais frequentes na população 

adulta mundial, com alta taxa de morbidade e mortalidade, sendo responsável por 29% 

dos casos de câncer colorretal (CCR) (CRIMÌ et al., 2018). 

Muitas doenças humanas, incluindo doenças metabólicas, imunes e do sistema 

nervoso central, bem como já citado, o câncer, são consequências de alterações 

metabólicas das enzimas lipídicas e de suas vias. Isto mostra o papel fundamental dos 

lípides na manutenção da homeostase da membrana e da função normal em células 

saudáveis (BELORIBI-DJEFAFLIA et al., 2016). 

As enzimas fornecem o ímpeto necessário para que essas reações químicas 

ocorram a um ritmo que possa suportar a vida biológica. Porém, quando alguma via 

metabólica específica desta é desregulada, ela acaba levando ao desenvolvimento do 

processo tumoral. Um exemplo pode ser observado durante a síntese do plasmalogênio 

(PL). Cada etapa da biossíntese deste éter lípide é mediada por uma enzima específica. 

Qualquer desregulação ou disfunção enzimática durante este processo pode implicar em 

consequências fisiológicas graves que contribuem significativamente para o 

desenvolvimento de vários tipos de câncer, dentre eles o retal (MOSER et al., 2011; 

MESSIAS et al., 2018). Nosso estudo anterior mostrou que houve uma diminuição de 

plasmalogênio de lisofosfatidilcolina (LPC (P-16:1)) (Figura 1), em pacientes com câncer 

retal (MESSIAS et al, 2018). Por tratar-se de uma molécula inovadora e com escassa 

descrição na literatura, buscamos nesta pesquisa mostrar potenciais vias enzimáticas que 

possam estar envolvidas na redução dessa molécula neste grupo de pacientes. 

As diferentes espécies lipídicas celulares são sintetizadas através das atividades de 

enzimas distintas, sendo as funções chaves desempenhadas pelas enzimas dessaturase 

(SCD), aciltransferase (NGUYEN et al., 2017) e redutase (FAR) (LOPEZ  et al., 2018). 

 A lisofosfatidilcolina aciltransferase (LPCAT), que transacila a lisofosfatidilcolina 

(LFC) em fosfatidilcolina (FC), é uma enzima importante para a realização da reação de 

remodelação. A LFCAT possui 4 isoformas (LFCATs 1, 2 3 e 4), usando um éster 

lisofosfolípide e acil-coenzima A (acil-CoA) como substrato (MARTIN et al., 2014; SHI et 

al., 2018). As isoformas LFCAT 1, 2 e 4 são as principais enzimas que ligam as vias de 

Lands e Kennedy, uma vez que permitem o processo de reatividade (COTTE et al., 2018). 

As LFCATs estão relacionadas a doenças metabólicas, como diabetes (LFCAT1), 
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hiperlipidemia e hiperglicemia (LFCAT3), distúrbios inflamatórios (LFCAT1-4) e esteatose 

hepática não alcoólica (LFCAT1-4) e cânceres como carcinoma hepatocelular, estômago, 

mama, carcinoma epidermóide oral, CCR, câncer de próstata resistente à castração e 

carcinoma renal de células claras (LFCAT1), próstata (LFCAT2), processo tumorigênico 

(LFCAT3) e CCR (LFCAT4) (SHI et al., 2018). 

As enzimas ácido graxo redutase 1 (FAR1) e o gliceronofosfato O-aciltransferase 

(GNPAT), são responsáveis pela síntese dos éteres lípides no peroxissomo. Estes éteres 

contribuem com características estruturais únicas para membranas biológicas como a 

regulação da diferenciação celular, que impacta na sinalização celular e reduz o estresse 

oxidativo por atuarem como potenciais antioxidantes endógenos (DEAN e LODHI, 2017). 

A estearoil-CoA dessaturase (SCD) é uma enzima chave que catalisa reações para 

inserir duplas ligações na formação dos ácidos graxos insaturados. A SCD também tem 

sido amplamente estudada na pesquisa de câncer e vem sendo considerada como um 

novo alvo molecular para tumores (WANG et al., 2015). Os seres humanos têm dois 

homólogos de SCD (SCD1 e SCD5), enquanto os ratos têm quatro (SCD1-SCD4) (BAI et 

al., 2015). Encontrada no RE, a SCD é responsável por catalisar a conversão de acil-CoA 

saturado (principalmente 16:0, palmitoil-CoA e 18:0, estearoil-CoA) em acil-CoA 

monoinsaturado (16:1n7, palmitoleoil-CoA e 18:1n-9, oleoil-CoA, respectivamente), 

levando a uma mudança na proporção de ácidos graxos saturados (AGS) para AGMI 

(PRESLER et al, 2018). Essa conversão de AGS em AGMI por SCD também gera FC 

monoinsaturadas e LFCAT (GUO et al., 2014). Os AGMI gerados servem como substratos 

para a síntese de vários tipos de lípides, incluindo fosfolípides, triglicerídeos, ésteres de 

colesterol, ésteres de cera e alquildiacigliceróis. Além de serem os componentes dos 

lípides, os AGMI também atuam como mediadores na transdução de sinal e diferenciação 

celular (PATON e NTAMBI, 2009). A SCD1 é necessária para estimular a biossíntese 

lipídica para fornecer novos fosfolípides para a biogênese da membrana celular no 

processo do ciclo celular da mitose (CHEN et al, 2016). A alta expressão do gene que 

codifica SCD1 quando associada a níveis aumentados de AGMI no sangue e tecidos 

tumorais é considerada uma característica metabólica em muitas células cancerígenas 

(PRESLER et al, 2018). Na ausência de SCD1 celular, o metabolismo lipídico não pode 

fornecer a síntese de AGMI, portanto, os níveis de C16:1 n-9 e C18:1 n-11 diminuem 

(FERRERI e CHATGILIALOGLU, 2012). Assim, a expressão de SCD1 pode estar 
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relacionada a processos de carcinogênese que envolvem alterações no equilíbrio da 

proliferação/apoptose (MINVILLE-WALZ, 2010).   

Assim, espera-se neste estudo investigar as possíveis vias enzimáticas que 

potencialmente desencadearam a desregulação no metabolismo lipídico do PL em células 

de pacientes com câncer retal. 

 

 
 

 
 

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1 Sujeitos da Pesquisa 

 

Foram obtidas amostras de plasma de 20 pacientes com câncer retal e 20 de 

voluntários saudáveis, sendo estratificadas em cinco grupos (estadios 0, I, II, III e IV), de 

acordo com o sistema de classificação TNM do American Joint Committee on 

Cancers  (AJCC, 2017). O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética e Pesquisa da 

Universidade São Francisco (USF, CAAE: 14958819.8.0000.5514 - Anexo 4). As 

amostras, os dados demográficos e as características clínicas dos pacientes com câncer 

retal foram obtidas no Ambulatório do Hospital Universitário São Francisco da Providência 

de Deus no período de 2018 e 2020 (Tabela 1). Todos os pacientes acima de 18 anos 

com câncer retal e diagnosticados por histopatologia foram incluídos no estudo. O 

consentimento foi adquirido dos participantes antes da coleta de sangue e o mesmo 

protocolo foi utilizado na coleta de amostras de plasma de pacientes e controles. Os 

dados foram coletados considerando as seguintes informações: idade, sexo, IMC, raça, 

tabagismo, etilismo, diagnóstico, estadio TNM e patologias de base. As amostras foram 

colhidas antes dos pacientes serem submetidos aos tratamentos neoadjuvante, cirúrgico 

FIGURA 1: Estrutura da molécula do plasmalogênio de lisofosfatidilcolina com ácido palmitoleico - LFC (P-16:1). 

Fonte: O autor (2020) 
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e adjuvante. O exame clínico associado à análise hemato-bioquímica foi usado para 

rastrear indivíduos saudáveis. Para o estudo, foram coletados 4 mL de sangue venoso em 

tubo contendo EDTA. As amostras foram centrifugadas a 2500 rpm/15 min para 

separação dos componentes sanguíneos, sendo as alíquotas de plasma armazenadas em 

freezer a -80°C até o momento das análises. 

 

Tabela 1: Dados demográficos e características clínicas de pacientes com câncer retal e voluntários 

saudáveis 

 Pacientes com câncer retal Voluntários saudáveis 

N 20 20 

Sexo (M/F) 10 : 10 10 : 10 

Idade (anos) 57,5 ± 11,8 37,9 ± 11,3* 

Raça (%)   

Branca 16 (80) 16 (80) 

Negra 3 (15) 3 (15) 

Parda 1 (5) 1 (5) 

Amarela 0 0 

IMC (kg/m
2
) 26,8 ± 6,1 25,1 ± 1,8 

Tabagismo (%)  -- 

Sim 3 (15) -- 

Não 7 (35) -- 

Ex 10 (50) -- 

Etilismo (%)  -- 

Sim 0  -- 

Não 18 (90) -- 

Ex 2 (10) -- 

Estadio (%)  -- 

0 4 (20) -- 

I  4 (20) -- 

II 4 (20) -- 

III 4 (20) -- 

IV 4 (20) -- 

*p<0.0001 comparado ao grupo câncer retal (média ± desvio padrão).  

 

3. ENSAIOS ENZIMÁTICOS 

 

3.1 Expressão da FAR1 por Western Blotting  

 

A técnica de Western Blotting foi padronizada a partir das modificações realizadas 

no protocolo de Zhang et al. (2012). A concentração total de proteínas nas amostras de 
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plasma foi determinada pelo método de Bradford (1976). Para determinação das bandas 

de proteínas plasmáticas foi preparado um gel de poliacrilamida a 10%. Em cada, foi 

aplicado um volume variável da amostra na concentração de 30 μg de proteínas totais de 

cada grupo (câncer retal e voluntários saudáveis), e a migração eletroforética (corrida) 

acompanhada por um padrão de peso molecular conhecido Kaleidoscope Prestained 

SDS-Page Standards (BioRad Laboratories, Hercules, EUA). 

Para migração eletroforética, o dispositivo Bio Rad, modelo Power Pac™ HC, foi 

utilizado à 120 volts por 90 minutos. Os géis obtidos foram então transferidos para 

membranas de nitrocelulose. As membranas foram bloqueadas com BSA a 5% por 2 

horas à temperatura ambiente, seguidas de incubação overnight com os anticorpos 

primários anti-β-actina (1:1000 - Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, EUA) e anti-FAR1 

(1:1000 - Atlas Antibodie, Stockholm, Sweden), diluídos em BSA a 3%. 

Em seguida, foram realizadas sucessivas lavagens com solução basal e as 

membranas foram incubadas em anticorpo secundário IgG anti-mouse (1:10.000 - Santa 

Cruz Biotechnology, Santa Cruz, EUA) e anti-IgG rabbit (1:1000 - GeneTex Inc, Irvine, 

EUA) conjugados com HRP-peroxidase e diluídos em BSA a 1% por 2 horas à 

temperatura ambiente. Após esse período, as membranas foram lavadas novamente com 

solução basal e submetidas à detecção de banda usando o kit de reagentes 

quimioluminescentes (BioRad Laboratories, Hercules, EUA). Para revelação, foi utilizado 

o Film Kodak. 

 

3.2 Determinação da concentração de GNPAT, LPCAT4 e SCD por ensaio 

imunoenzimático (ELISA) 

 

As concentrações plasmáticas das aciltransferases (GNPAT e LPCAT4) e 

dessaturase (SCD) foram determinadas usando os kits ELISA (Invitrogen, Eugene, EUA; 

MyBioSource, San Diego, EUA; Cloud-Clone Corp, Texas, EUA) respectivamente, de 

acordo com as instruções do fabricante. O método de imunoensaio ligado a enzima é 

realizado para detectar a presença e/ou quantificação da proteína alvo na amostra de 

plasma. A microplaca é revestida por um anticorpo contra o antígeno de interesse 

presente na amostra. Posteriormente, um anticorpo secundário marcado com a enzima é 

adicionado, ligando-se ao antígeno alvo presente na microplaca. Finalmente, um 

substrato (TMB) é aplicado e convertido num produto cromógeno que pode ser medido 
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por espectrofotometria e seus dados convertidos em valores numéricos. A mudança de 

cor indica a presença da proteína de interesse na amostra. Para a determinação da 

concentração do antígeno na amostra. É necessário produzir uma curva padrão usando 

um antígeno de concentração conhecida (JOVE, 2014). 

 

4. Análise estatística 

 

Foi usado o leitor ELISA (Stat Fax 2100, Awareness Technology, Dusseldorf, 

Germany) e a análise estatística realizada com o software Multicalc V10. Para Western 

Blotting, a análise densitométrica das bandas de proteínas foi realizada usando o software 

NIH ImageJ versão 1.34e (National Institute for Health, EUA). A expressão relativa foi 

calculada por regra de 3, tendo-se a β-actina como 100% e dividindo-se as intensidades 

das bandas do FAR1 (proteína de interesse) pela da β-actina. A análise foi realizada em 

triplicata. Os dados estatísticos e os gráficos dos ensaios ELISA e Western Blotting foram 

analisados por meio do teste de ANOVA one-way e o detalhamento realizado pelo teste 

de Dunnett no software GraphPad Prism 8.0.  

 

5. RESULTADOS 

 

5.1 A influência da progressão dos estadios do câncer retal na diminuição da 

atividade das enzimas redutase, aciltransferases e dessaturase   

 

Foi observada uma redução significativa da expressão da enzima FAR1 durante a 

progressão dos estadios do câncer retal. A análise de transferência (Figura 2A) mostra 

claramente uma redução progressiva na expressão da FAR1 e do controle endógeno β-

actina nos pacientes com câncer retal, sendo tal diminuição significativa para FAR1 nos 

estadios III e IV.  

O nível de expressão relativa de FAR1 (Figura 2B) em pacientes com câncer retal 

foi de 82,6% no estadio 0, 81,4% no estadio I, 69,7% no estadio II, 57,5% no estadio III e 

37,6% no estadio IV. Assim, no plasma de pacientes com os estadios de câncer mais 

avançados (III e IV) há menor expressão da FAR1 quando comparada aos voluntários 
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saudáveis. A análise foi realizada em triplicata e nos valores da média ± desvio padrão foi 

considerado n=4/grupo. *p<0,0001. 

 

 

 

 

  

Figura 2: Análise da expressão da proteína FAR1 por Western Blotting utilizando o plasma de vinte pacientes 

com câncer retal, segundo estadio (0, I, II, III e IV) e de vinte voluntários saudáveis. 2A. Western Blotting para 

proteína FAR1. β-actina foi utilizada como controle endógeno. 2B. Os níveis de expressão de FAR1 foram 

representados considerando 100 para β-actina. Todos os dados foram analisados por análise de variância 

unidirecional (ANOVA) seguida pelo teste de Dunnett. *p<0,0001. Massa molecular: FAR1 (50 KDa); β-actina 

(25 KDa). 

 

 

As concentrações plasmáticas das enzimas GNPAT, LPCAT4 e SCD nos pacientes 

com câncer retal e voluntários saudáveis estão descritas na Figura 3. Os níveis 

plasmáticos das enzimas GNPAT e LPCAT4 em pacientes com câncer retal mostraram 

uma diminuição significativa em todos os estadios (0, I, II, III e IV) em comparação aos 

voluntários saudáveis (p<0,05). Em relação aos níveis plasmáticos de SCD, houve 

diferença estatística apenas nos estadios II, III e IV entre os grupos de pacientes com 

câncer retal em relação aos voluntários saudáveis.  

 

A B 



73 

 

 

  

 

 

Figura 3: Gráficos representativos das enzimas (A) GNPAT, (B) LPCAT4 e (C) SCD no plasma de pacientes 

com câncer retal e voluntários saudáveis. As barras de erro representam o erro padrão da média. Os valores 

de p foram determinados pelo teste de comparação múltipla de Dunnett. *p <0,05 comparado ao grupo 

controle saudáveis. 

 

6. DISCUSSÃO 

 

6.1 A importância das enzimas na biossíntese do plasmalogênio  

 

Os glicerofosfolípides (GFLs) são os fosfolípides mais abundantes e sua 

classificação é baseada na ligação sn-1, como é o caso do PL que contêm uma ligação 

de vinil éter na posição sn-1. A biossíntese do PL (Figura 4) é iniciada no peroxissomo e 

finalizada no RE por meio de reações que ocorrem em sete fases. Duas enzimas 

peroxissômicas, GNPAT e alquildiidroxi acetonafosfato sintase (AGPS) iniciam a 

B 
 

C 
 

A 
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biossíntese do PL onde a 1-alquil dihidroxiacetofosfato (DHAP) é gerada pela substituição 

da cadeia acil de 1-acil-DHAP pela FAR1, uma proteína ancorada na extremidade C do 

peroxissomo  (HOSSAIN et al., 2013; HONSHO et al., 2017). 

A FAR1 é encontrada fortemente ligada à membrana do peroxissomo na face 

citosólica (EXNER et al., 2019) e sua atividade é maior em tecidos contendo grandes 

quantidades de éter de GFLs (BURDETT et al., 1991). O presente estudo demonstrou 

através da técnica de Western Blotting que houve uma redução gradativa de FAR1 nos 

estadios mais avançados do câncer retal (III e IV) quando comparada ao seu controle 

endógeno β-actina e a FAR1 de voluntários saudáveis. Honsho (2017) usou células HeLa 

(adenocarcinoma de cérvix) e CHO-K1 para investigar as funções fisiológicas de FAR1, 

uma vez que na linhagem de ambas as células a concentração desta é reduzida. A β-

actina tem sido incorporada em diversos estudos como proteína de controle endógeno por 

manter suas características estruturais conservadas em diversos estados patológicos 

(GUO et al., 2013). No entanto, estudos recentes mostram que a expressão da β-actina 

pode sofrer modificações em resposta a estímulos bioquímicos gerados durante a 

carcinogênese (RUAN e LAI, 2007). Esta desregulação acelera a invasão e metástase de 

diversos cânceres, inclusive o CCR (NEUHAUS, et al., 2016). Blanquicett et al. (2002) 

mostraram através das técnicas Microarray e Western Blotting que o nível de expressão 

da β-actina foi quatro vezes menor em células DLD-1 de CCR transduzidas por MDA7 

quando comparada as não transduzidas. 

Outra enzima localizada exclusivamente dentro do peroxissomo e envolvida na 

biossíntese de éter fosfolípide é a dihidroxiacetonafosfato aciltransferase (DHAPAT), 

também conhecida como GNPAT (YAMASHITA et al., 2014). A medida da atividade do 

GNPAT é importante não apenas para identificar sua deficiência, mas também para 

auxiliar os pacientes no diagnóstico de doenças originadas por um distúrbio 

peroxissômico (WANDERS et al., 1995). Nossos resultados em amostras de plasma de 

pacientes com câncer retal mostraram uma redução significativa do GNPAT em todos os 

estadios do câncer quando comparados a indivíduos saudáveis, sugerindo uma falha na 

biossíntese de peroxissomo. Por outro lado Gu et al. (2018) mostraram em ensaios de 

Western Blotting que os níveis da enzima GNPAT estavam superexpressos nas linhas 

celulares e nas amostras de carcinoma hepatocelular humano quando comparadas aos 

tecidos hepáticos normais. Pacientes com estadios II, III e IV apresentaram expressão 

significativamente maior de GNPAT do que aqueles com estadio I. Pacientes com alta 
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expressão de GNPAT tiveram sobrevida significativamente pior do que aqueles com baixa 

expressão de GNPAT. Outro estudo interessante foi realizado por Liu et al. (2005) com a 

linhagem celular NRel-4 que é incapaz de sintetizar PL devido à redução severa da 

atividade GNPAT. Foi realizada uma transferência de plasmídeo contendo o cDNA de 

GNPAT humano, onde recuperou a atividade do GNPAT e a biossíntese dos PL, 

comprovando o defeito no gene que codifica essa enzima. 

Outra enzima importante é a LPCAT, que LFC em FC e apresenta uma correlação 

direta entre a reação de transacilação e tumorigênese/malignidade, já que é 

superexpressa em alguns tipos de câncer (DAS et al., 2014). Os resultados obtidos neste 

estudo mostraram que a LFCAT4 estava reduzida em todos os estadios do câncer retal, 

sugerindo uma falha na síntese da LFC, mediada pelo bloqueio da PLA2 e que 

consequentemente poderá gerar um aumento na síntese de FC. Os dados obtidos através 

das técnicas de Microarray, PCR-RT e imuno-histoquímica mostraram alta expressão de 

LFCAT1 em amostras de tecido humano de adenocarcinoma colorretal quando 

comparado à mucosa normal (MANSILLA et al., 2009). Cotte et al. (2018) usando linhas 

de células CCR  humanas (SW620, LoVo, Hct116, Hct8, SW480 e HT29) e CCR murino 

(CT26) mostraram que a superexpressão de LFCAT2 e a superprodução de gotículas 

lipídicas conferem às células CCR resistência ao bloqueio do RE pelo estresse induzido 

por quimioterapias, a translocação de calreticulina na membrana e subsequente morte 

celular. Níveis elevados de FC (16:0/16:1) foram observados em tecido humano de CCR 

avançado quando comparado ao tecido mucoso não neoplásico, indicando o desempenho 

de LFCAT4. A taxa de FC (16:0/16:1) para LFC (16:0) foi maior CCR, postulando a 

atividade de LFCAT4 nesse câncer. No mesmo estudo, a análise in vitro mostrou que a 

LFCAT4 está envolvida na desregulação da FC (16:0/16:1) no CCR, enquanto na análise 

imuno-histoquímica a LFCAT4 mostrou superexpressão no CCR (KURABE et al., 2013 ). 

Atualmente, tem sido dada atenção ao papel dos ácidos graxos monoinsaturados 

(AGMI) e das enzimas dessaturases no câncer, uma vez que a transformação do 

conteúdo saturado em insaturado resulta na sobrevivência celular durante o 

desenvolvimento do tumor (CHEN et al., 2016). Um dos principais reguladores da 

composição de ácidos graxos nos lípides celulares é a SCD. Ao aplicarmos o método 

ELISA na análise de SCD em plasma de pacientes com câncer retal observamos uma 

baixa atividade desta enzima nos estadios II, III e IV. Messias et al. (2018) mostraram 

uma redução do ácido palmitoléico em plasma de pacientes com adenocarcinoma retal. 
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Foi observado também redução de SCD em amostras de tecido CCR humano quando 

comparadas a indivíduos saudáveis (ZHANG et al., 2013). Por outro lado, estudos de Guo 

et al. (2014) e Chen et al. (2016), ambos com amostras de tecido tumoral de pacientes 

com CCR apresentaram superexpressão de SCD1. 

 
Figura 4: Principais vias enzimáticas envolvidas na biossíntese do plasmalogênio de lisofosfatidilcolina com 

ácido palmitoleico [LPC (P-16:1)] em pacientes com câncer retal. Fonte: O autor (2020). 
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7. CONCLUSÃO 

 

A redução nas concentrações plasmáticas de LPC (P-16:1), previamente observada 

pelo nosso grupo de pesquisa em trabalho anterior (MESSIAS et al, 2018) em pacientes 

com câncer retal, parece ter relação direta com as vias metabólicas alteradas envolvendo 

as enzimas FAR1, GNPAT, SCD e LPCAT. Embora os plasmalogênios sejam sintetizados 

por processos que envolvem a ação destas enzimas, muitas outras vias são conhecidas 

que envolvem a ação de diferentes enzimas regulatórias. Assim, um estudo mais 

completo envolvendo proteômica, genômica e metabolômica poderão elucidar melhor 

outros mecanismos bioquímicos envolvidos nas alterações dos níveis plasmáticos de 

plasmalogênio e de seus metabólitos em câncer de reto. 
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CAPÍTULO IV: PLASMA-BASED LIPIDS BIOMARKERS PANEL AND KEY 

METABOLIC PATHWAYS FOR THE DETECTION OF COLON CANCER 
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Henrique Bueno Duarte, Gabrielle Kristtine Doratiotto de Santis, Giovana Colozza Mecatti, 

Andreia de Melo Porcari, Michael Murgu, Ana Valéria Colnaghi Simionato, Thalita Rocha, 

Carlos Augusto Real Martinez, Patrícia de Oliveira Carvalho 

 

 

Neste capítulo é apresentado o estudo lipidômico untargeted de plasma de 

pacientes com câncer de cólon (n=50) e voluntários saudáveis (n=50) usando as técnicas 

de cromatografia líquida acoplada a espectrometria de massas e cromatografia gasosa 

(GC-FID). Também foram avaliadas as concentrações das enzimas GNPAT, LPCAT4 e 

SCD e sua relação com os biomarcadores identificados. Os resultados mostraram a 

redução da concentração plasmática da enzima GNPAT no plasma dos pacientes e 42 

moléculas lipídicas diferenciais entre os grupos avaliados. A análise discriminante por 

mínimos quadrados parciais (PLS-DA) possibilitou a discriminação entre os grupos. A 

partir da curva ROC (do inglês Receiver Operator Characteristic) foi possível identificar 

três plasmalogênios de fosfatidilserina, PS (P-36: 1), PS (P-38: 3) e PS (P-40: 5) como 

possíveis biomarcadores para o câncer de cólon. 
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ABSTRACT 

 

Colon cancer (CC) is a silent disease whose first symptoms may take 10-15 years to 
appear by which time the disease is at an advanced stage. In this era of precision 
medicine, there is an increasingly urgent need for highly sensitive and more specific tests 
for detecting tumors, so plasma lipidomics based on mass spectrometry is an emerging 
tool in an array of clinical diagnostics and in disease management. We used ultra-
performance liquid chromatography coupled with electrospray ionization quadrupole time-
of-flight mass spectrometry operating in MSE mode (UHPLC-QTOF-MSE) and gas 
chromatography (GC) to investigate differences between the plasmatic lipidic composition 
of CC patients (n=50) and control (CTR) subjects. Key enzymes in lipidic metabolism were 
investigated using immuno-based detection assays. Our partial least squares discriminant 
analysis (PLS-DA) resulted in a suitable discrimination between CTR and CC plasma 
samples. Forty-three statistically significant discriminating lipids were putatively identified. 
Ether lipids showed a prominent presence among the differential molecules and 
accordingly, a decrease in glyceronephosphate O-acyltransferase (GNPAT) enzyme 
activity was found. A receiver operating characteristic (ROC) curve built for three 
phosphatidylserine plasmalogens, PS(P-36:1), PS(P-38:3) and PS(P-40:5), presented an 
area under the curve (AUC) of 0.998, sensitivity and specificity of 100 and 85.7% 
respectively, positive predictive value (PPV) of 86.1% and negative predictive value (NPV) 
of 100%. These results show significant differences in CC patients’ plasma lipid 
composition that may be useful in discriminating them from CTR individuals. Ether lipids, 
plasmalogens in particular, seem to be of special interest in this evaluation. 
 

Keywords: colon cancer; biomarkers; lipidomic; mass spectrometry; plasmalogens; 
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1. INTRODUCTION 

 

Colorectal cancer (CRC) accounts for 1 in 10 cancer cases and deaths worldwide 

and is the third pathology in terms of incidence, and second in terms of mortality (BRAY et 

al., 2018; ORANGIO, 2018). Colon cancer (CC) alone is the fourth most diagnosed type of 

cancer, representing more than one million new cases worldwide in 2018, more than fifty 

percent of which resulted in death (BRAY et al., 2018). Cancers in the colon and rectum 

are frequently studied together; however, there are clinicopathological differences in 

cancers across those sites (VAN DER SIJP et al., 2016). 

As the CC stage advances, the five-year survival rate decreases (SIMON, 2016). 

Less invasive bio-fluid-based early detection strategies (urine and peripheral blood and its 

components) are attractive alternatives compared to colonoscopic screening methods 

(GHOSH et al., 2017; HYOTYLAINEN & ORESIC, 2016). Additionally, unravelling and 

understanding alterations in plasma metabolic profile associated with cancer could lead to 

the development of new strategies for cancer cure and prevention.  

Lipids are fundamental metabolites in human physiology that play vital roles in the 

homeostasis of the organism at the cellular level, acting as structural molecules in the cell 

membrane and, at a systemic level, as intra- and inter-cellular signals. Accordingly, many 

human diseases, including metabolic, immune and central nervous system diseases, as 

well as cancer, are consequences of metabolic changes in lipid enzymes and their 

pathways (QUEHENBERGER & DENNIS, 2011; BELORIBI-DJEFALLIA et al., 2016).  

Chromatographic techniques coupled to mass spectrometric methods combined with 

multi and univariate statistical analyses have been extensively used in the past few 

decades, constituting powerful and indispensable lipidomics tools. While gas 

chromatography (GC) enables the qualitative and quantitative evaluation of fatty acid (FA) 

composition of the lipidic portion in biological samples, the use of an ultra- performance 

liquid chromatograph coupled to a quadrupole time-of-flight mass spectrometry (UPLC-

QTOF) analyzer makes it possible to separate the major lipid classes with high resolution 

and sensitivity, which improves the detection of low-abundant lipid species 

(KNITTELFELDER et al., 2014). Also, high energy mass spectrometry (MSE) has made 

the amount of biological information that may be obtained from a single sample, to 

increase when comparing to any other current analytical systems. MSE scans enable 
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simultaneous acquisition of full scan data and collision induced fragmentation to improve 

identification of lipid classes and to obtain structural information (ZHAO & LIN, 2014). 

MS-based lipidomic studies have been applied to different types of cancer 

(PERROTTI et al., 2012; YANG & HAN, 2016; BANDU et al., 2018; CHEN et al., 2018; 

CALA et al., 2018; DUSCHARLA et al., 2016; MESSIAS et al., 2018). Although many other 

studies have reported alterations in metabolic end products for CRC (PAKIET et al., 2019; 

ZHANG et al., 2017; PERTULLA et al., 2018; LI et al., 2013; BUTLER et al., 2017 

GEIJSEN et al., 2019; ZHAO et al., 2007) none of them, to the best of our knowledge, 

have investigated the alterations of lipids in plasma of CC patients.  

In this work, we used a UPLC-QTOF-MSE-based untargeted lipidomic approach to 

investigate differences between the lipid profiles of CC patients and those of CTR 

volunteers. Fatty acids (FA) composition was complementarity analyzed by GC coupled to 

flame ionization detection (GC-FID). The objective was to identify potential biomarkers and 

metabolic pathways associated with CC in order to contribute to a better understanding of 

this pathology and to indicate putative diagnostic biomarkers. As a consequence, the key 

enzymes in the biosynthesis of the plasmalogens (NGUYEN et al., 2017; LOPEZ et al., 

2018), glycerophosphate O-acyltransferase (GNPAT), lysophosphatidylcholine 

acyltransferase 4 (LPCAT4) and stearoyl-CoA desaturase 1 (SCD1) were investigated by 

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Plasmalogens are a special class of ether 

lipids. It has already been shown that plasmalogen levels are much higher in cancer cells 

than in normal cells (DEAN & LODHI, 2018). Those findings have encouraged many 

endeavors to establish plasmalogens as tumor markers in medical cancer diagnostics (LV 

et al., 2015). 

 

2. MATERIALS AND METHODS 

 

2.1 Volunteers, ethical consent and plasma samples 

 

This cross-sectional study included fifty healthy volunteers from the CTR group and 

fifty CC patients from the São Francisco University Hospital (HUSF). Patient recruitment 

took place from January 2018 to June 2019. Before blood collection, written informed 

consent was acquired from all the participants and the same protocol was applied to both 
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CC and CTR volunteers. The study was approved by the ethics committee of the São 

Francisco University, CAAE 57114716.8.1001.5514 (Annex 5). Venous blood was 

collected from fasted individuals from 12 hours using a tube potassium EDTA. After 

collection, the blood was centrifuged for 10 min at 2500 x g at 20 ̊C and the plasma was 

fractionated into 100 μL aliquots in micro centrifuge tubes and immediately stored at -80 ̊C 

until analysis. For CC patients, samples were taken prior to their submission to surgical 

procedures, chemotherapy, and/or radiotherapy. Only CC patients with diagnoses 

confirmed by histopathology were considered. The TNM classification system of the 

American Joint Committee on Cancers (AJCC, 2017) was used to stratify the CC patients 

into three groups for analysis: stage I, stage II and stage III/IV. Only non-smoker CTR 

volunteers were selected and screened based on hemato-biochemical analysis combined 

with clinical examination.  

 

2.2 Total lipids extraction  

 

Plasma samples (0.8 mL) were extracted with 2.5 ml of chloroform–methanol (2:1) 

and 0.5 mL of an aqueous solution of NaCl (0.1 mol L-1) as previously reported by Folch et 

al. (1957). The lower organic layer was collected and separated into two fractions that 

were dried under nitrogen flow and stored at -80 °C for analysis in a period no longer than 

6 months. 

 

2.3 Lipid profile of plasma samples by liquid chromatography–mass spectrometry 

(LC–MS) analysis 

 

For LC-MS analysis, dried lipid samples were reconstituted in 1 mL of an 

isopropanol/acetonitrile/water (2:1:1, v/v/v) solution. Data were acquired using an 

ACQUITY FTN liquid chromatograph coupled to a XEVO-G2XSQTOF mass spectrometer 

(Waters, Milford, MA, USA) using MassLynx 4.1 software an Acquity UPLC CSH C18 

column (2.1 × 100 mm, 1.7 μm, Waters) was used. The mobile phase consisted of 10 mM 

of ammonium formate with 0.1% formic acid in acetonitrile/water (60:40, v/v) (A) and 10 

mM ammonium formate with 0.1% formic acid in isopropanol/acetonitrile (90:10, v/v) (B) at 

a flow rate of 0.4 mL min-1 with a linear gradient (in % B): 0 - 0.5 min: 40 - 43%; 0.5 – 0.6 
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min: 63%; 0.6 – 4 min: 68%; 4 – 4.1 min: 70%; 4.1 – 6.5 min: 99%; 6.5 min: decrease to 

40%; 6.5 – 8.1 min: 40% (with a further 1.9 min for column reequilibration) resulting in a 10 

min analysis. The injection volume was 0.1 µL. For the electrospray ionization source, the 

parameters were set as follows: capillary voltage of 2 kV, sampling cone of 30 V, source 

temperature of 130 °C, desolvation temperature of 450 °C, cone gas flow of 100 L h-1, 

desolvation gas flow of 800 L h-1 for positive mode; capillary voltage of 1.0 V, sampling 

cone of 40 V, source temperature of 130 °C, desolvation temperature of 450 °C, cone gas 

flow of 50 L h-1, desolvation gas flow of 800 L h-1 for negative mode. The acquisition scan 

range was from 50 to 2000 Da and the data were acquired using MSE approach. Leucine 

encephalin (molecular mass = 555.62; 200 pg μL-1 in 1:1 ACN:H2O) was used as a lock 

mass for accurate mass measurements, and a 0.5 mM sodium formate solution was used 

for instrument calibration. Pooled samples were injected every twenty injections. 

 

2.4 Fatty acid profile by GC-FID analysis 

 

Lipid dry extracts were treated with boron trifluoride-methanol for FA derivatization 

before GC analysis. The fatty acid methyl esters (FAME) resuspended in hexane were 

injected in the splitless mode (1 μL) and analyzed by GC in triplicate, using a CP 9001 GC-

FID chromatograph (CHROMPACK, Middelburgburg, ZE, Netherlands) and a capillary 

column CP-Sil 88 (WCOT Fused Silica 59 m × 0.25 mm) as previously reported (CASADEI 

et al., 2014). FA identification was performed by comparing the retention time of sample 

components with authentic FAME standards (Supelco Chemical Co., Bellefonte, PA, USA) 

injected under the same conditions. FA composition was expressed in relation to the 

percentage of total FA and calculated according to the area value of each peak using the 

Chromatostation N2000 system (Surwit Technology Inc., Hangzhou, ZJ, China). GC-FID 

data was expressed as mean ± standard deviation (SD). 

 

2.5 Immunodetection of plasmalogen synthesis enzymes LPCAT4, SCD and GNPAT 

 

In vitro quantitative measurements of LPCAT4 (SEG532Hu 96 Tests), SCD 

(SEF419Hu 96 Tests) and GNPAT (Cat.No: BS9320649) in plasma samples were carried 

out using commercial quantitative sandwich ELISA kits (Cloud-Clone Corp®, Miami, FL, 
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USA for LPCAT4 and SCD; MyBioSource.com, San Diego, CA, USA for GNPAT) 

according to the manufacturer's instructions. ELISA data were analyzed using a Stat Fax 

2100 reader (Awareness Technology, Palm City, FL, USA). The values were processed 

automatically by the program MultCalc (PerkinElmer Life Sciences, Waltham, MA, U.S.A.). 

The analysis was performed in triplicate and for the mean and standard deviation 

calculations, the numerical values of the blank, standards, controls and plasma samples 

were considered. Results were expressed in ng.mL-1. 

 

2.6 Data processing, statistical, biomarker and pathway analyses 

 

Liquid chromatographic MS raw data was processed with Progenesis QI software 

(Waters) for peak detection, alignment, integration, deconvolution, data filtering, ion 

annotation and MSE based putative identification of compounds. The LIPID MAPS 

database was used for this identification with the following search parameters: precursor 

mass error ≤ 5 ppm, fragment tolerance ≤ 10 ppm. Fragmentation score, mass accuracy, 

isotope similarity and the Human Metabolome Database (HMDB) matching were 

considered for the identification of the molecules. Statistical, biomarker and pathway 

analyses were performed using the MetaboAnalyst 4.0 web platform. Univariate and 

multivariate statistical analyses were carried out to find significant differences between 

plasma lipid profiles from CC patients and CTR volunteers. Data were normalized by sum 

and pareto scaled before performing statistics. Fold change (FC), T-test and Volcano plot 

methods were applied for univariate analysis. Only features that fulfilled log2(FC) > 1, p-

value < 0.05 and FDR < 0.05 were considered significant. Principal component analysis 

(PCA) was used for unsupervised, multivariate data analysis, and partial least square 

discriminant analysis (PLS-DA) for supervised multivariate data analysis. The PLS-DA 

model was built using all features and a subsequent model was evaluated by cross 

validation and permutation tests. Variable importance in projection (VIP) from PLS-DA was 

used in addition to hierarchical analysis to construct a heat map. Classical univariate ROC 

(receiver operating characteristic curve) analysis was performed using a linear support 

vector machine (linear-SVM). This analysis was performed with all the features to evaluate 

the AUC (area under the curve). Evaluation of the ROC curve-based model for the 

selected phospatidylserine plasmalogens was also performed in order to verify the 
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potential of these ether lipids as biomarkers. Data from positive and negative modes were 

divided into a training set (70% of samples) and a validation set (30% of samples). 

For GC-FID and imunoassays data, unpaired Student’s t-test and one-way analysis 

of variance (ANOVA) followed by Tukey’s post hoc test were performed using GraphPad 

Instat 3.0 and Prism 8 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) respectively. A 

significance level of p < 0.05 was adopted.  

 

3. RESULTS 

 

3.1 Demographic and clinicopathological characteristics of CC and CTR subjects 

 

Participants in this study included 50 CC and 50 CTR volunteers, aged from 18 to 

80. Among the CC patients, 58% had CC in early stages (TNM staging I and II, 

respectively), 24% had CC at an advanced stage (TNM staging III and IV), and 18% were 

determined as unclassified. Demographic and clinicopathological characteristics of the 

subjects are summarized in Table 1. 

 

 

 

 

  

 CC patients CTR volunteers 

N 50 50 

Sex (M/F) 24/26 25/25 

Age (years) 62.4 ± 9.4 57.2 ± 12.9 

Race (%)   

White 42 (84) 43 (86) 

Black 5 (10) 6 (12) 

Mulatto 3 (6) 1 (2) 

BMI (kg/m
2
) 23.9 ± 6.1 29.2 ± 6.7 

Smoker (%)   

Yes 8 (16) - 

No 16 (32) - 

Ex 12 (24) - 

No information 14 (28) - 

Stages (%)   

I 11 (22) - 

II 18 (36) - 

III/IV 12 (24) - 

No information 9 (18) - 

Table 1: Demographic and clinicopathologic characteristics of CC patients and CTR 

volunteers 
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3.2 Untargeted lipidomic plasma analysis and discrimination between CC patients 

and CTR volunteers 

  

A total of 2,190 features were detected in the positive and 2,528 in the negative 

ionization modes. Compound detection was based on extracted ion chromatograms.  

Principal Component Analysis (PCA) was performed with all features obtained by 

both ionization modes, achieving a good segregation between CC and CTR groups 

(Figures 1A-B).  

 

 

                

 

PLS-DA confirmed the excellent discrimination between the CC patients and CTR 

volunteer groups (Figure 2A, positive mode) with good predictive performances (R2 = 0.90 

and Q2 = 0.89, two components, Figure 2B) and a very significant p value (< 0.001) for the 

permutation test statistics (Figure 2C).  

 

  

Figure 1: PCA scores plot for plasma samples. CC patients (red) and CTR volunteers (green) in the 
positive (A) and negative (B) ion modes.  
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Features were then classified according to their VIP scores in the first component, 

log2 fold change (log2(FC)), p-value, false discovery ratio (FDR) and area under curve 

(AUC), resulting in the selection of 167 statistically significant features in the positive 

ionization mode, and 141 features in the negative ionization mode. Progenesis QI 

identification and HMDB matching resulted in the annotation of 42 out of the 167 

significant features as putative biomarkers for CC plasma samples classification (Table 2). 

 

 

Figure 2: PLS-DA scores plots in the negative ion mode of CTR volunteers (green) and CC patients 
(red). A: 48.2 and 15.7 % represent the scores of components 1 and 2, respectively. B: Performance 
measures of the PLS-DA model (prediction accuracy, R2, and Q2), *best value of Q2 (0.97). C: Permutation 

test statistics at 1000 permutations (p < 0.001). 
 



92 

 

 

 
Table 2: Statistical data of differential features between CC patients and CTR volunteers 

  
 
 

According to the PLS-DA model, glycerophospholipids were the class of compounds 

that most contributed to the separation of groups, accounting for 51% of the classifier 

features, followed by glycerolipids (37%) and minor constituents such as sterols (9%) and 

one fatty acid (3%) (Figure 3A). Within the glycerophospholipids class, 33% was 

composed of phosphatidylserine, 29% of phosphatidylcholine, 24% of 

phosphatidylglycerol, 9% of phosphatidic acids, and 5% of phosphatidylethanolamines 

(Figure 3B). Ether lipids and diacyl phospholipids corresponded to 64% and 36% of the 

glycerolipids, respectively (Figure 3C). Figure 3D shows the differences in the chemical 
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structures of those phospholipids with an emphasis on the three different FAs bound to the 

SN-1 position of the glycerol backbone, namely: i) an ester bond for diacyl phospholipids; 

ii) an ether bond for alkyl-acylphospholipids; iii) a double bond adjacent to the oxygen in 

the ether group for the alkenyl-acylphospholipid, which is defined as a plasmalogen. Alkyl-

acylphospholipids and alkenyl-acylphospholipids are also known as ‘ether lipids’. 

 

 

 
              Figure 3: Distribution of the identified metabolites according to major lipid classes. A: AS = 

androsterone sulfate, AA = apocholic acid, CHL = cholesterol, TA = trihydroxycoprostanoic acid, DG= 
diacylglycerols, TG= triacylglycerols and 16:0 = palmitic acid. B:  Distribution in the class of 

Glycerophospholipids: PS = phosphatidylserine, PC = phosphatidylcholine, PG = phosphatidylglycerol, PA = 
phosphatidic acid and PE = phosphatidylethanolamine. C: Percentages of ether and regular diacyl 
glycerophospholipids in the glycerophospholipid class. D: General chemical structures of glycerophospholipids 

where X = serine, choline, glycerol, H or ethanolamine. The different kinds of binding to the fatty acid moiety of 
the glycerol oxygen in the SN1 position are highlighted.  
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3.3 Metabolic pathway analyses plot 

 

Pathway analysis was performed with the differentiated metabolites (Figure 4). The 

size and the position of the circles show the impact of the metabolite on the pathway. 

Indeed, larger circles, which are also those with higher coordinates values, show more 

prominent impact of those metabolites on the respective pathway. The data indicate that 

the glycerophospholipid and glycerolipid metabolism pathways are significantly involved in 

the differentiation of CC and CTR volunteers. Other pathways, such as that of primary bile 

acids biosynthesis, were also impacted but they were not statistically significant at this 

point.  

 

 

Figure 4: Pathway analysis performed using MetaboAnalyst 4.0. *Pathways with the highest pathway 

impact with p-value < 0.05. (E). 

 

 
 

3.4 Phosphatidylserine plasmalogens as biomarkers for CC diagnostics 

 

PLS-DA revealed the phosphatidylserine plasmalogens PS (P-36:1), PS (P-38:3) 

and PS (P-40:5) as being more abundant in CC than in CTR samples as shown in the 

boxplots of Figure 5A. The ROC curve, constructed with these PS plasmalogens, which 
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plots the sensitivity (true positive rate) as a function of 1-specificity (false positive rate, for 

a 95% confidence interval - CI) is shown in Figure 5B. The model presented an AUC of 

0.998, reflecting the outstanding ability of the selected parameters to distinguish between 

CC and CTR groups. Figure 5C shows the p - value for the permutation test (found to be 

very significant). The resulting support vector machine (SVM) model was applied to 

classify the validation set, correctly classifying 30 out of 35 CTR samples and all cancer 

samples. Therefore, the positive predictive value (PPV) of these plasmalogens is 86.1%, 

the negative predictive value (NPV) is 100%, with a specificity of 85.7%, and a sensitivity 

of 100% for a per-patient analysis. The average accuracy based on 100 cross validations 

was 91.1%. 

 

 
 

 
 
Figure 5: Plasmalogens elected for the biomarker model. A: Boxplots of the phosphatidylserine 
plasmalogens PS (P-36:1), PS (P-38:3) and PS (P-40:5). B: ROC curve (and 95% confidence interval) 
exhibiting an AUC of 0.998 for the plasmalogens predictive model. C: Permutation statistic result for the 

supporting vector machine (SVM) model (p < 0.05). 
 

A 
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3.5 Analyses of fatty acid composition by gas chromatography 

 

Table 3 shows the results for the plasma FA composition of the CTR volunteers and 

CC patients with different cancer stages. The main FA found in all groups were the 

saturated FA (SFA) followed by the n-6 polyunsaturated FA (PUFA) and the mono-

unsaturated FA (MUFA). Slight differences from CTR volunteers were observed according 

to the cancer stage for FA (14:0), which was reduced in stage II, and FA (20:4 n-6), which 

was reduced in stages III/IV. Significant reductions were observed for 22:5 n-3 PUFA for 

CC in stages I and III/IV and 22:6 n-3 for all stages, when compared to the CTR group. No 

statistical differences were observed among the evaluated groups when considering total 

plasma FA composition (SFA, MUFA, n-6 and n-3 PUFA). 

 

Table 3: Fatty acid composition (relative %) of plasma total lipids in CTR volunteers and CC patients in the 
different cancer´s stages 

Fatty acids CTR volunteers Stage I Stage II Stage III/IV 

14:0 3.06 ± 1.63 2.08 ± 0.25 1.64 ± 0.88* 4.51 ± 2.43 

16:0 27.33 ± 4.37 30.23 ± 2.00 30.63 ± 5.79 33.25 ± 3.31 

18:0 7.68 ± 1.44 7.39 ± 0.88 7.62 ± 1.70 7.38 ± 0.92 

∑ SFAs 38.07 ± 7.44 39.70 ± 3.13 39.89 ± 8.37 45.14 ± 6.66 

16:1 n-9 5.08 ± 0.79 4.40 ± 0.81 5.35 ± 2.99 5.50 ± 1.22 

18:1 n-9 20.06 ± 3.36 23.04 ± 1.02 21.25 ± 5.26 19.81 ± 0.88 

∑ MUFAs 25.14 ± 4.15 27.44 ± 1.83 26.60 ± 8.25 25.31 ± 2.10 

18:2 n-6 28.35 ± 5.66 27.96 ± 3.41 27.77 ± 5.75 25.46 ± 1.44 

20:4 n-6 (ARA) 5.12 ± 1.01 3.87 ± 2.69 4.42 ± 2.21 3.33 ± 0.62* 

∑ n-6 PUFAs 33.47 ± 6.67 31.83 ± 6.10 32.19 ± 7.96 28.79 ± 2.06 

18:3 n-3 1.35 ± 1.38 0.30 ± 0.23 0.63 ± 0.32 0.42 ± 0.31 

20:5 n-3 (EPA) 0.54 ± 0.42 0.35 ± 0.08 0.18 ± 0.09 0.21 ± 0.12 

22:5 n-3 (DPA) 0.33 ± 0.19 0.09 ± 0.04* 0.19 ± 0.13 0.18 ± 0.01* 

22:6 n-3 (DHA) 0.63 ± 0.28 0.22 ± 0.15* 0.28 ± 0.07* 0.18 ± 0.04* 

∑ n-3 PUFAs 2.85 ± 2.27 0.96 ± 0.32 1.30 ± 0.54 0.98 ± 0.47 

*p<0.05 compared to the CTR group (mean±standard deviation). SFAs: saturated fatty acids. MUFAs: 
monounsaturated fatty acids. PUFAs: polyunsaturated fatty acids. EPA: eicosapentaenoic acid, DPA: 
docosapentaenoic acid and DHA: docosahexaenoic acid. 
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3.6 GNPAT, SCD and LPCAT4 concentrations determined by ELISA assay 

 

Concentrations of GNPAT, SCD and LPCAT4 in plasma samples from CC patients 

and CTR volunteers are described in Figure 6. ELISA analysis revealed a decrease in the 

concentration of GNPAT in the plasma of CC patients when compared to CTR volunteers 

(p < 0.05). Regarding the concentrations of SCD and LPCAT4, there was no statistical 

difference between the groups. 

 

 

Figure 6:  In vitro quantitative measurement of plasmalogen synthesis enzymes. GNPAT, SCD and 

LPCAT4 concentrations in plasma samples from CC patients and CTR volunteers. * p<0.05. 

 

4. DISCUSSION 

 

This study reports the lipidomic investigation of plasma samples from CC patients 

compared to CTR volunteers in order to detect putative lipid biomarkers with potential to 

differentiate both groups. Fatty acid and enzyme analyses were also used to complement 

the findings and aid the comprehension of the metabolic pathways most impacted by the 

carcinogenesis process. UPLC-MSE data assisted by multivariate analysis showed a clear 

difference between the plasma lipid profile of CC patients and CTR volunteers and 42 

compounds were revealed as the most relevant and statistically significant molecules for 
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discriminating the groups. We found that gender causes some segregation in the CTR 

group but not in CC patients suggesting that this factor is not as important as CC is for the 

discrimination of the groups. 

In the MSE mode of acquisition, MS and MS/MS data are acquired from the same 

single analytical run. Alternating scans are acquired at either low or high collision energy in 

the collision cell thus producing precursor ion and fragments mass information. This 

technique improves the efficiency of the instrument in terms of amount of data produced 

since all analytes will be fragmented without the need of a pre-selection of any analyte m/z 

value in the quadrupole. 

For LC-MS analysis, both positive and negative ionization modes were used. 

Although most of the selected features could be detected in both ionization modes, 

plasmalogen PS (P-40:5) was detected only in the negative one. Thus, considering the 

number of detected features, our data suggest that positive ionization mode should be 

used for this study. On the other hand, for targeted analysis of plasmalogens, negative 

ionization mode should be considered. 

PS was the most prevalent class of glycerophospholipids. PS is an 

immunosuppressive anionic phospholipid whose essential functions are to activate 

important kinases, such as PKC, PDK1 and AKT, and it serves as an interaction molecule 

for several signaling proteins (VALLABHAPURAPU, 2015; DE et al., 2018). The process of 

tumorigenesis involving PS occurs because cancer cells inhibit the maturation of dendritic 

cells and decrease the production of cytotoxic T cells (SHARMA & KANWAR, 2018). 

Overexpression of PS has already been observed in human breast cancer cell lines (MDA-

MB-231-Luc-D3H2LN), glioblastoma (Gli36) and astrocytoma (U371) and CRC (DE et al., 

2018). 

It is also worth noting the relative amount of ether lipids among the list of potential 

glycerophospholipid biomarkers of CC. In humans, the average concentration of ether 

lipids is 20% of the pool of the phospholipids, varying according to the tissue. In this work, 

more than 60% of the pool of glycerophospholipids were ether lipids (BRAVERMAN & 

MOSER, 2012). 

Higher levels of ether lipids in tumors have been described since the late 1960s 

(SNYDER & WOOD, 1969; SNYDER et al., 1966) and since then, many reports have 

correlated these molecules to pathological states such as breast cancer (DEAN & LODHI, 

2018) and to anti-metastatic drugs action mechanisms (JAFFRES et al., 2016).  
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Plasmalogens can be considered as a subset of ether lipids (GLADE & SMITH, 

2015). The ROC curve, constructed to evaluate the potential of PS plasmalogens as 

diagnostic biomarkers, showed excellent sensitivity, 100% (NPV of 100%), meaning that 

all cancer subjects would be positively classified for the disease in our predictive model. 

Therefore, a blood test using this panel of biomarkers could possibly be used before 

colonoscopy, as confirmed by the specificity achieved by this model (PPV of 86.1%). This 

result is in agreement with previous studies that also point to plasmalogens as good 

candidates as biomarkers of cancer disease. However, a higher number of samples must 

be analyzed before that, in order to biologically validate the biomarker characteristics of 

these plasmalogens. These preliminary results are comparable to, or even better than 

other non-invasive and non-radiologic biofluid-based screening methods for CRC, 

especially in terms of sensitivity. The FDA-approved fecal immunochemical test combined 

with stool DNA test (FIT-DNA) showed a sensitivity for detection of CRC of 92.3% 

(specificity of 86.6%), while the blood-based analysis for the presence of circulating 

methylated SEPT9 DNA has shown a sensitivity of 48.2% and a specificity of 91.5% 

(INADOMI, 2017).  

Glycerolipid class evaluation revealed a consistent decrease in DGs and TGs in CC 

patients' plasma. This finding is in agreement with the decrease in body mass index (BMI) 

found in CC patients TISDALE, 2009; DAS & HOEFFER, 2013). A previous study using 

rapid evaporative ionization mass spectrometry (REIM) showed a specific decrease in TG 

(54:0) content in cancer tissue of patients undergoing elective surgical resection for CRC 

(ALEXANDER, 2017). 

Androsterone sulfate, apocholic acid, cholesterol and trihydroxycoprostanoic acid are 

sterols (QUEHENBERGER & DENNIS, 2011) and found in increased amounts in plasma 

samples from CC patients. Statins, the first choice medication to control the low-density 

lipoprotein (LDL) cholesterol levels in the blood, have been successfully tested in CRC 

patient (VOORNEVELD et al., 2017) and in CC stem cells (ZHANG et al., 2017) 

suggesting the participation of this metabolite in cancer progression. 

Trihydroxycoprostanic acid is a C27-bile acid intermediate, which is converted to cholic 

acid in peroxisomes (BERENDSE et al., 2016; WANDERS et al; 1987). Bile acids are 

steroid acids primarily produced by the liver and metabolized by enteric bacteria in the 

colon to form secondary toxic derivatives that have been implicated in the acceleration and 

progression of CRC (GADALETA, 2017; AJOUZ et al; 2014). Recently, a consistent 
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increase in genes for secondary bile acid conversion in CRC-associated microbiomes has 

been reported (THOMAS et al., 2019). Our pathway analysis also reported primary bile 

acid biosynthesis as one of the impacted pathways, albeit without statistical significance at 

this point. Our results are in agreement with the connection between a fat/meat-rich diet 

and CC occurrence hypothesis (AJOUZ et al; 2014). More specific experiments must be 

performed to better explore these results. Androsterone sulfate is a constituent of the 

sulfated sterol fraction of the human blood and the most abundant 5α-androgen (DURY et 

al., 2015; MITAMURA et al., 2005). It has been suggested that the combined levels of 

androsterone sulfate and epiandrosterone sulfate (EpiA-S) could be one of the markers of 

the 5α-reductase activity, an enzyme related to androgen-dependent disease, such as 

prostate cancer (STEERS, 2001). To the best of our knowledge, this is the first time this 

metabolite has been implicated in CC.  

Samples analyses by HPLC-MSE showed lower relative concentration of palmitic 

acid in plasma samples of CC patients when compared to normal control volunteers. 

Depletion of palmitic acid levels has been previously observed in CC plasma samples 

(MESSIAS et al., 2018; KONDO, 2011). Palmitic acid is a key intermediate in the 

biosynthesis of FA. The tumor microenvironment is extremely flexible in its metabolic 

demands, and tumor cells may become dependent on saturated FA uptake during oxygen 

restrictions and unsaturation impairment (ROHRIG & SCHULZE, 2016). 

GC-FID analysis elucidated more information about FA variations according to CC 

stage. The results showed a reduction in the 22:6 n-3 PUFA levels in CC, suggesting that 

the synthesis of PUFA - and possibly its oxidation products - have a proeminent role in 

CC. One possible explanation is the high susceptibility of PUFAs to oxidation due the 

presence of multiple double bonds in them, as previously reported by our group for 

patients with rectal adenocarcinoma (MESSIAS et al., 2018). Lipid peroxidation with the 

formation of reactive compounds, such as malonaldehyde, hexanal, and 4-

hydroxynonenal, lead to changes in the permeability and fluidity of the membrane lipid 

bilayer altering cell integrity (DIX & AIKENS, 1993) and has been described as an 

important determinant of cancer cell function (CARRACEDO et al., 2013; ZAYTSEVA et 

al., 2015). Preliminary data have also reported lower 3 PUFA content in plasma samples 

of CRC (OKUNO et al., 2013) and rectal adenocarcinoma patients (MESSIAS et al., 2018) 

as well as a decrease very-long-chain dicarboxylic acid 28:4 in plasma levels from Italian 

and Brazilian CRC patient cohorts (WOOD et al., 2018). 
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An increased relative abundance of PE (32:2) in CC samples was also observed in 

this study. Accordingly, an increased content of PE(34:4) was found in the tissue analysis 

of colon adenoma by REIMS (rapid evaporative ionization mass spectrometry) 

(ALEXANDER, 2017) PA, showed a dual tendency. While PAs formed by saturated FA 

presented an increase in their relative abundance in CC samples, those PA with 

unsaturated FA (20: 3 and 20:4) were lower in these samples. These findings are in good 

agreement with our GC analysis which showed a significant decrease in the arachidonic 

acid (20:4 n-6) levels, especially at III/IV cancer stages. An increase of saturated PA (34:0) 

was also reported in colon adenomas analyzed by REIM (ALEXANDER, 2017). This 

decrease in polyunsaturated PAs, namely PA (38:3) and PA (40:5) was also previously 

reported in CRC tissue analyzed by Mass Spectrometry Image (MSI) (ROHRIG & 

SCHULZE, 2016). PGs were only detected in unsaturated form and in decreased 

concentrations in CC patients, in agreement with what was found in colorectal tissue 

(ALEXANDER, 2017).  

Enzymatic analysis showed a significant reduction of GNPAT concentration as well 

as a non-significant reduction of SCD in CC patients compared to CTR individuals. In the 

biosynthesis of ether lipids, the peroxisomal enzymes, GNPAT and AGPS generate 1-alkyl 

dihydroxyacetophosphate (1-alkylDHAP) by replacing the acyl chain of 1-acyl-DHAP with a 

fatty alcohol that is synthesized by fatty acyl-CoA reductase 1 (FAR1), a protein anchored 

in the cytoplasmic peroxisome tail (BRAVERMAN & MOSER, 2012; HONSHO et al, 

2010)). Experimental evidence suggests that the rate-limiting step of ether lipids synthesis 

is that of fatty alcohol synthesis by FAR1 that is subject to feedback regulation by cellular 

plasmalogen levels which can induce FAR1 protein degradation (HONSHO et al, 2017). 

Those results underscore the need for more specific studies of the action of those 

enzymes in the altered metabolic pathways related to plasmalogen synthesis in colon 

cancer patients. 

 

5. CONCLUSION 

 

The UHPLC-QTOF-MSE-based untargeted lipidomic study presented here, 

demonstrates a remarkable differentiation between the lipid composition of plasmatic 

samples from CC and CTR volunteers. The alterations described here are in good 

agreement with previously described for other types of cancer, reinforcing the relevance of 
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our findings. Additionally, our prediction model based on plasmalogens of PS indicates 

that these ether lipids can be potential biomarkers of this neoplasia and could find some 

application in routine screening for colorectal neoplasia. The understanding of alterations 

in plasmatic lipidomic profiles and metabolic pathways involved with the arising and grown 

of tumors could lead to the discovery of new approaches for diagnostic, prevent or 

treatment of CC. 
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