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RESUMO 
 

Introdução: Apesar dos avanços no tratamento, cerca da metade dos 

pacientes com câncer de reto (CR) desenvolverá metástase à distância. No 

entanto, as vias biológicas envolvidas na progressão do câncer não são 

totalmente conhecidas. Neste estudo, investigamos os perfis moleculares e 

imunológicos em adenocarcinomas de reto relacionados à progressão 

metastática visando identificar biomarcadores moleculares e/ou alvos 

terapêuticos. 

Pacientes e Métodos: O transcritoma de 15 tecidos de CR metastático (M) e 

não-metastático (NM) pré-tratamento e de duas amostras de tecido de reto 

normais foi avaliado utilizando a plataforma Clariom D. Os genes foram 

considerados diferencialmente expressos quando a alteração de expressão  

era maior que 2 vezes e o valor de p <0,05 e detectados com o pacote limma. 

As funções moleculares e vias biológicas foram determinadas com a 

ferramenta Enricher. Os achados foram validados utilizando dados do TCGA e 

o perfil imunológico determinado com o algorótimo xCell. 

Resultados: A comparação entre os grupos M e NM revelou 52 genes 

diferencialmente expressos, sendo 27 regulados positivamente e 25 regulados 

negativamente. O gene ANLN foi detectado com o maior valor de fold change 

nos tumores metastáticos. Além disso, expressão aumentada de ANLN foi 

associada com menor sobrevida em pacientes com CR. A via do fator de 

crescimento endotelial vascular (VEGF) foi detectada como alterada nos 

tumores M. Validação dos resultados com dados do TCGA confirmou o gene 

ANLN como associado aos tumores do grupo M. Além disso, os genes KIF14, 

XRCC2 e GPX3, que possuem importantes funções na carcinogênese, também 

foram detectados. As populações de células imunes infiltrantes identificadas 

como mais significativas nos tumores M foram células dendríticas 

plasmocitóides (pDC), T-helper 2 (Th2) acompanhadas de diminuição das 

células T reguladoras (Treg), que podem desempenhar um papel na evasão 

imune do câncer, favorecendo a progressão da doença. 



Conclusões: Os perfis transcriptômico e imunológico aqui identificados 

revelaram potenciais marcadores moleculares e alvos para terapia que podem 

ser úteis para a medicina de precisão em pacientes com adenocarcinomas de 

reto. 

Palavras-Chave: Adenocarcinoma de Reto, Progressão Tumoral, Células 

Imunes, Metástase. 



ABSTRACT 
Introduction: Despite advances in treatment, about half of patients with rectal 

cancer (RC) will develop distant metastasis. However, the biological pathways 

underpinning the cancer progression are not fully understood. In this study, we 

sought to identify molecular and immunological profiles in rectal 

adenocarcinomas related to metastatic progression aiming to identify molecular 

biomarkers and/or therapeutic targets. 

Patients and Methods: Transcriptome analysis of 15 pre-treatment metastatic 

(M) and non-metastatic (NM) rectal cancer tissues and two normal rectal tissue 

samples was evaluated using Clariom D platform. Genes were considered 

differentially expressed when presenting 2-fold change and p<0.05 and were 

obtained with limma package . Molecular function and biological pathways with 

the Enricher package. Our findings were validated from the TCGA database 

and the immunological profile was determined using the xCell algorithm. 

Results: The comparison of M with NM groups revealed 52 differentially 

expressed genes, being 27 up-regulated and 25 down-regulated. ANLN gene 

was detected as the top gene upregulated in M tumours. Additionally, ANLN 

overexpression was associated with shorter survival in RC patients. Vascular 

endothelial growth factor (VEGF) pathway was detected as altered in M 

tumours. Cross-study validation with TCGA dataset confirmed ANLN gene as 

associated with M tumours. Furthermore, KIF14, XRCC2 and GPX3 genes, 

which have important carcinogenesis functions, were also detected. The most 

significant infiltrating immune cell populations in M tumours were plasmacytoid 

dendritic cells (pDCc), T-helper 2 (Th2) that together with diminishment of T 

regulatory (Treg) cells, can play a role in cancer immune evasion leading to 

disease progression. 

Conclusions: The transcriptomic and immunological profiles identified here 

revealed potential molecular markers and targets for therapy which can be 

useful for precision medicine in patients with rectal adenocarcinomas. 

 
 

Keywords: Rectal Adenocarcinoma, Tumour Progression, Transcriptome, 

Immune Profile, Metastasis 
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INTRODUÇÃO 
 

Epidemiologia e Fatores de Risco 
 

O câncer colorretal (CCR) é o terceiro tumor mais comum na 

população mundial. Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS) são 

previstos 1.849.528 novos casos de CCR em todo o mundo em 2018 (FERLAY 

et al., 2018; NG et al., 2013). O câncer de cólon representa aproximadamente 

2/3 dos casos registrados, sendo mais comum em mulheres enquanto o câncer 

de reto representa um terço dos casos e é mais comum em homens. Foi 

notada também uma incidência oito vezes maior em pacientes brancos quando 

comparados a pacientes negros para ambos os sítios tumorais (LEE et al., 

2013; TAMAS et al., 2015). Foi também observado um aumento na incidência 

de CCR em pacientes jovens, particularmente em países ocidentais, devido a 

razões ainda em grande parte desconhecidas (DENG, 2017). 

Cerca de 20% dos pacientes apresentam doença metastática ao 

diagnóstico (RIIHIMÄKI et al., 2016). No mundo, CCR é a segunda causa de 

morte por câncer em números absolutos, com aproximadamente 880.792 mil 

mortes em 2018 (FERLAY et al., 2018; NG et al., 2013). O CCR é considerado 

um dos marcadores mais claros de transição econômica em países ocidentais. 

Na ultima década houve um aumento da incidência e da mortalidade em países 

com médio a alto índice de desenvolvimento humano (IDH), particularmente na 

Europa Ocidental, Ásia e América do Sul (ARNOLD et al., 2017). 

No Brasil estima-se que em 2018 ocorrerão 36.360 casos de CCR, 

sendo 17.380 casos em homens e 18.980 em mulheres. Na região sudeste, 

com exceção dos tumores de pele não melanoma, o CCR é o segundo mais 

frequente tanto em homens quanto em mulheres (INCA, 2017).. Além disso, o 

Brasil foi o pais em que foi detectado o maior aumento na incidência de CCR 

na população masculina em todo o mundo (ARNOLD et al., 2017). 

Apesar do câncer de cólon e de reto serem considerados entidades 

diferentes no que se refere à epidemiologia, localização anatômica, origem 

embrionária, evolução clínica, estratégia de tratamentos e mesmo aspectos 
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moleculares, a maioria dos estudos tende a avaliá-los conjuntamente (TAMAS 

et al., 2015). 

Já foi mostrado que a etiologia do câncer de reto é diferente dos 

outros tumores do intestino grosso, os tumores de reto e colón distais estão 

mais relacionados com a ingestão de água proveniente de fontes poluídas, 

alcoolismo e tabagismo (CHEN et al., 2005; DENG, 2017). Já os tumores de 

colón proximal e transverso estão mais fortemente relacionados com dieta ricas 

em gorduras e alimentos de origem animal, sedentarismo e obesidade (DENG, 

2017; TAMAS et al., 2015). 

 
 

Histopatologia e Aspectos Clínicos do Câncer de Cólon e de 
Reto 

Aproximadamente 90% dos casos de CCR são classificados como 

adenocarcinomas (World Cancer Research Fund International, 2012), 

originados de células epiteliais da mucosa colorretal (FLEMING et al., 2012). 

Eles podem ainda ser classificados em tubular, viloso e misto (PASCHKE et al., 

2018). Outros tipos de câncer mais raros são os musinosos, de células 

escamosas, de fuso celular, carcinomas não diferenciados e carcinoma de 

células de anel de sinete (NAGTEGAAL; HUGEN, 2015; PASCHKE et al., 

2018). São observadas diferenças na histologia dos cânceres de cólon e de 

reto, lesões na mucosa com componente vilosos são mais comuns nos  

tumores de reto do que nos outros sítios do intestino grosso e apresentam 

maior potencial de transformação maligna o que mostra que podem haver vias 

moleculares distintas envolvidas na carcinogênese do colón direito, colón 

esquerdo e reto (KONISHI et al., 1999). 

O estadiamento do CCR é feito através do sistema TMN da 

American Joint Committee on Cancer (AJCC) que se baseia no tamanho do 

tumor e disseminação para os tecidos próximos (Tis – T4b), número de 

linfonodos regionais acometidos por metástase (N0 - N2) e presença e número 

de metástases à distância (M0 – M1b); os tumores são então classificados em 

estadios anatomopatológicos (I – IVB) do melhor para o pior prognóstico 
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(GLIMELIUS et al., 2013; HOFMEISTER et al., 2016). O status TNM se 

mostrou fortemente associado com a sobrevida, com uma maior diferença 

observada em pacientes com tumores T2 vs T4 (16,5 meses e 8 meses, 

respectivamente) e N0 vs N2 (19 meses e 8 meses, respectivamente) 

(RIIHIMÄKI et al., 2016). Além disso, invasão vascular extramural detectada  

por ressonância magnética está associada com pior prognóstico, 

principalmente com desenvolvimento de metástase à distância (GLIMELIUS et 

al., 2013). 

Em um cenário ideal o processo de estadiamento é realizado a partir 

de colonoscopia, biópsia, tomografia, ultrassom e exames bioquímicos e 

refeitos após a conclusão da terapia neoadjuvante (HOFMEISTER et al., 2016). 

O tratamento para tumores da porção proximal do reto é a ressecção cirúrgica 

primária, porém em tumores na porção distal uma terapia local mais agressiva 

é utilizada no tratamento. Para o câncer de reto localmente avançado, 

radioterapia ou quimio-radioterapia neoadjuvante seguida de cirurgia de 

excisão mesorretal total é o tratamento padrão, porém apresenta uma taxa de 

recorrência local de 10% em cinco anos (MASSARWEH; ARTINYAN; CHANG, 

2016; VAN CUTSEM et al., 2016). 

Outro ponto muito importante são as diferenças nos padrões 

metastáticos dos tumores de cólon e de reto. Um estudo que incluiu dados de 

autópsia de 1.675 pacientes com CCR metastático mostrou que as metástases 

abdominais são mais frequentemente associadas com tumores de cólon, 

enquanto as metástases em sítios extra-abdominais são mais frequentes nos 

tumores de reto (HUGEN et al., 2014). Isso se deve a drenagem venosa das 

regiões, no colón e partes altas do reto o sangue é drenado pelo sistema porta 

hepático, já as regiões media e baixa do reto o sangue é drenado pela veia 

inferior do reto, que se liga na veia cava inferior, sendo transportado 

diretamente para o pulmão (ABREU et al., 2011). Logo não é surpreendente 

que os principais sítios metastáticos sejam o fígado e peritônio para os tumores 

de cólon e pulmão e ossos para os tumores de reto (KORNMANN et al., 2013; 

RIIHIMÄKI et al., 2016). 
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Com os avanços no tratamento do CCR, observou-se uma 

heterogeneidade na evolução clínica dos pacientes, mesmo dentre aqueles 

com características histopatológicas semelhantes. Assim, estudos genéticos e 

epigenéticos têm sido conduzidos para identificação dos mecanismos 

moleculares associados ao desenvolvimento e progressão dos CCR, com 

intuito de identificar os pacientes de risco e aprimorar o tratamento destes 

indivíduos. 

Genética molecular dos CCR 
 

Aproximadamente dois terços de todos os casos de CCR são 

esporádicos onde o surgimento da doença se dá devido à combinação de 

diversos fatores genéticos e epigenéticos (CARETHERS; JUNG, 2015). Nos 

últimos 30 anos houve um notável progresso na compreensão das vias 

moleculares envolvidas na transformação maligna dos tumores  colorretais. 

Este conhecimento tem mudado as estratégias de diagnóstico e tratamento do 

CCR (OBUCH; AHNEN, 2016). 

O modelo de progressão do carcinoma colorretal foi proposto por 

Volgestein e colaboradores em 1990. O adenocarcinoma seria o resultado da 

progressão de um adenoma para carcinoma em decorrência do acúmulo de 

alterações genéticas e epigenéticas que levam a instabilidade cromossômica e 

desequilíbrio de funções celulares que favorecem a carcinogênese. Neste 

modelo foi descrito que mutações no oncogene KRAS e perda de heterozigose 

(LOH - do inglês Loss of Heterozygosity) no locus do gene supressor tumoral 

APC ocorrem incialmente no processo de tumorigênese; ao passo que LOH em 

18q e em 17p (TP53) ocorrem mais tardiamente no processo de formação do 

CCR (FEARON; VOGELSTEIN, 1990). Entretanto, esses eventos isoladamente 

não conseguem explicar a complexidade e a heterogeneidade da progressão 

no CCR. 

O conhecimento acumulado sobre as alterações moleculares 

presentes no CCR mostrou três principais vias genéticas e epigenéticas 

envolvidas na carcinogênese colorretal (Figura 1) instabilidade cromossômica 

(chromosomal instability – CIN), instabilidade de microssatélites (MSI), e 
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fenótipo metilador das ilhas CpG (CpG island methylator phenotype - CIMP) 

(revisado em TAMAS et al., 2015)(DEEN et al., 2016). Essa vias também 

apresentam frequências diferentes entre os CCR (PASCHKE et al., 2018). 
 
 
 
 

 
Figura 1. Modelo de progressão de adenoma a carcinoma no câncer 

colorretal.(Figura retirada de WALTHER et al., 2009) 

 
 

A instabilidade cromossômica é caracterizada principalmente por 

aneuploidia e LOH, e é observada principalmente nos tumores de reto e cólon 

distal (SANZ-PAMPLONA et al., 2011). CIN é observada em cerca de 70% dos 

CCR esporádicos, com ganhos e perdas de  grandes regiões cromossômicas 

ou até de cromossomos inteiros. Essas alterações favorecem o surgimento de 

aneuplodias e perdas de heterozigoses (LOH) e, consequentemente, defeitos 

na segregação das cromátides, instabilidade dos telômeros e dano ao DNA. 

Sua causa exata ainda não é conhecida, porém mutações nos oncogênes e 

genes supressores como APC, TP53, KRAS, CTNNB1 e PIK3CA estão 

associadas (PINO; CHUNG, 2010). 

Instabilidade de microssatélites (MSI) está associada com a 

inativação de genes que mantêm a estabilidade do DNA e fazem o reparo de 

erros de replicação do DNA. É mais comum nos tumores de cólon proximal e é 

resultante principalmente de hipermetilação do promotor do gene MLH1, 



14  

levando ao silenciamento deste gene (NAWA et al., 2008). Os CCR são 

divididos em três categorias, positivos para instabilidade de microssatélites 

(MSI), instabilidade alta (MSI-H - Microsatellite Instability-High) e 

microssatélites estáveis (MSS), sendo que aproximadamente 15% dos CCR 

são MSI. Pacientes com tumores com MSI são em geral mais velhos e 

apresentam, além da mutação em BRAF (V600E), ausência da expressão 

proteica de MLH1 e PMS2, acumulo de mutações em genes com sequencias 

repetitivas como TGFBR2, IGFR2, BAX e E2F4 (JORISSEN et al., 2008). 

Tumores com estas alterações se mostram resistentes ao tratamento com 

inibidores de EGFR. Além disso, apresentam infiltrado linfocitário intenso, 

sugestivo de uma forte resposta imune antitumoral. Tumores com MSI em geral 

apresentam melhor prognóstico (revisado em GRAHAM et al., 

2016)(SINICROPE; SARGENT, 2012). 

Os tumores com o fenótipo metilador das ilhas CpG (CIMP) são 

caracterizados pelo excesso de ilhas hipermetiladas, resultando na inativação 

de diversos genes supressores tumorais, como o CDKN2, que codifica p16 

(MOJARAD et al., 2013). Este tipo de alteração epigenética ocorre mais 

frequentemente em adenocarcinomas serrilhados sésseis do cólon proximal e é 

frequentemente acompanhada de MSI, usualmente há hipermetilação do gene 

MLH1 (SANZ-PAMPLONA et al., 2011). CIMP também pode ser encontrada 

com menos frequência nos adenocarcinoma serrilhados tradicionais do cólon 

distal e reto, onde o gene hipermetilado é o MGMT (O-6-methylguanine-DNA 

methyltransferase), um gene importante com função de reparo do DNA 

principalmente a agentes alquilantes (revisado em TAMAS et al., 2015). Os 

tumores do subgrupo CIMP ocorrem com maior frequência em pacientes do 

sexo feminino e em pacientes mais velhos. Estes tumores apresentam alta taxa 

de mutações nos oncogenes KRAS ou BRAF, porém não apresentam mutação 

no gene supressor tumoral TP53 (revisado em MOJARAD et al., 2013). 

Em 2012, foi publicado um estudo conduzido pelo consórcio The 

Cancer Genome Atlas (TCGA) (WEINSTEIN et al., 2013) que mostrou a 

caracterização molecular de amostras de CCR (N=276) integrando dados 

genômicos, transcritômicos e epigenômico. A análise genômica, resultante da 

comparação de 224 CCR e tecidos adjacentes pareados, mostrou uma baixa 
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taxa de mutação em 84% das amostras de CCR, que foi definida como tumores 

não-hipermutados. Os 16% restantes mostraram altas taxas de mutação e 

foram definidos como tumores hipermutados. Entre os tumores não- 

hipermutados, os oito genes com maior frequência de mutação foram APC, 

TP53,  KRAS,  PIK3CA,   FBXW7,  SMAD4,  TCF7L2   e   NRAS.  Os   tumores 

hipermutados por sua vez apresentaram mais frequentemente mutação nos 

genes ACVR2A, APC, TGFBR2, MSH3, MSH6, SLC9A9 e TCF7L2, juntamente 

com a mutação em BRAF (V600E). Curiosamente, os genes APC e TP53, 

frequentemente mutados nos tumores não-hipermutados (60% e 81% 

respectivamente), apresentaram menor frequência de mutação nos tumores 

hipermutados (20% e 51% respectivamente). Cerca de 75% dos tumores 

hipermutados apresentaram também alta MSI-H, com hipermetilação e 

silenciamento do gene MLH1; os 25% restantes apresentaram mutações 

somáticas no gene de reparo POLE. Foi observado também que o perfil de 

mutações dos tumores não-hipermutados era semelhante entre câncer de 

cólon e de reto, porém 75% dos tumores hipermutados, e a maioria dos 

tumores com hipermetilação, eram originárias do cólon proximal. Esses dados 

sugerem que os tumores não-hipermutados correspondem ao subgrupo CIN e 

os tumores hipermutados ao subgrupo MSI. 

Em 2015, a partir dos perfis de expressão de um grande número de 

tumores, incluindo os tumores do TCGA foram definidos os quatro subtipos 

moleculares do câncer de colón e reto (consensus molecular subtypes) 

(GUINNEY et al., 2016). São eles; CMS1 (MSI imune), CMS2(Canônico), 

CMS3 (Metabólico) e CMS4 (Mesenquimal). O subgrupo CMS1 (MSI imune), 

que compreendia 14% dos tumores, tem como características predominantes a 

instabilidade de microssatélites (MSI) acompanhada de CIMP muito prevalente, 

hipermutação, e perfil transcricional associado a forte ativação da resposta 

imune, pior taxa de sobrevida após recidiva do tumor. Esse subtipo é mais 

comum em tumores de colón ascendente. O subtipo CMS2 (canônico) foi 

identificado em 37% dos tumores, sendo mais comum nos tumores das regiões 

de colón sigmoide e reto; apresenta um perfil transcricional associado à 

diferenciação epitelial, variações do número de cópias genômicas (SCNV – 

Somatic Copy Number Variation) e ativação das vias de sinalização de WNT e 
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MYC. Ganhos e/ou amplificações em oncogenes e perdas cromossômicas em 

genes supressores tumorais foram também observadas neste subtipo 

molecular. O subtipo CMS3 (metabólico) incluiu 13% dos casos e apresenta 

status misto de MSI, baixa incidência de SNCV e CIMP, mutações em KRAS e 

desregulações metabólicas; esse subtipo tem um perfil transcricional 

semelhante ao subtipo metabólico descrito em câncer gástrico e é um dos 

subtipos menos comuns. Por último, o subtipo CMS4 (mesenquimal), 

compreendendo 23% dos tumores, apresenta aumento de expressão de genes 

associados à transição epitélio-mesênquima (TEM) e uma assinatura de 

ativação da via de sinalização do TGF-β, bem como de angiogênese, 

remodelamento de matriz extracelular, infiltração estromal e pior sobrevida. 

Interessantemente, 13% dos casos apresentaram aspectos mistos, que os 

autores atribuíram a um provável fenótipo de transição ou heterogeneidade 

intratumoral (GUINNEY et al., 2016; LOREE et al., 2018). 

Apesar da contribuição destes estudos para o conhecimento dos 

mecanismos moleculares associados com o desenvolvimento dos tumores 

colorretais, as alterações associadas com a progressão metastática ainda não 

são completamente conhecidas. Sabe-se que o processo envolve uma série de 

eventos conhecidas como cascata de invasão e metástase, cujas bases 

biológicas e moleculares ainda não estão completamente estabelecidas 

(LAMBERT; PATTABIRAMAN; WEINBERG, 2017). Um número crescente de 

evidências sugere que alterações epigenéticas, e não mutações em drivers 

metastáticos, são os eventos predominantes para a aquisição do fenótipo 

metastático. As alterações epigenéticas participam da regulação de sinais 

oncogênicos associados com a disseminação do tumor (MASSAGUÉ; 

OBENAUF, 2016; PATEL; VANHARANTA, 2016). 

Há poucos relatos de perfil transcricional de CCR de pacientes 

brasileiros. Estudos avaliaram perfil de expressão gênica em 25 CR para 

identificar genes associados com resposta à terapia neoadjuvante e 

identificaram 27 genes diferencialmente expressos, porém nenhum 

classificador foi capaz de identificar corretamente os casos respondedores dos 

não respondedores (LOPES-RAMOS et al., 2015). 
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Carvalho et al. (2017) avaliaram a expressão dos genes EGFR e 

KRAS, em amostras de 50 CCR e 20 tecidos adjacentes não neoplásicos. 

Porém, não foi detectada diferença na expressão de EGFR e KRAS 

(CARVALHO et al., 2017) 

Contexto imunológico e prognóstico no CCR 
 

Tumores não são simplesmente massas de células malignas. Além 

das células tumorais, o microambiente do tumor, que, entre outros tipos 

celulares, inclui as células imunes, tem papel fundamental na progressão do 

tumor. Os infiltrados imunes dos tumores são compostos por diferentes células 

associadas com a resposta imune inata e adaptativa, cuja distribuição varia 

entre diferentes tumores e mesmo no mesmo tipo tumoral, sendo associados 

com o prognóstico em diversos tumores, inclusive em CCR (BERNTSSON et 

al., 2017; GALON et al., 2006; MLECNIK et al., 2016). 

A presença de um maior infiltrado imune foi associada com tumores 

que apresentavam menor invasão vascular, linfática e perineural (IVLP). A 

resposta imune protetora é mediada pelas células T de memória efetora. Níveis 

aumentados de células T CD8+, T CD4+, T CD3+, Th1 e Interferon γ (IFN- γ) 

foram observados em CCR negativos para IVLP, sendo que níveis ainda mais 

altos foram observados nos tumores de pacientes que não apresentaram 

recidiva. Por outro lado, estágios avançados de invasão linfonodal em CCR 

foram associados com baixa densidade do marcador de células imune naive 

CD45RA, essa associação foi detectada como um fator prognóstico 

independente para sobrevida nestes tumores (PAGÈS et al., 2005). 

A imunoterapia tem ganhado cada vez mais destaque no tratamento 

do câncer, para tanto, a correta seleção dos candidatos é fundamental, o que 

aumenta a atenção para relação dos aspectos tumorais moleculares e status 

imunológico, inclusive nos CCRs (RILEY et al., 2018). Resultados promissores 

têm sido obtidos com os inibidores de checkpoint imune, anticorpos 

direcionados para moléculas que inibem o sistema imune, impedindo a ação 

dos linfócitos T, tais como CTLA-4, PD-1 e seu ligante PD-L1. A interação entre 

PD-1/PD-L1 tem um papel fundamental na supressão da resposta de linfócitos 
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T in vivo, especialmente no microambiente tumoral, porém apenas uma 

pequena parcela de pacientes pode se beneficiar deste tipo de terapia 

(TOPALIAN et al., 2016). 

Recentemente a FDA (Food and Drug Administration) aprovou para 

uso o nivolumab e pembrolizumab, dois bloqueadores no checkpoint imune de 

PD-1 para tratamento de pacientes de CCR com alta instabilidade de 

microssatélites (MSI+). E no caso do pembrolizumab, para todos os pacientes 

MSI+ ou com deficiência em mismatch repair (MMR-D). Respostas eficazes e 

duradouras foram observadas no tratamento de pacientes de câncer de 

endométrio, estômago e CCR. Inclusive a combinação de anti-PD-1 

(nivolumab) e anti-CTLA4 (ipilimumab) se mostrou eficaz no tratamento de 

pacientes de CCR metastático, promovendo resposta clínica duradoura e 

melhor sobrevida em CCR metastáticos MSI+ e MMR-D (GRASSO et al., 2018; 

NISHINO et al., 2017; OVERMAN et al., 2017). Porém a maioria dos casos de 

CCR, incluindo a maioria dos tumores de reto, são tumores que apresentam 

estabilidade de microssatélites (MSS), que apresentam baixas taxas de 

infiltração de linfócitos T e não respondem ao tratamento com bloqueadores do 

checkpoint imune (MERLANO et al., 2017) 

Assim, a quantificação das diferentes populações de células imunes 

infiltrantes pode auxiliar na compreensão dos mecanismos que coordenam a 

resposta imune antitumor, com vistas ao desenvolvimento de novas terapias. 

Os métodos tradicionais de quantificação do infiltrado imune são 

imunohistoquímica, imunofluorêscencia e citometria de fluxo (FINOTELLO; 

TRAJANOSKI, 2018). Ferramentas de bioinformática têm sido usadas para 

quantificar as subpopulações celulares do infiltrado inflamatório no tecido 

tumoral a partir de dados de expressão gênica global (HACKL et al., 2016). 

O método mais comum para análise do perfil imune é a análise de 

enriquecimento de grupos de genes (GSEA). O resultado é avaliado por meio 

de escores de enriquecimento, onde os extremos (escore alto e baixo) indicam 

genes mais ou menos expressos, respectivamente, para cada população 

celular investigada. Um uso alternativo desse método é a analise de 

enriquecimento para amostra única (ssGSEA), onde escores individuais de 
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enriquecimento são obtidos para cada amostra avaliada. Esse método foi 

utilizado pelo algoritmo xCell (ARAN; HU; BUTTE, 2017), cuja principal 

vantagem é não exigir um número grande amostras tornando-se aplicável em 

um número maior de estudos. 

Outro método utilizado é o método de deconvolução, onde a partir  

de uma matriz de expressão gênica são estimadas proporções das populações 

de células nas amostras avaliadas, seguido pela normalização dos dados. Uma 

plataforma que utiliza esse método é a CIBERSORT que utiliza uma matriz de 

expressão com 22 subpopulações imunes como assinatura. Para a 

comparação das amostras de interesse é usado um vetor de suporte linear que 

diminuir os sinais de interferência nas análises (NEWMAN et al., 2015). 

Assim, algoritmos como CIBERSORT (NEWMAN et al., 2015), 

TIMER (LI et al., 2017), MCP-counter (BECHT et al., 2016b), xCell (ARAN; HU; 

BUTTE, 2017) e EPIC (RACLE et al., 2017) são capazes de quantificar 

indiretamente subpopulações de células imunes infiltrantes do tumor,  

auxiliando na compreensão do contexto imunológico dos tumores. A Tabela 1 

mostra um resumo das principais características destes algoritmos. 

Em resumo, análise de células imunes infiltrantes tumorais pode 

servir como um biomarcador prognóstico. Além disso, os linfócitos T são 

populações celulares heterogêneas, além de outras células do sistema imune, 

como células natural killers (NK), linfócitos B, células dendríticas e macrófagos, 

também podem ter um papel relevante na progressão tumoral. Assim mais 

estudos são necessários para melhor compreensão das interações tumor- 

sistema imune, bem como para sua aplicação clínica como biomarcadores. 

Desta forma, o objetivo principal deste estudo é identificar assinaturas 

moleculares e perfis imunológicos distintos associados com a progressão 

metastática nos adenocarcinomas de reto. 



 

 
 
Tabela 1. Descrição dos principais algoritmos de predição de populações imunes utilizando dados de transcritoma. 

 
Plataforma Método de Estimativa Populações Celulares Disponibilidade Autores 

 
xCell 

 
ssGSEA 64 populações imunes e 

não imunes 
http://xcell .ucsf.edu/ (Script R e 

ferramenta online) 
ARAN, D et. al. 

2017. 

 

MCP-counter 

 
Médias geométricas de 

expressão de 
marcadores gênicos 

 
8 populações imunes, 
fibroblastos e células 

endoteliais 

 
http://githu b.com/ebech 
t/MCPcounter (Script R) 

 
BECHT et. al. 

2016. 

 

CIBERSORT 

 

Vetor de suporte linear 

 

22 populações imunes 

 
https ://ciber sort.stanf ord.edu/ 
(Script R e ferramenta online) 

 
NEWMAN et. al. 

2015. 

 
TIMER Regressão linear dos 

quadrados mínimos 

 
6 populações imunes https://cistrome.shinyapps.io/timer/ 

(Ferramenta online) 

 
LI et. al. 2017. 

 

EPIC 
Regressão dos 

quadrados mínimos 
restrita 

6 populações imunes, 
fibroblastos, células 

endoteliais e células não 
  caracterizadas  

 
https://gfellerlab.shinyapps.io/EPIC 
_1-1/ (Script R e ferramenta online) 

 
RACLE et. al. 

2017. 
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CONCLUSÕES 

 
Neste estudo o perfil transcritômico permitiu identificar genes 

associados com a progressão metastática que no futuro poderão ser utilizados 

como biomarcadores para predição do prognóstico de pacientes com 

adenocarcinoma de reto. Dentre eles, aumento de expressão do gene ANLN 

mostrou-se associado aos tumores metastáticos e relacionado com pior 

sobrevida no câncer de reto. Este gene foi também identificado na validação 

com dados do TCGA. Foi possível identificar os subtipos moleculares CMS nas 

amostras do TCGA, no entanto como a predição dos subtipos moleculares é 

dependente do tamanho amostral, não foi possível identificá-los em nossas 

amostras de CR. O algoritmo xCell mostrou-se eficiente para identificação de 

populações celulares nos tumores utilizando tanto dados de RNAseq quanto de 

microarray. Os tumores de reto metastáticos mostraram-se enriquecidos para 

células dendríticas plasmocitóides, linfócitos Th2 e T reguladores, consistente 

com mecanismos de evasão imune tumoral, que podem facilitar a progressão 

do câncer. Em conjunto foi possível identificar alterações moleculares e 

imunológicas associadas com a progressão metastática nos tumores de reto 

que podem ter futura aplicação na medicina de precisão. 
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