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RESUMO 

 

O c©ncer colorretal (CCR) ® o terceiro mais incidente no mundo e o segundo em 

mortalidade. Sua complexa carcinog°nese ® marcada por altera­»es epigen®ticas, como a 

metila­«o das ilhas CpG (fen·tipo CIMP), e por fatores de risco relacionados ao estilo de vida 

que promovem um estado inflamat·rio cr¹nico favor§vel ¨ progress«o tumoral. Este estudo 

transversal, descritivo e anal²tico teve como objetivo descrever a frequ°ncia de fen·tipos de 

hipermetila­«o tecidual e avaliar o perfil de citocinas s®ricas em pacientes com c©ncer colorretal 

atendidos na Funda­«o Centro de Controle de Oncologia do Amazonas (FCECON), al®m de 

analisar dados sociodemogr§ficos, cl²nicos e patol·gicos dos 59 pacientes inclu²dos.  A an§lise 

de metila­«o foi realizada por qPCR utilizando pain®is de genes-alvo, e a quantifica­«o de 

citocinas por citometria de fluxo. Nas amostras teciduais (N=35), n«o foram observadas 

diferen­as estatisticamente significativas na metila­«o dos genes CDKN2A e RUNX3, 

sugerindo heterogeneidade epigen®tica. Nas amostras de plasma (N=57), o perfil de citocinas 

apresentou resultados distintos: concentra­»es mais elevadas de IL-10 em tumores de c·lon 

esquerdo, IL-17A em c·lon direito, IL-6 em est§gios avan­ados e IL-8 na presen­a de 

met§stase. No subgrupo de 35 pacientes, observou-se correla­«o negativa entre a metila­«o de 

RUNX3 e os n²veis de IL-2, al®m de correla­»es positivas entre os pares IL-6/IL8, IL-6/IL-

12p70, IL-1ɓ/TNF e IL-4/IFN-y. A an§lise de regress«o m¼ltipla indicou que IL-10 foi preditora 

independente da localiza­«o tumoral. Esses achados refor­am a intera­«o entre mecanismos 

epigen®ticos e imunes no CCR, sugerindo caminhos promissores para futuras investiga­»es que 

aprofundem a compreens«o dos mecanismos moleculares da doen­a. 

 

Palavras chaves: c©ncer colorretal; metila­«o; citocinas; Amazonas. 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

ABSTRACT  

 

Colorectal cancer (CRC) is the third most common cancer worldwide and the second 

leading cause of cancer mortality. Its complex carcinogenesis is marked by epigenetic 

alterations, such as CpG island methylation (CIMP phenotype), and lifestyle-related risk factors 

that promote a chronic inflammatory state favorable to tumor progression. This cross-sectional, 

descriptive, and analytical study aimed to describe the frequency of tissue hypermethylation 

phenotypes and evaluate the serum cytokine profile in patients with colorectal cancer treated at 

the Amazonas Oncology Control Center Foundation (FCECON), in addition to analyzing 

sociodemographic, clinical, and pathological data from the 59 patients included. Methylation 

analysis was performed by qPCR using target gene panels, and cytokine quantification by flow 

cytometry. In tissue samples (N=35), no statistically significant differences were observed in 

the methylation of the CDKN2A and RUNX3 genes, suggesting epigenetic heterogeneity. In 

plasma samples (N=57), the cytokine profile showed distinct results: higher concentrations of 

IL-10 in left colon tumors, IL-17A in right colon tumors, IL-6 in advanced stages, and IL-8 in 

the presence of metastasis. In the subgroup of 35 patients, a negative correlation was observed 

between RUNX3 methylation and IL-2 levels, as well as positive correlations between the IL-

6/IL8, IL-6/IL-12p70, IL-1ɓ/TNF and IL-4/IFN-y pairs. Multiple regression analysis indicated 

that IL-10 was an independent predictor of tumor location. These findings reinforce the 

interaction between epigenetic and immune mechanisms in CRC, suggesting promising 

avenues for future investigations to deepen the understanding of the molecular mechanisms of 

the disease. 

 

Keywords: colorectal cancer; methylation; cytokine; Amazonas. 
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1 INTRODU¢ëO 

 

O c©ncer colorretal (CCR) ® o terceiro tipo de c©ncer mais frequente em todo o mundo 

com uma incid°ncia de mais de 1,9 milh»es de casos novos e o segundo maior em n¼meros de 

mortes com estimativa de 935 mil mortes em 2020 (Sung et al., 2021). 

No Brasil, excluindo os casos de c©ncer de pele n«o melanoma, o CCR ocupa a terceira 

posi­«o de c©ncer mais frequente. Estima-se um risco de 21,10 casos novos a cada 100 mil 

habitantes para cada ano do tri°nio de 2023 a 2025 (INCA, 2023). 

No Amazonas, o CCR ® o terceiro tipo de c©ncer mais comumente diagnosticado e as 

estimativas por sexo indicam que as mulheres s«o mais suscet²veis ao CCR, correspondendo a 

uma taxa de incid°ncia de 7,47 casos, a cada 100 mil mulheres, enquanto os homens 

correspondem a 6,20 casos a cada 100 mil homens. Em Manaus, as estimativas demonstram 

que a taxa bruta de incid°ncia de casos de CCR s«o de 11,55 e 8,81 casos a cada 100 mulheres 

e homens, respectivamente (INCA, 2023). 

O CCR ® uma doen­a caracterizada pelo ac¼mulo sucessivo de altera­»es gen®ticas e 

ou epigen®ticas, algumas das quais s«o respons§veis pela ativa­«o da oncog°nese ou inativa­«o 

de genes oncosssupressores capazes de conduzir a evolu­«o maligna do epit®lio normal para 

les»es neopl§sicas precoces (De Palma et al., 2019). 

Pelo menos tr°s vias moleculares principais s«o descritas para o desenvolvimento do 

CCR, sendo a instabilidade cromoss¹mica, caracterizada por aneuploidia ou anormalidades 

cromoss¹micas estruturais, instabilidade de microssat®lites (MSI) que ® causada pela disfun­«o 

dos genes de reparo de incompatibilidade do DNA e a metila­«o da ilha CpG, um mecanismo 

epigen®tico no qual h§ uma adi­«o de um grupo metil (CH3) no carbono 5 das bases 

nitrogenadas citosinas pela a­«o de enzimas denominadas DNA metiltransferases (DNMTs) 

(Harada; Morlote, 2020). 

Nas ¼ltimas d®cadas, foram descritos v§rios fatores de risco modific§veis e n«o 

modific§veis que aumentam ou diminuem o risco do desenvolvimento do CCR. Dentre eles, 

s«o citados os fatores ambientais e estilo de vida como respons§veis pelo aumento do 

desenvolvimento do CCR. Os quais inclui a obesidade, inatividade f²sica, dieta inadequada, 

tabagismo e consumo de §lcool (Ionescu et al., 2023; Rawla; Sunkara; Barsouk, 2019). 

Al®m disso, certos componentes da dieta (referidas como dietas inflamat·rias) t°m 

influ°ncia no estado inflamat·rio gastrointestinal e sist°mico, levando o aumento de n²veis de 
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citocinas como interleucina 1 (IL-1), IL-6 e fator de necrose tumoral TNF-Ŭ. Esses mediadores 

inflamat·rios podem atuar como fatores pr·-oncog°nicos por meio da ativa­«o de vias de 

sinaliza­«o oncog°nica (Czajka-Francuz et al., 2021; Liu, Li et al., 2017). 

A inflama­«o pode iniciar a tumorig°nese atrav®s de danos no DNA na aus°ncia de 

quaisquer carcin·genos ex·genos, bem como pode afetar genes relacionados ao c©ncer atrav®s 

de mecanismos epigen®ticos que resultam no silenciamento de importantes genes supressores 

tumorais (Maiuri; OôHagan, 2016). Por exemplo, IL-1ɓ, IL-6 e TNF-Ŭ controlam a express«o 

das DNA metiltransferases DNMT1 e DNMT3, levando assim a altera­»es no padr«o de 

metila­«o e express«o de genes envolvidos nas vias de CCR (Grivennikov, 2013; Li, J. et al., 

2020). 

Sabe-se ainda que em mam²feros, a metila­«o do DNA ocorre quase exclusivamente em 

citosinas (Cs) que s«o seguidas de guaninas (Gs), chamado de dinucleot²deo CpG. Muitos 

CpGôs s«o encontrados no que s«o conhecidas como ilhas CpG e estas tendem a ser encontradas 

nos promotores de genes. A regra geral ® que as ilhas CpG, tendem a ser protegidas da 

metila­«o. No entanto, se for encontrado metila­«o nas ilhas CpG em regi»es de genes 

supressores de tumor, isto induz a inibi­«o dos fatores de transcri­«o promovendo o 

silenciamento da express«o g°nica (Illingworth; Bird, 2009; Edwards et al., 2017).  

Ent«o no c©ncer, em vez de se observar o mesmo tipo de composi­«o de metila­«o do 

DNA que se t°m em uma c®lula normal, as ilhas CpG s«o hipermetiladas  e quando associado 

ao promotor de genes supressores de tumor causa a inativa­«o transcricional desses genes e 

leva ao desenvolvimento e progress«o do c©ncer (Gokul; Khosla, 2013; Jin; Liu, 2018). 

Nesse contexto, o presente estudo visa investigar o perfil de metila­«o de genes alvos, 

bem como as concentra­»es s®ricas de citocinas inflamat·rias em pacientes com c©ncer 

colorretal atendidos na Funda­«o Centro de Controle de Oncologia do Amazonas (FCECON), 

buscando ampliar o entendimento das intera­»es entre os mecanismos epigen®ticos e 

imunol·gicos no microambiente tumoral e sua poss²vel rela­«o com caracter²sticas cl²nicas e 

patol·gicas da doen­a. 
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2 REFERENCIAL TEčRICO 

 

2.1 Epidemiologia do c©ncer de colorretal 

 

O c©ncer colorretal (CCR) ® um problema de sa¼de global, sendo o terceiro tipo de 

c©ncer mais comumente diagnosticado e o segundo maior em n¼meros de mortes. Com 

estimativa de 1,9 milh«o de casos novos e 935 mil mortes (Sung et al., 2021). 

No Brasil, no ano de 2023, foram estimados 45.630 casos novos de CCR, uma incid°ncia 

de 11,43 (taxa ajustada) casos a cada 100 mil habitantes. De acordo com o Instituto Nacional 

de C©ncer (INCA) em 2020, em termos de mortalidade, ocorreram 20.245 ·bitos, incid°ncia de 

9,56 ·bitos a cada 100 mil habitantes. Na regi«o Norte, a incid°ncia de CCR foi de 8,04 (taxa 

ajustada) casos a cada 100 mil habitantes (INCA, 2023). 

No Amazonas, o CCR ® o quarto c©ncer mais frequente nos homens, com estimativa de 

6,20 casos a cada 100 mil homens e em mulheres ® o terceiro mais frequente, sendo 7,47 por 

100 mil mulheres. Na Capital do Amazonas, Manaus, o CCR ocupa as mesmas posi­»es de 

incid°ncia quando comparado por g°nero, com 8,81 casos a cada 100 mil homens e 11,55 casos 

a cada 100 mil mulheres, respectivamente (INCA, 2023).  

O CCR pode ser considerado um marcador de desenvolvimento socioecon¹mico e as 

taxas de incid°ncia tendem a aumentar uniformemente com o aumento do ²ndice de 

desenvolvimento humano (IDH) e varia significativamente entre as regi»es do mundo, bem 

como os diferentes grupos de idade, g°nero e ra­a. Isso envolve m¼ltiplas causas, incluindo 

fatores de risco associados ao estilo de vida, varia­»es demogr§ficas, suscetibilidade gen®tica, 

muta­»es gen®ticas e seu efeito progn·stico e respostas ao tratamento (Baidoun et al., 2020). 

 

2.2 C©ncer colorretal (CCR): fatores de risco, diagn·stico e tratamento 

 

O CCR ® uma doen­a multifatorial e heterog°nea que acomete o intestino grosso (c·lon 

e/ou reto). O c·lon e o reto s«o ·rg«os do trato gastrointestinal, respons§vel por decompor os 

macronutrientes para a absor­«o pelo organismo. No est¹mago, os alimentos s«o submetidos a 

uma quebra mec©nica e qu²mica, tornando-se uma massa semiss·lida. No intestino delgado, 

quase todos os nutrientes s«o absorvidos na corrente sangu²nea. No intestino grosso, a §gua e 

os sais s«o removidos dos alimentos n«o digeridos ¨ medida que passam pelo c·lon at® que 

saiam do corpo passando pelo reto e chegando ©nus. O c·lon ® a parte mais longa dividida em 



22 

 

 

quatro se­»es: c·lon ascendente, transverso, descendente e sigm·ide. O reto est§ pr·ximo a 

extremidade do intestino grosso (figura 1) (NCCN, 2021). 

 

Figura 1. Representa­«o do c·lon (ascendente, transverso, descendente, sigmoide) e reto. 

Fonte: Elaborado pela autora. Fonte: Servier Medical Art com adapta­»es. 

 

  A evolu­«o das c®lulas epiteliais normais para o adenocarcinoma segue em geral uma 

progress«o previs²vel de altera­»es histol·gicas, gen®ticas e epigen®ticas que come­a com uma 

cripta aberrante, evoluindo para uma neoplasia (les«o precursora), um p·lipo, seguindo para 

um adenoma precoce. O adenoma precoce ent«o progride para um adenoma avan­ado, antes 

finalmente de se tornar um CCR (figura 2) (Kuipers et al., 2015; De Palma et al., 2019). Apenas 

10% de todos os adenomas progridem para c©ncer invasivo, conhecido como adenocarcinoma 

e corresponde a 96% de todos os CCRs (Stewart et al., 2006). 
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Essa transforma­«o maligna requer at® 15 anos para ocorrer, dependendo das 

caracter²sticas da les«o e de outros fatores de risco independentes, como idade, sexo, peso 

corporal, ²ndice de massa corporal, sedentarismo, obesidade, consumo de §lcool, tabagismo, 

ingest«o de carnes vermelhas e processadas (Kuipers; Rºsch; Bretthauer, 2013; Aljama et al., 

2023; Pacheco-P®rez et al., 2019). Al®m disso, h§ outros fatores de risco associados a condi­»es 

gen®ticas e/ou heredit§rias devido a s²ndromes de suscetibilidade incomuns ou raras, de alto 

risco, como a s²ndrome de Lynch (SL) (3-4%) e a polipose adenomatosa familiar (PAF) (1%) 

(Whiffin et al., 2014), ou ainda por consequ°ncias de doen­as inflamat·rias intestinais (1%-

2%) (Munkholm, 2003).  

O rastreamento do c©ncer colorretal, quando adotado como a­«o de sa¼de p¼blica em 

alguns pa²ses, ® iniciado pr·ximo aos 45 anos de idade, dependendo da estrat®gia utilizada. Essa 

recomenda­«o de idade, no entanto, ® flexibilizada para aqueles com risco aumentado, como 

nos casos relacionados a hereditariedade, fatores gen®ticos e doen­as inflamat·rias intestinais, 

cujo rastreio deve ser feito antes dos 45 anos, a partir de realiza­»es de exames, sendo os mais 

comuns o de sangue oculto nas fezes, a retossigmoidoscopia flex²vel ou a colonoscopia (AJCC, 

2017; NCCN, 2021). 

Embora a pesquisa de sangue oculto nas fezes seja uma das principais ferramentas para 

a detec­«o precoce do c©ncer colorretal em adultos entre 50 e 75 anos (BRASIL, 2010), o Brasil 

n«o possui uma diretriz nacional de rastreamento populacional. Em vez disso, a estrat®gia do 

Sistema Đnico de Sa¼de (SUS) ® que sejam priorizadas a­»es de diagn·stico precoce e 

abordagem personalizada para o grupo de alto risco (INCA, 2021). 

Figura 2. Sequ°ncia convencional ilustrativa de adenoma-carcinoma. Fonte: Adaptado de De 

Palma et al., 2019. 
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A suspeita de CCR e o encaminhamento para diagn·stico definitivo est«o relacionados 

¨ ocorr°ncia de sangramento retal, massa abdominal, dor abdominal, altera­«o do h§bito 

intestinal, perda de peso inexplicada e anemia ferropriva (Sawicki et al., 2021). O diagn·stico 

ent«o ® realizado atrav®s do exame de colonoscopia que possui maior sensibilidade e 

especificidade para o diagn·stico. Al®m disso, permite avaliar todo o intestino grosso e a parte 

terminal do intestino delgado, bem como realizar a amostragem simult©nea de bi·psia e, por 

tanto, a confirma­«o histol·gica do diagn·stico e material para perfil molecular (Issa IA; 

Noureddine M., 2017). 

Ap·s o diagn·stico, a realiza­«o de exames para o estadiamento da doen­a ® 

fundamental. A progress«o do c©ncer colorretal ® definida em uma escala de est§gios, que se 

inicia no est§gio 0 (considerado um c©ncer muito precoce). A partir do est§gio I, o n¼mero 

aumenta progressivamente at® o est§gio IV, indicando que a doen­a se tornou mais invasiva e 

se espalhou para outras partes do corpo (AJCC, 2017). 

Dessa forma o CCR ® classificado de acordo com a profundidade de invas«o local 

(T=Tumor, N=Linfonodo, M=Met§stases). O estadiamento TNM ® baseado no n²vel de 

penetra­«o da parede intestinal, n¼mero de linfonodos comprometidos e presen­a ou n«o de 

met§stase a dist©ncia (Quadro 1) (AJCC, 2017).  O sistema de estadiamento ® fundamental para 

prever a evolu­«o do c©ncer e auxiliar na defini­«o das melhores op­»es de tratamento. (Yau, 

2019). 

 

Quadro 1. Classifica­«o geral do est§gio de c©ncer colorretal, conforme o sistema TNM do 

American Joint Committee on Cancer (AJCC). 

Estágio 

AJCC TNM  Descrição  

0 Tis, N0, M0 
Carcinoma muito precoce, restrito a camada interna (mucosa) no 

cólon ou reto.  

I 
T1-T2, N0, 

M0 
O tumor cresceu para a submucosa ou muscular própria, mas não 

se espalhou para linfonodos próximos ou locais distantes. 

II  
T3-T4, N0, 

M0 

O tumor invadiu além da camada muscular podendo ter crescido 

através da parede do cólon ou reto, mas não se espalhou para 

linfonodos próximos. 

II I 
Qualquer T, 

N1-N2, M0 

O tumor se espalhou para um ou mais linfonodos próximos, mas 

não para locais distantes. O tamanho e a extensão do tumor podem 

variar. 

IV 

Qualquer T, 

Qualquer N, 

M1 

O tumor se espalhou para outros órgãos ou tecidos distantes 

(metástase), como fígado, pulmões ou o peritônio. 

Fonte: American Joint Committee on Cancer., 2017. 
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O tratamento do CCR vai depender do tamanho, localiza­«o, extens«o do tumor e da 

sa¼de geral do paciente.  Sendo os tratamentos mais convencionais a cirurgia, quimioterapia e 

a radioterapia que podem ser usados em combina­«o. Para pacientes em estadiamento inicial, a 

cirurgia ® a primeira alternativa, j§ aqueles em estadiamento mais avan­ado, al®m da cirurgia ® 

necess§rio tratamentos adicionais como a quimioterapia e/ou a radioterapia neoadjuvante 

(Haraldsd·ttir; H§lfdanarson, 2014). 

Sobretudo, nem toda condi­«o do paciente ® a mesma, e as decis»es de tratamento com 

base apenas no estadiamento s«o simplistas. Por isso, muito se fala sobre a medicina de precis«o 

que vai al®m de um modelo convencional de medicamento, mas que usa caracter²sticas baseadas 

no ambiente, estilo de vida, de estadiamento e biol·gicas espec²ficas para identificar qual a 

abordagem ser§ mais eficaz para o paciente em particular, aumentando assim a probabilidade 

de resposta ao tratamento e menos efeitos adversos aos medicamentos (Yau, 2019). 

Ademais, a imunoterapia oncol·gica tamb®m ® uma das alternativas para o tratamento 

do c©ncer, e vem ganhando espa­o em compara­«o com o tratamento padr«o, pois este tipo de 

tratamento manipula e utiliza o pr·prio sistema imunol·gico do paciente no combate das c®lulas 

cancer²genas. Sendo principalmente utilizados os inibidores de check-point imune (ICI), 

vacinas contra o c©ncer e terapia celular adotiva (Johdi; Sukor, 2020). 

 

2.3 Carcinog°nese do c©ncer colorretal 

 

A carcinog°nese do CCR se deve ao ac¼mulo progressivo de altera­»es gen®ticas e 

epigen®ticas, as quais s«o respons§veis pela evolu­«o maligna do epit®lio normal atrav®s de 

les»es neopl§sicas precoces at® ao CCR (Bogaert; Prenen, 2014; Wong; Xie, 2017). 

H§ duas vias principais de les«o precursora do CCR: a via tradicional adenoma-

carcinoma que leva a 70-90% do CCR e a via serrilhada que representa 10-20% do CCR, estas 

vias representam m¼ltiplos eventos gen®ticos e epigen®ticos (Dekker et al., 2019). 

A via adenoma-carcinoma segue a via convencional de instabilidade cromoss¹mica 

(CIN do ingl°s, chromosomal instability).  A CIN consiste em um ganho ou perda de todo ou 

parte dos cromossomos e apresentam muta­»es em oncogenes espec²ficos e/ ou genes 

supressores de tumor como APC (Adenomatous Polyposis Coli), KRAS (Kirsten Rat Sarcoma), 

PIK3CA (Phosphatidyl Inositol-4,5-bisphosphate 3-kinase, Catalytic Alpha), BRAF (B-

Rapidly Accelerated Fibrosarcoma), SMAD4 (Son of Mothers Against Decapentaplegic 4) ou 

TP53(Tumor Protein 53) Brenner; Kloor; Pox, 2014; Schmitt; Greten, 2021). Em contraste a 
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via CIN, o CCR tamb®m pode ser desenvolvido por vias hipermut§veis, caracterizadas por 

frequentes muta­»es no par de bases do DNA som§tico, sendo a via MSI (MSI do ingl°s, 

microsatellite instability) o mecanismo prim§rio desse fen·tipo hipermut§vel detectado em 

85% dos CCRs ou a instabilidade de microssat®lites presente em 15% dos CCRs espor§dicos. 

De modo geral, muta­»es em genes de reparo de incompatibilidade de DNA (MMR- Mismatch 

Repair.) (MLH1- MutL Homolog 1, MSH-2 - MutS Homolog 2, MSH6 - MutS Homolog 6, 

PMS2 - Postmeiotic Segregation increased 2) EPCAM - Epithelial Cell Adhesion 

Molecule (codifica uma prote²na que regula MSH2) causam instabilidade em regi»es de 

microssat®lites. Microssat®lites de DNA s«o sequ°ncias repetidas de nucleot²deos no genoma 

em que a falha na sequ°ncia ocasiona eventos mutacionais (Gian et al., 2018; Nguyen; Goel; 

Chung, 2020). 

A outra via de les«o precursora do CCR ® a via serrilhada e est§ frequentemente 

associada a muta­»es KRAS e BRAF e ̈ instabilidade epigen®tica, caracterizada pelo fen·tipo 

de metila­«o da ilha CpG (CIMP, do ingl°s CpG island methylator phenotype) que ® 

considerado o mecanismo principal que leva a via serrilha em dire­«o ao CCR. Al®m disso, o 

CIMP est§ associado a c©nceres est§veis e inst§veis de microssat®lites (Brenner; Kloor; Pox, 

2014; Dekker et al., 2019). 

Com base nessas vias moleculares, o CCR pode ser subclassificado em quatro subtipos 

moleculares de consenso (CMS, do ingl°s, consensus molecular subtypes): CMS1 (MSI -

imune) associado a hipermuta­«o e hipermetila­«o e forte ativa­«o imune, CMS2 (can¹nico), 

epitelial, cromossomicamente inst§vel, marcada ativa­«o da sinaliza­«o WNT e MYC, CMS3 

(metab·lico) epitelial, evidente desregula­«o metab·lica e CMS4 (mesenquimal) que ativa o 

fator de crescimento transformador ɓ (TGFɓ) de um microambiente inflamado enriquecido com 

estroma e funciona como um importante impulsionador na transi­«o epitelial-mesenquimal 

(EMT). Acredita-se que uma mudan­a da carcinog°nese can¹nica CMS2 para CMS3 ocorra 

precocemente, com uma combina­«o ¼nica de muta­»es KRAS e eventos de n¼mero de c·pias 

causando desregula­«o metab·lica como caracter²stica dominante no n²vel de express«o g°nica 

(Dienstmann et al., 2017; M¿ller; Ibrahim; Arends, 2016). 

£ importante ressaltar ainda que as frequ°ncias dessas caracter²sticas moleculares 

variam dependendo da localiza­«o do tumor no intestino. O c·lon do lado direito (ceco, c·lon 

ascendente, flexura hep§tica) s«o diferentes comparadas ao c·lon esquerdo (flexura espl°nica, 

c·lon descendente, sigm·ide, retossigm·ide) e reto. Sabe-se ainda que h§ uma maior incid°ncia 

de instabilidade de microssat®lites (MSI), associado com o fen·tipo de hipermetila­«o da ilha 
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CpG (CIMP-H) e o subtipo de consenso molecular 1 (CMS1) em tumores do lado direito. Tais 

caracter²sticas est«o individualmente associadas ao progn·stico do paciente e a melhor resposta 

ao tratamento (ABE et al., 2022; TRAN et al., 2011; CHA et al., 2016; GUINNEY et al., 2015).  

 

2.4  Metila­«o de DNA em ilhas CpG 

 

A metila­«o do DNA refere-se ¨ adi­«o enzim§tica de um grupo metil (CH ) ¨ posi­«o 

5 da citosina pela a­«o da enzima DNA metiltransferase (DNMT), resultando na produ­«o de 

5-metilcitosina, um componente natural do DNA. A metila­«o de DNA ® um mecanismo normal 

no genoma dos mam²feros pelo qual as c®lulas regulam a express«o g°nica. No entanto, em 

regi»es chamadas de ilhas CpG, s«o geralmente n«o metiladas (Issa, 2004; Reik; Lewis, 2005) 

As ilhas CpG s«o regi»es no genoma onde a porcentagem de dinocleot²deos CpG s«o 

maiores do que seria esperado com base em uma distribui­«o aleat·ria de nucleot²deos.  Essas 

ilhas s«o frequentemente definidas como sequ°ncias com mais de 200-500 bases de 

comprimento com conte¼do de CG (citosina-guanina) superior a 50%. As ilhas CpG 

sobrep»em-se ̈  regi«o promotora de 60 ï 70% dos genes e tendem a ser protegidas da 

metila­«o. No entanto, quando ocorre metila­«o aberrante nas ilhas CpG, dentro da regi«o 

promotora, isto est§ correlacionado com o silenciamento transcricional desses genes (Gardiner-

Garden; Frommer, 1987; Lao; Grady, 2011).  

Como a metila­«o representa um mecanismo molecular associado a repress«o g°nica, 

altera­»es anormais de metila­«o podem contribuir para o fen·tipo tumoral inibindo genes 

inicialmente ativos no tecido de origem, principalmente naqueles envolvidos na supress«o 

tumoral (Klutstein et al., 2016). 

 O perfil de metila­«o do DNA dos tecidos cancerosos ® diferente em compara­«o aos 

tecidos normais, e as altera­»es que ocorrem v«o depender de cada tipo de c©ncer. A metila­«o 

nas ilhas CpG, a chamada hipermetila­«o, ocorre tipicamente em genes supressores tumorais e 

suprime suas fun­»es (figura 3). Em rela­«o ao CCR, o fen·tipo espec²fico de metila­«o em 

ilhas CpG (CIMP), ® caracterizado pela hipermetila­«o dos genes envolvidos no controle do 

crescimento e sobreviv°ncia celular, e isto est§ associado a v§rias caracter²sticas moleculares e 

cl²nico patol·gicas do CCR (Maugeri et al., 2020; P®rez et al., 2018). 
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Figura 3. Diferen­as de metila­«o de DNA da ilha CpG em c®lula normal e cancerosa. As hastes 

abertas representam s²tios CpG n«o metilados, enquanto as hastes fechadas representam ilhas 

CpG hipermetiladas em regi»es promotoras de genes, provocando o silenciamento 

transcricional. Fonte: Elaborado pela autora. 
 

 

O fen·tipo de metila­«o da ilha CpG (CIMP) foi descrito inicialmente por Toyata et 

al.,1999 e pode ser classificado em baixo (CIMP-L), alto (CIMP-H), ou negativo (CIMP-0) de 

acordo com o grau de hipermetila­»es simult©neas que ocorrem nas ilhas CpG localizadas 

pr·ximas ¨s regi»es dos genes supressores de tumor (Toyota et al., 1999; Ogino, 2006; Advani 

et al., 2019). 

Atualmente, estes fen·tipos t°m sido alvo de estudos para a defini­«o de marcadores 

preditores de progn·stico ou mesmo de predi­«o de risco para les»es pr®-malignas de regi»es 

do CCR. Jia et al 2016, em seu estudo demonstraram uma preval°ncia estimada do fen·tipo 

CIMP-H em tumores de CCR que variou entre 7 e 48% dos casos.  Em revis«o sistem§tica 

realizada por Adavani et al 2019, demonstrou a preval°ncia de CIMP-H no Brasil de 25% dos 

casos (Jia et al., 2016; Advani et al., 2019). 

A caracteriza­«o do CIMP ® feita pelo uso de pain®is de pesquisa de metila­«o em 

grupos g°nicos j§ descritos na literatura e que s«o comprometidos no desenvolvimento do CCR, 

como genes: CDKN2A (do ingl°s, cyclin dependent kinase inhibitor 2A) , CDO1 (do ingl°s 

cysteine dioxygenase type 1),  CRABP1 ( do ingl°s, cellular retinoic acid binding protein 1), 

IGF2 (do ingl°s insulin like growth factor 2), MLH1 (do ingl°s mutL homolog 1),  NEUROG1 
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(do ingl°s, neurogenin 1), RUNX3 (do ingl°s, RUNX family transcription factor 3), SOCS1 (do 

ingl°s, suppressor of cytokine signaling 1) (OGINO et al., 2006; WEISENBERGER et al., 

2006;  BRAIT et al., 2012).   

O gene CDKN2A (gene que codifica o inibidor de quinase dependente de ciclina 2A), 

localizado no cromossomo 9p21.3. A prote²na ® respons§vel por produzir prote²nas que atuam 

como inibidoras de quinase dependente de ciclina, que ajudam a controlar o ciclo celular, 

impedindo que as c®lulas se dividam e cres­am de forma descontrolada. A hipermetila­«o deste 

gene ® descrita em 12-51% dos c©nceres colorretais e ® frequentemente inclu²da no painel de 

marcadores usados para avaliar o fen·tipo CIMP (Shima et al., 2011). 

O CDO1 (o gene que codifica ciste²na dioxigenase tipo 1) ® localizado no cromossomo 

5q22,3, codifica uma metaloenzima n«o-heme, contendo ferro, envolvida na convers«o de 

ciste²na em sulfinato de ciste²na que por sua vez suprime o efluxo de hidrog°nio das 

mitoc¹ndrias para os compartimentos intracelulares e induz a manuten­«o do potencial 

mitocondrial (Kojima et al., 2018).  Um estudo de BRAIT et al., 2012, demonstrou que este 

gene CDO1 possui alta frequ°ncia de metila­«o em tecidos prim§rios de CCR quando 

comparado aos tecidos normais. Al®m disso, ® sugerido como um gene supressor de tumor e 

um marcador molecular potencialmente valioso para o diagn·stico e caracteriza­«o molecular 

do c©ncer humano. 

O CRABP1 (gene que codifica a prote²na ligadora do §cido retin·ico celular 1), 

localizado no cromossomo 15q25.1, codifica a prote²na que desempenha um papel importante 

nos processos de diferencia­«o e prolifera­«o mediados pelo §cido retin·ico. Este gene, 

demostrou ser inativado pela hipermetila­«o em CCR (Ogino et al., 2006). Um estudo de (Lind 

et al., 2006), tamb®m demonstrou que a metila­«o de CRABP1 em linhagens celulares de c©ncer 

de c·lon estava presente tanto em tumores benignos, quanto malignos do intestino grosso, em 

contraste com a mucosa normal, mostrando que essa altera­«o ® um evento precoce da 

tumorig°nese. Al®m de apresentar express«o g°nica reduzida ou inexistente.  

O IGF2 (gene que codifica o fator de crescimento semelhante ¨ insulina 2), localizado 

no cromossomo 11p15.5, codifica prote²na envolvida na prolifera­«o celular, crescimento, 

migra­«o, diferencia­«o e sobreviv°ncia celular. O IGF2 tem um efeito promotor de tumor na 

neoplasia colorretal e o status de metila­«o deste gene pode estar associado a um risco no 

desenvolvimento e progn·stico do CCR (Bergman et al., 2012; Sun et al., 2023). 

A metila­«o nas ilhas CpG do gene de reparo MLH1 (mutL homolog 1), corresponde a 

aproximadamente 18,7% dos casos de CCR espor§dico com alta instabilidade de 

microssat®lites (Li, X. et al., 2013) O MLH1 ® um gene de reparo MMR (reparo de 
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incompatibilidade) do DNA, localizado no cromossomo 3p22.2, e que codifica uma prote²na 

que tem como fun­«o a corre­«o dos erros de inser­«o e dele­«o durante a replica­«o do DNA 

(Silva et al., 2009).  

O NEUROG1 (gene que codifica a neurogenina 1) ® um gene localizado no cromossomo 

5q31.1 e codifica a prote²na que atua como regulador transcricional. A an§lise de metila­«o de 

NEUROG1 em tumores de CCR mostrou hipermetila­«o progressiva associada ao 

desenvolvimento neopl§sico desde a mucosa normal, p·lipo hiperpl§sico, adenoma, carcinoma 

prim§rio e por fim carcinoma metast§tico, no qual verificou-se maior metila­«o (Ibrahim et al., 

2011). Em estudo de coorte, foi analisado a metila­«o de NEUROG1 no soro de pacientes 

saud§veis e com CCR e verificou-se que a metila­«o deste gene ® frequentemente encontrada 

no soro de pacientes com CCR, sugerindo sua utilidade para o diagn·stico de CCR (Otero-

Est®vez et al., 2020). 

O gene RUNX3 (gene que codifica o fator de transcri­«o 3 da fam²lia RUNX), localizado 

no cromossomo 1p36.11, que codifica para prote²na, funciona como supressor tumoral e ® 

frequentemente exclu²do ou silenciado no c©ncer. A hipermetila­«o deste gene foi encontrado 

em 39% dos tumores colorretais ressecados cirurgicamente (Nishio et al., 2010). Um estudo de 

Shin et al., 2018 apresentou 32,3% de hipermetila­«o deste gene em amostras de tecido de 

CCR, sendo associado a invas«o vascular e linf§tica e a piores desfechos cl²nicos e baixa 

sobrevida. 

 O SOCS1 (gene que codifica o supressor da sinaliza­«o de citocinas 1), localizado no 

cromossomo 16p13.13, codifica prote²nas moduladoras da sinaliza­«o de citocinas e fatores de 

crescimento e importante para a prolifera­«o e sobreviv°ncia celular (Endo et al., 1997). Em 

estudo, Kang et al., 2016 demostraram 44% de hipermetila­«o em amostras de tecidos de CCR 

e em contrapartida, apenas 12% em amostras de tecidos saud§veis. Notaram ainda que a 

hipermetila­«o deste gene poderia ser respons§vel por agravar o desenvolvimento e estar 

relacionado a progress«o e met§stase do CCR.  

 

2.5 PCR em tempo real para an§lise de metila­«o no c©ncer colorretal 

 

Para analisar o perfil de metila­«o do DNA em regi»es especificas do gene, pode-se 

utilizar o m®todo MethyLight ou qMSP (Quantitative Methylation Specific - Polimerase Chain 

Reaction), descrito por Eads et al., (2000). Neste m®todo, o DNA tratado com bissulfito de 

s·dio ® amplificado por PCR em tempo real na presen­a de uma sonda fluorescente juntamente 

com primers espec²ficos para a regi«o metilada. £ uma t®cnica altamente sens²vel, espec²fica e 
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reprodut²vel com capacidade de detectar frequ°ncias muito baixas de metila­«o (Eads et al., 

2000).  

LI, Hui et al., 2019 avaliaram o desempenho do ensaio qMSP para detec­«o de DNA 

SFRP2 (Secreted Frizzled-Related Protein 2) metilado em tecido e soro de pacientes com CCR, 

verificou-se que o n²vel de metila­«o SFRP2 foi maior em 94,1% nos tecidos tumorais em 

compara­«o com os tecidos paracancerosos adjacentes, bem como mostrou-se sens²vel e 

espec²fico na identifica­«o de metila­«o do SFRP2 no soro (69,4%) de pacientes com CCR. Em 

outro estudo, foi utilizado ensaio multiplex MethyLight para identifica­«o de metila­«o de 

HOXA9 (Homeobox A9) e HIC1 (Hypermethylated in In Cancer 1) no DNA s®rico de pacientes 

com c©ncer de ov§rio, este ensaio combinado a esses marcadores mostrou sensibilidade de 

88,9% (Singh et al., 2020). Al®m disso esta t®cnica tamb®m pode ser utilizada em FFPE 

(Formalin-Fixed, Paraffin-Embedded) (Olkhov-Mitsel et al., 2012) e sedimentos urin§rios 

(Reinert et al., 2012). 

Sendo assim, este m®todo possui grandes vantagens. Primeiro, devido a sua 

simplicidade, especificidade e sensibilidade. Segundo, pode-se utilizar pequenas quantidades 

de molde de DNA, tornando o m®todo compat²vel com amostras de plasma e pequenas bi·psias. 

Terceiro, tem a capacidade potencial de ser usada como uma ferramenta de triagem r§pida e 

excepcionalmente adequada para a detec­«o de biomarcadores de metila­«o de DNA de baixa 

frequ°ncia (Campan et al., 2009; Liu Yu; Liao Jieyue; Lu Qianjin, 2015). No entanto, 

ressaltasse que a acur§cia deste m®todo ainda ® dependente da convers«o completa do DNA em 

bissulfito (Wang; Wu, 2018).  

 

2.6  Inflama­«o no c©ncer colorretal 

 

A inflama­«o est§ presente nas diferentes etapas da carcinog°nese e da progress«o da 

maioria das neoplasias malignas (Greten; Grivennikov, 2019).  A inflama­«o associada ao 

c©ncer, assume mecanismos diversos dependendo do tempo e frequ°ncia de est²mulos recebidos 

(Schmitt; Greten, 2021). 

As respostas inflamat·rias ñnormaisò s«o diferentes da inflama­«o no c©ncer. Em uma 

resposta inflamat·ria ñnormalò, quando h§ insultos (estresses, dano tecidual, infec­«o, 

altera­»es metab·licas e outras altera­»es na homeostase) aos tecidos epiteliais, a inflama­«o ® 

ativada para restaurar a homeostase e prevenir a perda da fun­«o tecidual. Atrav®s da ativa­«o 

de c®lulas mieloides (macr·fagos, mon·citos e c®lulas dendr²ticas) que podem aumentar seu 

n¼mero por prolifera­«o local dependendo do est²mulo recebido e assim produzir citocinas 
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inflamat·rias para ativar a imunidade inata e adaptativa para se livrar do agente perturbador e 

restabelecer a homeostase. No entanto, na inflama­«o causada por um evento oncog°nico, a 

imunidade esterilizante n«o remover§ o insulto inicial e a inflama­«o aumentada e a 

prolifera­«o impulsionada por citocinas ir«o facilitar o crescimento do tumor ao inv®s de 

restaurar a homeostase epitelial normal (figura 4) (Greten; Grivennikov, 2019). 

No contexto do CCR, as formas em que a inflama­«o pode estar envolvida na 

patog°nese deste c©ncer podem ser distinguidas em inflama­«o cr¹nica que precede a 

tumorig°nese e ® desencadeada por infec­»es, autoimunidade ou fatores ambientais que podem 

iniciar ou promover a tumorig°nese atrav®s de danos ao DNA. A inflama­«o induzida pelo 

tumor, no qual a progress«o do tumor inicia uma resposta inflamat·ria que ® frequentemente 

pr·-tumorig°nica devido ¨ morte celular por hip·xia ou ¨ quebra da barreira epitelial e ao 

subsequente influxo de produtos microbianos. Por fim, a inflama­«o induzida pela terapia que 

® capaz de desencadear inflama­«o promotora de tumor devido ¨ libera­«o de padr»es 

moleculares associados a danos (DAMPs) de c®lulas necr·ticas.  Sobretudo, todos eles t°m em 

Figura 4. Diferen­as evolutivas e funcionais entre inflama­«o durante uma infec­«o com 

regenera­«o tecidual e inflama­«o no c©ncer impulsionada por prolifera­«o excessiva de 

citocinas inflamat·rias que facilitam o crescimento do tumor. Fonte: Adaptado de  (Greten; 

Grivennikov, 2019). 
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comum a ativa­«o de c®lulas imunes inatas que promovem tumores e o estabelecimento de um 

microambiente tumoral imunossupressor (Schmitt; Greten, 2021). 

De modo geral, a tumorig°nese colorretal requer um evento iniciador do tumor que 

transforma as c®lulas epiteliais intestinais normais (IECs) por muta­«o espont©nea, 

mutag°nicos ambientais ou altera­»es epigen®ticas ou gen®ticas induzidas por inflama­«o. A 

expans«o clonal dessas c®lulas ñiniciadasò, impulsionada por muta­»es que causam 

hiperprolifera­«o, como de APC ou outros genes que codificam componentes de sinaliza­«o da 

via WNT (do ingl°s, Wingless/Integrated-1), muta­»es adicionais, como de KRAS, TP53 ou 

TGFBR2, e fatores estimuladores de crescimento do microambiente tumoral (MAT), levam ao 

crescimento desses clones em tumores malignos, o que ® conhecido como promo­«o tumoral. 

Outras muta­»es e altera­»es permitem que esses tumores posteriormente metastatizem para 

·rg«os distantes. O tecido tumoral epitelial est§ constantemente em intera­«o com as c®lulas do 

MAT atrav®s dos efeitos de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento. Sendo assim, um 

ambiente inflamat·rio n«o s· contribui para o in²cio do tumor, por exemplo, atrav®s da produ­«o 

de esp®cies reativas de oxig°nio (ROS) ou altera­»es epigen®ticas, mas tamb®m promove a 

tumorig°nese, fornecendo fatores de crescimento e produ­«o de citocinas e quimiocinas que 

impulsionam a progress«o do tumor (Schmitt; Greten, 2021). 

Nesse contexto, a inflama­«o ® reconhecida como um dos marcos fundamentais do 

c©ncer (Hallmarks of Cancer), conforme proposto por Hanahan e Weinberg (2011, 2022). Os 

autores descrevem que a inflama­«o no microambiente tumoral contribui diretamente para 

v§rias caracter²sticas essenciais ¨ manuten­«o e progress«o do c©ncer, como a sustenta­«o de 

sinais proliferativos, evas«o da morte celular, indu­«o de angiog°nese e ativa­«o da invas«o e 

met§stase. Dessa forma, a inflama­«o n«o ® apenas uma consequ°ncia, mas um componente 

ativo e sustentador do processo tumorig°nico, integrando-se aos demais hallmarks que 

caracterizam o c©ncer colorretal e refor­am sua relev©ncia como alvo terap°utico e biomarcador 

progn·stico. 

 

2.7  O papel das citocinas no c©ncer colorretal  

 

Os tumores colorretais precoces e avan­ados diferem em estrutura e apresentam n²veis 

s®ricos alterados de citocinas.  As citocinas s«o um grupo de prote²nas heterog°neas de alta 

atividade biol·gica que controlam e regulam as fun­»es celulares. A superexpress«o de 

citocinas e seus receptores acompanha o desenvolvimento e progress«o do tumor, e seu 
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importante papel na patog°nese do c©ncer est§ sendo cada vez mais reconhecido (Kaminska et 

al., 2005).  

Dentre as citocinas associadas ao CCR, pode-se citar: Interleucina-1ɓ (IL-1ɓ), membro 

da fam²lia IL-1, ® produzida por mon·citos, macr·fagos, neutr·filos, c®lulas dendr²ticas (CDs) 

e c®lulas-tronco mutantes, desempenhando um papel crucial na produ­«o de IL-17 pelo perfil 

Th17 em murinos e humanos (Dmitrieva-Posocco et al., 2019). Esta citocina possui a­»es pr·-

tumorais e antitumorais. Dentre as a­»es pr·-tumorais, a IL-1ɓ promove o recrutamento de 

c®lulas MDSC (do ingl°s, Myeloid-derived suppressor cells)   imunossupressoras para tumores, 

o que favorece a progress«o do c©ncer (Bunt et al., 2006, 2007). Al®m disso, estimulam as 

c®lulas epiteliais intestinais e tumorais a induzir sua prolifera­«o. Al®m de induzir a ativa­«o 

da via de sinaliza­«o WNT pela fosforila­«o da GSK3ɓ. Sabe-se que essas vias de sinaliza­«o 

desempenham um papel fundamental na tumorig°nese intestinal  (Kaler; Augenlicht; Klampfer, 

2009). Suas atividades antitumorais tamb®m foram relatadas. A IL-1ɓ fortaleceu a resposta 

antig°nica em c®lulas T CD4 e CD8, induzindo expans«o e ativa­«o de c®lulas Th1, Th2 e Th17 

em camundongos (Yakov Krelin et al., 2007). Estudos apontam ainda que nos est§gios iniciais 

da carcinog°nese, a IL-1ɓ, exibiu atividade pr·-inflamat·ria, promotora de invas«o tumoral e 

imunossupressora (Zhang; Borcherding; Kolb, 2020; Apte; Voronov, 2017). Czajka-Francuz e 

colaboradores (2021) prop»em que os macr·fagos M2 sejam uma importante fonte de IL-1ɓ 

em pacientes com CCR, pois consistem em at® metade da massa tumoral em est§dios 

avan­ados. Sobretudo, mais estudos s«o necess§rios para esclarecer o papel da IL-1ɓ no CCR. 

As principais fontes da Interleucina-2 (IL-2) s«o T CD4 + ativadas, c®lulas T CD8 + 

ativadas e c®lulas dendr²ticas (Liao; Lin; Leonard, 2011). £ uma importante citocina 

antitumoral e desempenha um papel fundamental na imunidade mediada por c®lulas (Malek; 

Castro, 2010). Suas concentra­»es encontram-se reduzidas na progress«o da doen­a, tanto em 

est§gio iniciais quanto metast§ticos, o que indica a preval°ncia de processos pr· tumorais em 

pacientes com CCR (Lippitz, 2013; Johdi et al., 2017). 

A Interleucina-4 (IL-4) ® produzida por v§rios tipos de c®lulas, incluindo mast·citos, 

bas·filos e linf·citos T ativados.  £ uma citocina Th2 conhecida principalmente por controlar 

as fun­»es dos linf·citos B e T (Koller et al., 2010). Possui fun­»es pr· e antitumorais, 

dependendo do ambiente tumoral (Czajka-Francuz et al., 2021). Seus n²veis aumentados est«o 

associados a prolifera­«o de c®lulas tumorais, invas«o e met§stase no CCR (Koller et al., 2010; 

Kantola et al., 2012). 
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A Interleucina-6 (IL-6) ® produzida por diversos tipos de c®lulas como mon·citos, 

macr·fagos, c®lulas de Kupffer.  Possui atividade anti e pr·-inflamat·ria e seu papel 

predominante no c©ncer ® a promo­«o do crescimento tumoral (Chonov et al., 2019). Esta 

citocina contribui para a acelera­«o da progress«o tumoral e aumento de migra­«o de c®lulas 

no CCR, bem como os seus n²veis aumentados est«o associados ao mau progn·stico em 

pacientes com CCR (Kasprzak, 2021; Xu et al., 2016).  

 A Interleucina-8 (IL-8), ® secretada principalmente por macr·fagos M2 e mon·citos, 

mas tamb®m pode ser produzida por c®lulas endoteliais e sob exposi­«o a IL-1 ou TNF-alfa 

(Czajka-Francuz et al., 2021). A IL-8 ® um dos principais fatores que contribuem para o 

crescimento tumoral. Promove ainda a angiog°nese, prolifera­«o, invas«o, migra­«o e 

sobreviv°ncia das c®lulas do CCR. N²veis elevados de IL-8 foram associados com aumento da 

infiltra­«o de neutr·filos em tumores e respostas ruins ao bloqueio do ponto de verifica­«o 

imunol·gico (Schalper et al., 2020). Por outro lado, um n²vel elevado desta citocina antes do 

tratamento correlacionou-se com a doen­a progressiva do CCR (PŃczek et al., 2020a). 

A Interleucina-10 (IL-10), ® produzida principalmente por macr·fagos M2 e c®lulas 

Th2, mas tamb®m por mon·citos, mast·citos, c®lulas Treg e por subgrupos de c®lulas T e B 

ativadas. £ uma importante citocina reguladora com potente efeito anti-inflamat·rio (Gonzalez-

Garza et al., 2020). Inibe a s²ntese das citocinas pr·-inflamat·rias interleucina 1 (IL-1), 

interleucina 12 (IL-12), fator de necrose tumoral alfa (TNF- Ŭ) e interferon-gama (IFN-ɔ) por 

mon·citos/macr·fagos estimulados (Varma et al., 2001). No CCR, os n²veis s®ricos aumentados 

desta citocina ao longo do tempo est«o associados a progress«o do c©ncer. Al®m de ser 

correlacionada ao mau progn·stico e a recidiva de pacientes com CCR (OôHara et al., 1998; 

Miteva et al., 2014; Li, B. et al., 2019). 

A Interleucina-12 (IL-12p70), ® uma citocina  que exibe not§veis propriedades 

antitumorais que s«o mediadas principalmente pela secre­«o de interferon (IFN)-ɔ por c®lulas 

T CD4+, CD8+, natural killer (NK) ou c®lulas NK-T"(Engel; Neurath, 2010)."£ constitu²da por 

duas subunidades, IL-12p35 e IL-12p40; essas subunidades podem formar um heterod²mero 

agon²stico IL-12p70 ou um homod²mero IL-12p80 antag¹nico (Gillessen et al., 1995). Os 

n²veis aumentados de IL-12P7 no plasma de pacientes com CCR est§ correlacionado ao avan­o 

da doen­a (Zheng et al., 2022a). 

A Interleucina-17 (IL-17A) ® produzida principalmente por Th17, mas tamb®m pode ser 

produzida por linf·citos Tgamma delta, c®lulas NKT, neutr·filos e eosin·filos (Song; Qian, 

2013). Tem a­«o pr·-tumoral e o aumento dos seus n²veis est«o associados ao aumento da 

produ­«o de VEGF e mau progn·stico do CCR (Jiankun Liu et al., 2011). Na maioria dos 
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estudos, a concentra­«o de IL-17A foi encontrada elevada em todos os est§gios, sendo seus 

n²veis mais altos em est§gio III e IV (Czajka-Francuz et al., 2021). 

O Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-Ŭ) ® secretado principalmente por mon·citos e 

macr·fagos ativados. Possui uma presen­a singular na patog°nese da maioria das doen­as 

inflamat·rias e est§ associado a um baixo progn·stico e avan­o dos danos celulares, bem como 

a perda de fun­«o, queda da produ­«o hormonal e da homeostasia (Huang et al., 2019). Estudos 

sugerem que o TNF desempenha o papel pr·-tumoral no desenvolvimento do CCR. Verificou-

se que a express«o de TNF est§ aumentado nos tecidos do CCR e que os n²veis s®ricos de TNF 

correlacionam-se com a progress«o do CCR e a redu­«o da sobrevida dos pacientes (Al Obeed 

et al., 2014). Ademais, o TNF- Ŭ ativa a sinaliza­«o NF-kB (fator nuclear Kappa B), 

contribuindo assim para a inflama­«o, sobreviv°ncia celular, prolifera­«o, no qual o fator de 

transcri­«o NF-kB liga a sinaliza­«o inflamat·ria e c©ncer. O NF-kB promove met§stase 

tumoral por regular a transi­«o epit®lio-mesenquimal no CCR (Kobelt et al., 2020).   

O IFN-y ® produzido por c®lulas NK e NKT, bem como por c®lulas CD4 Th1 e linf·citos 

T citot·xicos CD8 (CTL) ap·s sua ativa­«o (Schoenborn; Wilson, 2007). Esta citocina estimula 

a imunidade antitumoral (Dunn; Koebel; Schreiber, 2006). A sinaliza­«o de IFN-gama ® um 

fator chave para a polariza­«o das respostas imunes Th1. A polariza­«o da resposta Th1 

aumentada pelo IFN-gama se correlaciona com a sobrevida prolongada de pacientes com CCR 

(Tosolini et al., 2011). Dados sugerem que o IFN-gama induz uma resposta protetora e 

antitumoral em pacientes com CCR. No entanto, tamb®m foi demonstrado que o IFN-gama 

pode aumentar a permeabilidade intestinal, o que pode aumentar a inflama­«o intestinal e 

estimular a forma­«o de CRC (Grivennikov et al., 2012).  
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3 OBJETIVOS 

3.1  Objetivo geral:   

Descrever a frequ°ncia e caracterizar os fen·tipos de metila­«o tecidual e perfil de 

citocinas s®ricas em pacientes com c©ncer colorretal no estado do Amazonas. 

 

3.2 Objetivos Espec²ficos 

a) Caracterizar o perfil sociodemográfico, epidemiológico, clínico, patológico e 

estilo de vida dos pacientes com câncer de colorretal; 

b) Analisar o padrão de fenótipos de metilação de genes relacionados com 

hipermetilação em tecido tumoral  e o tecido não tumoral adjacente; 

c) Avaliar as concentrações séricas de citocinas pró-inflamatórias (IL-1ɓ,  IL-6, 

CXCL-8, IL12p70, IL-17A e TNF-Ŭ, IFN-ɔ) e anti-inflamatórias (IL -2, IL-4, , 

IL -10) dos pacientes com câncer colorretal; 

d) Correlacionar o perfil de citocinas séricas com o padrão de fenótipos de 

metilação e características clínicas e patológicas dos pacientes com câncer 

colorretal. 
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4 M£TODOS 

 

4.1 Tipo do estudo  

Trata-se de um estudo transversal, descritivo e anal²tico, desenvolvido e relatado 

conforme as recomenda­»es do STROBE (Strengthening the Reporting of Observational 

Studies in Epidemiology) (Vandenbroucke et al., 2007). 

Este estudo faz parte de um estudo maior, intitulado ñAn§lise do espectro molecular e 

cl²nico do c©ncer colorretal: da epidemiologia e qualidade de vida ¨ gen®tica e an§lises ¹micasò 

(estudo EMCOR).  

O mesmo, foi aprovado no Comit° de £tica em Pesquisa da FCECON sob o n¼mero de 

CAEE 52343821.2.0000.0004 e n¼mero de parecer 5.180.654 e atende a Resolu­«o CNS nÁ 

466 de dezembro de 2012 (Anexo 10.2). As amostras coletadas foram armazenadas em 

biorreposit·rio no laborat·rio de biologia molecular da FCECON. 

 

4.2 Local do estudo  

 

O estudo foi realizado na Funda­«o Centro de Controle de Oncologia do Estado do 

Amazonas - FCECON, institui­«o de refer°ncia em oncologia do estado do Amazonas e do 

norte do pa²s. 

A etapa de citometria de fluxo para dosagens de citocinas, foi desenvolvida em parceria 

com o grupo de pesquisa da Funda­«o Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas 

(FHEMOAM). 

 

4.3  Popula­«o do estudo 

 

A popula­«o do estudo foi constitu²da de pacientes com diagn·stico confirmado de 

CCR, procedentes dos Estados da Amaz¹nia Legal, que procuraram atendimento na FCECON 

no per²odo de fevereiro de 2022 a dezembro de 2024. 

 

4.4 Amostragem 

 

Levou-se em considera­«o a m®dia de novos casos diagnosticados com adenocarcinoma 

colorretal na FCECON (95 casos por ano de acordo com rotina da institui­«o), que 50% dos 
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casos s«o encaminhados para o tratamento cir¼rgico como primeira escolha. Al®m disso, 

considerando-se uma perda estimada de mais 50% (por dificuldade de coleta pareada de tecido 

tumoral, tecido normal adjacente ï dependentes do cirurgi«o - e plasma), o N amostral estimado 

para um per²odo de dois anos foi de 48 participantes, recrutados por demanda espont©nea. De 

cada paciente foram analisadas duas amostras teciduais (tecido tumoral e tecido n«o tumoral 

adjacente) e uma amostra s®rica. 

 

4.5  Crit®rios de elegibilidade 

 

4.5.1  Crit®rios de inclus«o 

¶ Pacientes de ambos os sexos com idade igual ou superior a 18 anos; 

¶ Com diagnóstico confirmado de adenocarcinoma de colorretal (CID-10 = C18, 

C19, C20); 

¶ Sem tratamento prévio de radioterapia e quimioterapia 

¶ Pacientes que são submetidos a colectomia parcial ou total, retossigmoidectomia, 

ou biopsia por endoscopia realizada no período de fevereiro de 2022 a dezembro  

de 2024; 

¶ Que tenham assinado o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).  

 

4.5.2 Crit®rios de exclus«o 

¶ Participantes com amostras insuficientes para realização das análises;  

¶ Aqueles com informações incompletas no prontuário e que não apresentaram dados 

suficientes para caracterização clínica da doença. 
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4.6  Coleta de amostras e an§lises laboratoriais  

 

4.6.1 Abordagem aos pacientes  

 

Os pacientes que preencheram os crit®rios de inclus«o foram abordados durante a 

consulta ambulatorial de rotina no servi­o de cirurgia oncol·gica (antes do procedimento 

cir¼rgico), ou no servi­o de endoscopia da FCECON. A abordagem foi realizada em sala 

reservada localizada no ambulat·rio ou no servi­o de endoscopia, realizando a entrevista e 

explana­«o sobre a pesquisa, sendo orientados sobre o estudo e seus objetivos, bem como, 

convidados a participar do mesmo. Ao concordarem com os termos do estudo, foram orientados 

a assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ï TCLE (Anexo 10.3) e atrav®s de um 

question§rio padr«o, foram coletadas informa­»es sociodemogr§ficas sobre os fatores de risco 

e os determinantes de sa¼de (estilo de vida) relacionados ao c©ncer de Colorretal (Anexo 10. 

4). 

Quadro 2. Vari§veis analisadas no estudo 

1 Gênero 

2 Idade 

3 Raça 

4 Município de Nascimento 

5 IMC (Parâmetros: < 22 Baixo peso; 22 a 27 Normal; > 27 Sobrepeso) 

6 Fatores de risco (prática de esporte, tabagismo, consumo de álcool, consumo de 

comidas industrializadas, carne vermelha processada e carne salgada) 

7 Sintomatologia 

8 Localização do tumor 

9 Tipo de lesão 

10 Histologia do tumor primário e tipo histológico (tipo de célula que originou o tumor) 

11 Estadiamento clínico 

12 Tratamento instituído 

13 Histórico de doenças (infecções, doenças crônicas) 

14 Histórico familiar de câncer 
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4.6.2 Coleta do sangue perif®rico e obten­«o de plasma 

 

Foram coletados 10 mL de sangue perif®rico em tubo contendo EDTA (do ingl°s, 

Ethylenediamine tetraacetic acid) para separa­«o do plasma (tubo PPT: Plasm preparations 

tube) de acordo com a rotina dos exames pr®-operat·rios no Laborat·rio de An§lises Cl²nicas 

da FCECON. A amostra foi centrifugada e ap·s separa­«o do plasma foi armazenado em freezer 

a -80ÁC at® a an§lise na Funda­«o Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas 

(FHEMOAM), com o qual o grupo de pesquisa mant®m parceria. 

 

4.6.3 Coleta de pe­a cir¼rgica ou bi·psia 

 

A coleta das amostras de tecido tumoral e do tecido n«o tumoral adjacente foi realizada 

em casos submetidos ¨ cirurgia ou bi·psia incisional. Em todos os casos, a coleta do tecido foi 

realizada por equipe m®dica respons§vel pela assist°ncia ao paciente e colaboradora do estudo.  

Em casos cir¼rgicos foram retirados cinco fragmentos da les«o tumoral de 3-5mm do 

tecido tumoral e n«o tumoral adjacente. Em casos de bi·psia foram retirados tr°s fragmentos 

da les«o tumoral de 3-5mm e um n«o tumoral adjacente.  

O material coletado foi ent«o pesado (40 ï 60 mg) e armazenado imediatamente em 

microtubos de 1,5 mL livres de DNAse e RNAse e congelados a -80ÁC at® o momento de in²cio 

das an§lises moleculares. 

 

4.6.4 Extra­«o de DNA 

 

O DNA foi extra²do a partir de amostras de tecido tumoral e n«o tumoral adjacente 

(provenientes de ressec­»es cir¼rgicas ou bi·psias colonosc·picas), utilizando o kit comercial 

RealiaPrepÊ gDNA Tissue Miniprep (Promega Corporation, Madison, EUA), conforme as 

recomenda­»es do fabricante. Foram utilizados entre 40 e 60 mg de tecido fresco congelado, 

previamente fragmentado e incubado overnight a 56 ÁC. O DNA foi elu²do em H O livre de 

nucleases, separado em duas al²quotas de 100 ÕL e armazenado a ï20 ÁC at® o uso. 
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4.6.5 Quantifica­«o de DNA 

 

Todo o DNA extra²do foi quantificado, utilizando o NanodropTM 2000/2000c 

Spectrophotometers (Thermo ScientificTM S«o Paulo, Brasil), seguindo os procedimentos 

operacionais do equipamento e quantificadas no flur²ometro QubitÈ 4.0 (Thermo Fisher 

ScientificÉ), seguindo os procedimentos operacionais do equipamento, a fim de ajustar a 

concentra­«o e garantir o input ideal de 200-500 ng (em at® 45 uL)  para a convers«o de 

bissulfito. 

As amostras tamb®m foram submetidas a corridas em gel de agarose a 0,8% para 

certificar-se quanto a integridade de DNA das amostras.  

 

4.6.6 Tratamento do DNA com bissulfito de s·dio 

 

O tratamento de DNA com bissulfito de s·dio foi realizado utilizando-se o kit EZ DNA 

MethylationÊ (Zymo Research, Calif·rnia, EUA), de acordo com as recomenda­»es do 

fabricante. O objetivo do tratamento do DNA com bissulfito de s·dio ® converter as citosinas 

n«o metiladas em uracilas, n«o alterando as citosinas metiladas. 

O procedimento de convers«o por bissulfito atrav®s do kit EZ DNA MethylationÊ foi 

realizado por tr°s etapas: purifica­«o, desnatura­«o, convers«o com bissulfito de s·dio 

(adicionando reagentes e incuba­«o). O DNA convertido com bissulfito de s·dio foi estocado 

em freezer a -20ÁC, at® posterior an§lise.  

 

4.6.7 Sele­«o de genes alvos e os respectivos Primers e Sondas 

 

Os genes foram selecionados ap·s vasta pesquisa bibliogr§fica de acordo com OGINO 

et al., 2006 e WEISENBERGER et al., 2006 e BRAIT et al., 2012. Al®m disso, foi realizada a 

busca dos genes candidatos em metodologia Array (an§lise para metiloma, metodologia esta 

executada pelo grupo de pesquisa) utilizando o total de 52 amostras de pacientes com CCR, 

sendo 26 controles e 26 tecidos tumoral, classificado em CIMP high ou low, baseada na m®dia 

de CpGs presentes nas ilhas dos 8 genes (Anexo 10.1). 

Os genes alvos selecionados foram: CDKN2A, CDO1, CRABP1, IGF2, MLH1, 

NEUROG1, RUNX3, SOCS1. 

Para cada gene foram sintetizados dois pares de primers espec²ficos para as sequ°ncias 

metiladas. A s²ntese foi realizada pela empresa ThermoFisher, S«o Paulo, Brasil). Ademais, foi 
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utilizado o gene da ɓ-actina como calibrador da reação (Eads et al., 2000). As sequencias de 

primers e sondas específicas para metilação de DNA estão apresentadas no quadro 3. 

 

Quadro 3. Sequ°ncia de primers e sondas espec²ficos para metila­«o de DNA. 

Gene   Sequências 

ɓ-actin Primer forward TGGTGATGGAGGAGGTTTAGTAAGT 

  Primer reverse  AACCAATAAAACCTACTCCTCCCTTAA 

  Sonda FAM-ACCACCACCCAACACACAATAACAAACACA -TAMRA 

CDKN2A Primer forward TGGAGTTTTCGGTTGATTGGTT  

  Primer reverse  AACAACGCCCGCACCTCCT 

  Sonda FAM-ACCCGACCCCGAACCGCG-TAMRA  

CDO1 Primer forward CCACAACGACGAAAATAAAACG  

  Primer reverse  TCGGCGTTTTAGGGATCGCG 

  Sonda FAM-TTAACGGCGCGTTTTAGTCGTTCG-TAMRA 

CRABP1 Primer forward TCGAAATTTTCGTTGTTGCGT 

  Primer reverse  TATCCGTACCTACCG CCG C 

  Sonda FAM-ACCATACCCAACTTCGCCGACACCTAA-TAMRA 

IGF2 Primer forward GAGCGGTTTCGGTGTCGTTA 

  Primer reverse  CCAACTCGATTTAAACCGACG 

  Sonda FAM-CCCTCTACCGTCGCGAACCCGA-TAMRA 

MLH1 Primer forward CTATCGCCGCCTCATCGT 

  Primer reverse  CGTTATATATCGTTCGTAGTATTCGTGTTT 

  Sonda FAM-CGCGACGTCAAACGCCACTACG-TAMRA 

NEUROG1 Primer forward CGT GTAGCGTTCGGGTATTTGTA 

  Primer reverse   CGATAATTACGAACACACTCCGAAT 

  Sonda FAM-CGA TAA CGA CCT CCC GCG AAC ATA AA-TAMRA 

RUNX3 Primer forward CGTTCGATGGTGGACGTGT 

  Primer reverse  GACGAACAACGTCTTATTACAACGC 

  Sonda FAM-CGCACGAACTCGCCTACGTAATCCG-TAMRA 

SOCS1 Primer forward GCGTCGAGTTCGTGGGTATTT 

  Primer reverse  CCGAAACCATCTTCACGCTAA  

  Sonda FAM-ACAATTCCGCTAACGACTATCGCGCA-TAMRA 

 

Foi realizado um teste com todos os primers e sondas espec²ficos para regi»es metiladas 

dos genes alvos, CDKN2A, CDO1, CRABP1, IGF2, MLH1, NEUROG1, RUNX3, SOCS1 

(figura 4). O teste realizado confirmou a efici°ncia de anelamento dos primers ¨s regi»es-alvo 

de DNA 100% metilado. Por outro lado, n«o houve amplifica­«o significativa no controle 

interno com o DNA n«o metilado, corroborando a aus°ncia de rea­«o cruzada com regi»es 

desprovidas de metila­«o.  Indicando que os primers e sondas utilizados apresentavam 
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especificidade para regi»es metiladas do DNA humano, tornando-os adequados para amostras 

experimentais.  

 

4.6.8 An§lise do padr«o de fen·tipo de metila­«o por qPCR 

 

 

Os DNAs modificados (convertidos) por bissulfito de s·dio foram amplificados pela 

t®cnica de metila­«o quantitativa espec²fica ï por rea­«o em cadeia da polimerase. As PCRs 

foram realizadas no volume final de 10 ÕL, contendo 5 ÕL de EpiTect MethyLight Master Mix 

(Quiagen, Hilden, Alemanha), 0,6 ÕL dos primers foward/reverse e volume de DNA 0,2 ÕL de 

sonda, 0,5 ÕL de DMSO, 1,1 ÕL de H2O e o volume 2 ÕL de DNA tratado com bissulfito de 

s·dio por rea­«o (quadro 4). O ciclo de amplifica­«o foi de 5 minutos a 95ÁC, seguido de 50 

ciclos de 15s a 95ÁC e 60s na temperatura de anelamento e extens«o de primers ¨ 60ÁC. Os 

ensaios foram realizados em duplicata e processados na plataforma QuantStudioÊ 5 de PCR 

em tempo real (Thermo Fisher ScientificÉ Inc, S«o Paulo, Brasil) no laborat·rio de biologia 

molecular da FCecon. 

 

 

 

 

 

Figura 5. Teste de efici°ncia de primers e sondas: a) Teste com DNA 100% metilado b) Teste 

com DNA n«o metilado. 
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Quadro 4. Componentes da rea­«o de metila­«o em qPCR. 

Mix (sonda FAM a 

100nM) 

Volume da 

reação (uL)  

Concentração 

Final (uM) 

TaqMan Master Mix 2X 5 1,0 

Primer F (10uM) 0,6 0,6 

Prime R (10uM) 0,6 0,6 

Probe (10uM) 0,2 0,2 

DMSO (5%) 0,5 0,5 

H2O 1,1   

DNA 2   

Total reação  10   

Total do mix 8  
 

Para a avalia­«o do padr«o de metila­«o de DNA em amostras de tecido tumoral e n«o 

tumoral, foram avaliados oito genes-alvo (CDKN2A, CDO1, CRABP1, IGF2, MLH1, 

NEUROG1, RUNX3 e SOCS1), incluindo o controle end·geno (ɓ-actina). Para cada gene, foi 

constru²da uma curva padr«o de calibra­«o a partir de dilui­»es seriadas (1:10) de DNA 

totalmente metilado com n²veis de metila­«o previamente conhecidos (EpiTect PCR Control 

DNA, Quiagen, Hilden, Alemanha). Essas curvas foram inclu²das em todos os ensaios de qPCR, 

permitindo a quantifica­«o dos n²veis de metila­«o nas amostras tumorais e n«o tumorais.  

As an§lises de amplifica­«o e quantifica­«o seguiram as recomenda­»es do MIQE 

(Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments) 

Guidelines (Bustin et al., 2009, 2025) com adapta­»es ao presente estudo. Foram consideradas 

aceit§veis apenas curvas padr«o com coeficiente de determina­«o (RĮ) Ó 0,98 e efici°ncia entre 

90 - 110% para aplica­«o nas amostras experimentais. As duplicatas t®cnicas das amostras 

experimentais foram avaliadas quanto ¨ consist°ncia, admitindo-se varia­«o m§xima de desvio 

Ò 1,2 entre as duplicatas. Embora valores de Ct acima de 39 geralmente sejam considerados 

pr·ximos ao limite de detec­«o, para este estudo optou-se por considerar amostras com 

amplifica­«o detect§vel e dentro dos par©metros estabelecidos pela curva padr«o de 

quantifica­«o. Essa decis«o foi adotada para n«o descartar informa­»es biol·gicas relevantes, 

uma vez que o objetivo principal foi a quantifica­«o dos n²veis de metila­«o.  

A quantidade de metila­«o (padr«o de metila­«o) em cada amostra foi calculada pelo 

m®todo da raz«o, considerando a m®dia entre quantidade de c·pias do gene-alvo metilado em 

rela­«o ¨ m®dia da quantidade de c·pias do gene de refer°ncia (ɓ-actina), multiplicado por 100 

adaptado de Eads et al. (2000). A f·rmula aplicada foi: Metila­«o = Gene alvo/ ɓ-actina x 100. 

Dessa forma, o resultado revela a porcentagem de metila­«o do gene de interesse, normalizado 
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pelo controle interno (ɓ-actina) para minimizar varia­»es na quantidade de DNA utilizado na 

rea­«o de qPCR.  

Inicialmente, o estudo prop¹s-se a classificar os tumores colorretais em fen·tipos com 

alta metila­«o (CIMP-H) e baixa metila­«o (CIMP-L), com base no padr«o de metila­«o de um 

painel dos genes pr®-definidos. A classifica­«o adotaria o crit®rio de CIMP-H para os tumores 

em que 5 ou mais regi»es promotoras de um painel de 8 genes diferentes apresentassem 

metila­«o, conforme descrito por  Ogino, S et al. (2009). Entretanto, devido ¨s limita­»es 

t®cnicas na obten­«o de dados para todos os genes do painel, n«o foi poss²vel realizar a 

classifica­«o dos tumores em fen·tipos CIMP. Tal limita­«o foi considerada na an§lise e 

discuss«o dos resultados. 

 

4.6.9 An§lise de citocinas s®ricas 

 

Para a quantifica­«o das concentra­»es plasm§ticas de citocinas, foram utilizados os kits 

comerciais, Kit BDTM Human Inflammatory Cytokines e do Kit BDTM Human Cytokine 

Th1/Th2/Th17 (BD Biosciences, San Diego, CA EUA), seguindo as instru­»es do fabricante. 

Esses kits permitiram a dosagem de citocinas pr·-inflamat·rias (IL-1ɓ, IL-6, CXCL-8, 

IL12p70, IL-17A, TNF-Ŭ e IFN-ɔ) e anti-inflamat·rias (IL-2, IL-4 e IL-10). As an§lises foram 

realizadas por citometria de fluxo, atrav®s do FACSCanto È II e processados com o software 

FCAP-Array v3 (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA), esta etapa foi realizada no LABGEN 

2 da FHEMOAM. 

 

4.6.10 An§lises Estat²sticas 

 

Os dados foram apresentados por meio de gr§ficos e tabelas, onde se calculou as 

frequ°ncias absolutas simples e relativas e intervalo de confian­a ao n²vel de 95% (IC 95%) 

para os dados categ·ricos. Na an§lise de dados quantitativos, a normalidade foi avaliada pelo 

teste de Shapiro-Wilk que devido a rejei­«o da hip·tese de normalidade optou-se por calcular 

a mediana e intervalo interquartil. Nas an§lises de citocinas foram empregados os testes de 

Mann-Whitney e Kruskal-Wallis. O teste de Mann-Whitney foi utilizado para comparar dois 

grupos, e o teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para comparar tr°s ou mais grupos. Nenhuma 

exclus«o de outliers foi realizada, visto que a utiliza­«o de testes n«o param®tricos ® robusta a 

valores extremos e n«o houve justificativa a priori para a exclus«o de qualquer ponto de dado. 

Para as an§lises de metila­«o foi usado o teste n«o param®trico de Wilcoxon. Foi aplicado a 
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transforma­«o logar²tmica para normalizar a varia­«o dos dados de metila­«o, sendo os valores 

iguais a zero, representados no gr§fico como -3 (equivalente a 0,001%). O limiar ideal da curva 

ROC (Receiver Operating Characteristic) tamb®m foi aplicado para estabelecer um ponto de 

corte ideal para a metila­«o a partir dos nossos dados, para a classifica­«o das amostras. 

M®tricas como sensibilidade, especificidade e a Ćrea sob a Curva (AUC) foram geradas para 

quantificar o desempenho dos genes. 

Para avaliar a rela­«o entre a metila­«o dos genes (CDKN2A e RUNX3) e as 

concentra­»es das citocinas, foram empregadas an§lises de correla­«o e regress«o. 

Inicialmente, a correla­«o de Spearman foi utilizada para investigar a for­a e a dire­«o da 

associa­«o entre os n²veis de metila­«o dos genes e as concentra­»es plasm§ticas das citocinas. 

O coeficiente de correla­«o de Spearman ® uma medida n«o param®trica, apropriada para dados 

que n«o seguem uma distribui­«o normal, e foi calculado para todas as combina­»es de pares 

de vari§veis. Em seguida, foi realizada uma an§lise de regress«o linear m¼ltipla para determinar 

se as concentra­»es das citocinas (vari§veis independentes) poderiam predizer a metila­«o dos 

genes e as vari§veis cl²nico-patol·gicas (vari§veis dependentes). O modelo de regress«o 

m¼ltipla permite controlar o efeito de m¼ltiplas vari§veis, identificando quais delas t°m uma 

influ°ncia independente. Os resultados foram apresentados utilizando os coeficientes beta (ɓ) 

padronizados, que permitem a compara­«o da for­a relativa do efeito de cada vari§vel. 

Os softwares utilizados nas an§lises dos dados foram: Epi Info vers«o 7.2.6.0, GraphPad 

Prism vers«o 8.0.2 e R Studio vers«o 4.3.2.  Em todas as an§lises, foi adotado um n²vel de 

signific©ncia de 0,05 (Ŭ=5%).  
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5 RESULTADOS  

 

Foram inclu²dos neste estudo 59 pacientes com diagn·stico histopatol·gico confirmado 

de CCR. Dentre estes, 57 apresentavam material biol·gico de plasma dispon²vel e todos os 59 

possu²am amostras de tecido tumoral e n«o tumoral coletadas. Os dados sociodemogr§ficos, 

cl²nicos e patol·gicos foram analisados de todos os pacientes inclu²dos. A an§lise de citocinas 

foi realizada nas 57 amostras de plasma dispon²veis. 

Das 59 amostras pareadas de tecido tumoral e n«o tumoral inicialmente coletadas, 44 

foram selecionadas para a an§lise de metila­«o, considerando a quantidade e a qualidade do 

material dispon²vel, bem como a necessidade de otimizar o uso de reagentes diante da an§lise 

de oito genes-alvo e do controle end·geno ɓ-actina. Ressalta-se que, devido a perdas t®cnicas 

ocorridas durante a etapa de valida­«o, processamento e amplifica­«o, houve redu­«o do 

n¼mero final de pares de amostras efetivamente analisadas para metila­«o. 

 

5.1 Caracter²sticas sociodemogr§ficas epidemiol·gicas 

 

As caracter²sticas sociodemogr§ficas e epidemiol·gicas est«o demonstradas na tabela 

01. Observa-se que a maioria da popula­«o ® do g°nero feminino (62,7%), com idade m®dia de 

62,8 anos (DP=12,0). Quanto a ra­a, a maioria se declararam parda (67,8%) e natural do estado 

do Amazonas (62,7%).  

 

Figura 6. Fluxograma de amostras inclu²das no estudo. 
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Tabela 1. Caracter²sticas sociodemogr§ficas, epidemiol·gicas dos pacientes com c©ncer 

colorretal, atendidos na FCECON no per²odo de fevereiro de 2022 a dezembro de 2024 

Amazonas, Brasil. 

Variáveis (N=59)  % (f i) IC (95%) 
   

Gênero   

Feminino 62,7 (37) 49,2 - 75,0 

Masculino 37,3 (22) 25,0 - 50,9 
   

Idade   

18-30 1,2 (1) 0,04 - 9,1 

31-50 10,2 (4) 3,8 - 20,8 

51-65  44,1 (16) 31,2 - 57,6 
   

>66 44,1 (15) 31,2 - 57,6 
 

Raça 

Branca  22,0 (13) 11,0 - 41,9 

Negra 10,2 (6) 3,8 - 20,8 

Parda 67,8 (40) 54,4 - 79,4    

Estado de Nascimento   

Acre 1,7 (1) 0,07 - 14,5 

Amazonas 62,7 (37) 43,5 - 76,9 

Ceará  5,1 (3) 1,8 - 22,5 

Maranhão 1,7 (1) 0,04 - 9,1 

Mato Grosso  1,7 (1) 0,04 - 9,1 

Mato Grosso do Sul 1,7 (1) 0,04 - 9,1 

Pará 16,9 (10) 4,7 - 29,5 

Pernambuco 1,7 (1) 0,04 - 9,1 

Piauí 1,7 (1) 0,04 - 9,1 

Rio Grande do Norte 1,7 (1) 0,04 - 9,1 

Rondônia 1,7 (1) 0,04 - 9,1 

Roraima 1,7 (1) 0,04 - 9,1 

f i = frequência absoluta simples; IC - intervalo de confiança 95% 

 

5.2 Caracter²sticas de estilo de vida  

 

As caracter²sticas baseadas no estilo de vida dos participantes, est«o demonstradas na 

tabela 02. Dentre as caracter²sticas, 47,5% da popula­«o estudada apresentou IMC compat²vel 

com sobrepeso no momento do diagn·stico. Quanto a pr§tica de esportes, 69,5% relataram que 

n«o praticaram nenhum tipo de esporte ao longo da sua vida. Observou-se ainda que 39,0% e 

40,7% relataram j§ ter fumado e consumido §lcool, respectivamente. Al®m disso, parte 

significativa da popula­«o (61,0%) possu²am h§bitos alimentares de comidas industrializados, 
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64,4% indicavam consumo de carnes vermelhas ou processadas e 50,9% faziam uso de carnes 

salgadas com frequ°ncia semanal. 

 

Tabela 2. Caracter²sticas de estilo de vida dos pacientes com c©ncer colorretal, atendidos na 

FCECON, no per²odo de fevereiro de 2022 a dezembro de 2024, Amazonas, Brasil. 

 

Variáveis (N=59)  % (f i) IC (95%) 
   

IMC    

Baixo peso 10,2 (6) 3,8 - 20,3 

Normal 33,9 (20) 22,1 - 47,4 

Obesidade grau I 6,8 (4) 1,9 - 16,5 

Obesidade grau III 1,7 (1) 0,04 - 9,1 

Sobrepeso 47,5 (28) 34,3 - 60,9    

Prática de esporte   

Não 69,5 (41) 56,1 - 80,8 

Sim 30,5 (18) 19,2 - 43,7    

Tabagismo    

Não 61,0 (36) 47,4 - 73,5 

Sim 39,0 (23) 26,6 - 52,6 
   

Álcool   

Não 59,3 (35) 45,8 - 71,9 

Sim 40,7 (24) 28,1 - 54,3    

Consumo de industrializados   

Não 39,0 (23) 26,6 - 52,6 

Sim 61,0 (36) 47,4 - 73,5 
   

Frequência por Semana   

1 a 7 77,8 (28) 60,9 -89,9 

Mais de 7 16,7 (6) 6,4 - 32,8 

Não sabe 5,5 (2) 0,7 - 18,7    

Consumo de carne 

vermelha/processados    

Não 35,6 (21) 23,6 - 49,1 

Sim 64,4 (38) 50,9 - 76,5    

Frequência por Semana  
 

1 a 7 86,8 (33) 71,9 - 95,6 

Mais de 7 7,9 (3) 1,7 - 21,4 

Não sabe 5,3 (2) 0,6 - 17,8    

Consumo de carne 

salgada 
  

Não 35,6 (21) 23,6 - 49,1 
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Sim 50,9 (38) 50,9 - 76,5 
   

Frequência por Semana   

1 a 7 76,3 (29) 59,8 - 88,6 

Mais de 7 13,1 (5) 4,4 - 28,1 

Não sabe 10,5 (4) 2,9 - 24,8 

f i = frequência absoluta simples; IC - intervalo de confiança 95% 

 

5.3 Caracter²sticas cl²nicas e patol·gicas 

 

Em rela­«o a sintomatologia apresentada pelos pacientes diagnosticados com CCR, 

observou-se que a perda ponderal ® um dos sintomas mais comuns entre eles (81,4%), seguido 

por constipa­«o (57,6%), dor abdominal (52,5) e altera­«o do h§bito intestinal (44,4%) (tabela 

3).  

 

Tabela 3. Sintomas relatados pelos pacientes diagnosticados com c©ncer colorretal, atendidos 

na FCECON, no per²odo de fevereiro de 2022 a dezembro de 2024, Amazonas, Brasil. 

Variáveis (N = 59)  % (f i) Sim % (f i) Não IC (95%) Sim IC (95%) Não 

Sintomas  

 

  

 

Alteração do hábito intestinal 44,1 (26) 55,9 (33) 31,4 - 56,7 43,3 - 68,6 

Anemia 40,7 (24) 59,3 (35) 28,1 - 54,3 45,8 - 71,9 

Astenia  32,2 (19) 67,8 (40) 20,6 - 45,6 54,4 - 79,4 

Constipação 57,6 (34) 42,4 (25) 44,1 - 70,4 29,6 - 55,9 

Distensão abdominal 33,9 (20) 66,1 (39) 22,1 - 47,4 52,6 - 77,9 

Dor abdominal 52,5 (31) 47,5 (28) 39,1 - 65,7 34,3 - 60,9 

Hemorragia intestinal 37,3 (22) 62,7 (37) 25,0 ï 49,6 50,4, - 75,0 

Febre 20,3 (12) 79,7 (47) 11,0 - 32,8 67,2 - 89,0 

Fezes em fita 37,3 (22) 62,7 (37) 25,0 - 50,9 49,2 - 75,0 

Massa abdominal palpável 15,3 (9) 84,7 (50) 6,0 - 24,4 75,6 - 93,9 

Náuseas e vômitos 35,6 (21) 64,4 (38) 23,5 - 49,1  50,9 - 76,5 

Perda Ponderal   81,4 (48) 18,6 (11) 69,1 - 90,39 9,7 - 30,9 

Toque retal alterado 15,3 (9) 84,7 (50) 6,0 - 24,4 75,6 - 93,9 

f i = frequência absoluta simples; IC - intervalo de confiança 95%  

 

As caracter²sticas cl²nicas e patol·gicas s«o mostradas na tabela 04. O tipo histol·gico 

mais diagnosticado foi o Adenocarcinoma que comp»em a maioria das malignidades 

colorretais. Neste estudo prevaleceu o Adenocarcinoma SOE (sem outras especifica­»es) 

(86,4%). O grau histol·gico tamb®m foi avaliado, sendo 14 (23,7%) com a doen­a bem 

diferenciada, 36 (61,0%), com a doen­a moderadamente diferenciada, 7 (11,9%), pouco 
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diferenciada e 2 (3,4%) que n«o puderam ser avaliados quanto ao grau histol·gico do CCR. A 

maioria das les»es foi encontrada no retossigmoide (42,4%), com representatividade maior das 

les»es no lado esquerdo do c·lon (78%). Dos 59 pacientes inclu²dos no estudo 9 (15, 3%) foram 

classificados no est§gio I, 13 (22,0%) no est§gio II, 20 (33,9%) no est§gio III e 17 (28,8%) no 

est§gio IV da doen­a. A maioria dos pacientes (71,2%) n«o apresentou met§stase, em 

contrapartida (28,8%) apresentaram. Durante o per²odo avaliado, 15 pacientes (25,4%) 

evolu²ram para ·bito. 

 

Tabela 4. Caracter²sticas cl²nicas e patol·gicas dos pacientes diagnosticado com c©ncer 

colorretal, atendidos na FCECON, no per²odo de fevereiro de 2022 a dezembro de 2024, 

Amazonas, Brasil. 

 

Variáveis (N = 59)  % (fi)  IC (95%) 
   

Tipo histológico   

Adenocarcinoma intramucoso 1,7 (1) 0,04 - 9,1 

Adenocarcinoma mucinoso 10,2 (6) 3,8 - 20,8 

Adenocarcinoma, SOE 86,4 (51) 73,1 - 92,8 

Carcinoma de células em anel 

de sinete 
1,7 (1) 

0,04 - 9,1 
   

Grau   

G1, bem diferenciado 23,7 (14) 13,6 - 36,6 

G2, moderamente diferenciado 61,0 (36) 47,4 - 73,5 

G3, pouco diferenciado 11,9 (7) 4,9 - 22,9 

Gx, não avaliado 3,4 (2) 0,4 - 11,7 
   

Sítio do tumor   

Ceco 8,5 (5) 2,8 - 18,7 

Cólon ascendente 11,9 (7) 3,9 - 29,1 

Cólon trasverso 16,9 (1) 0,04 - 9,1 

Cólon descendente 17,0 (10) 8,4 - 29,0 

Retossigmóide 42,4 (25) 29,6 - 55,3 

Reto 18,6 (11) 9,7 - 30,9 
   

Lateralidade  
 

Direito 22,0 (13) 12,3 - 34,7 

Esquerdo 78,0 (46) 65,3 - 87,7 
   

Estadiamento   

I 15,3 (9) 7,2 - 27,0 

II  22,0 (13) 12,3 - 34,7 

III  33,9 (20) 22,1 - 47,4 

IV  28,8 (17) 17,8 - 48,1 
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Metástase   
 

Não 71,2 (42) 57,9 - 82,2 

Sim 28,8 (17) 17,8 - 42,1 
   

Óbito  
 

Não 74,6 (44) 61,6 - 85,0 

Sim 25,4 (15) 15,0 - 38,04 

f i = frequência absoluta simples; IC - intervalo de confiança 95% 

 

5.4 Padr«o de Metila­«o de genes alvos em tecido n«o tumoral e tumoral 

 

Na etapa preliminar de padroniza­«o, quatro genes (RUNX3, CDKN2A, CDO1, SOCS1) 

incluindo o controle end·geno (ɓ-actina), apresentaram curvas-padr«o adequadas, com valores 

de RĮ igual ou superior a 0,98 e efici°ncias dentro do intervalo aceit§vel (90ï110%) (tabela 5). 

Entretanto, quando aplicados ¨s amostras experimentais pareadas, apenas os genes CDKN2A, 

RUNX3 mantiveram desempenho satisfat·rio, preservando a efici°ncia da rea­«o e o formato 

esperado da curva de amplifica­«o, permitindo assim a quantifica­«o absoluta do DNA metilado 

de cada amostra. Os demais genes apresentaram perda de sensibilidade, baixa efici°ncia ou 

desvios na curva-padr«o, impossibilitando o c§lculo confi§vel do ²ndice de metila­«o. 

 

Tabela 5. Par©metros das curvas padr«o obtidas para os genes-alvo utilizados na 

padroniza­«o da rea­«o de qPCR. 

Gene   Eficiência (90-110%)          R² (Ó 0,98) 

B-ACTINA  101.58%  0,99  

RUNX3    99.93%  0,99  

CDKN2A    91.66%  0,99  

CDO1    99.70%  0,98  

SOCS1    90.11%  0,98  

CRABP1    89.06%  0,96  

MLH1    78.13%  0,99  

IGF2    63.52%  0.99  

NEUROG1  112.35%  0.92  

              R² = coeficiente de determinação 

 

A metila­«o do gene CDKN2A foi analisada em 35 amostras pareadas de tecido tumoral 

e n«o-tumoral adjacente de pacientes com CCR. Os valores de metila­«o foram calculados em 
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porcentagem e, para an§lise, foram transformados em escala logar²tmica (log10). Observa-se 

que parte dos pacientes apresentam n²veis de metila­«o mais elevados no gene CDKN2A no 

tecido tumoral, entretanto, esse padr«o n«o ® uniforme entre todos os casos, sugerindo 

heterogeneidade do perfil de metila­«o do CDKN2A entre pacientes (figura 7). A an§lise 

pareada n«o revelou diferen­as estatisticamente significativas (p= 0,305). Para determinar o 

potencial discriminat·rio do gene CDKN2A com base nos seus n²veis de metila­«o, foi realizada 

a an§lise da curva ROC (Receiver Operating Characteristic), que definiu um limiar ideal de -

2.48 (na escala log10), associado uma sensibilidade de 54,29% e uma especificidade de 88,57% 

(Ap°ndice 9.1).  

 

 

Figura 7. Gr§fico de pontos pareados que exibe os n²veis de metila­«o de CDKN2A (log10-

transformados) em amostras pareadas de tecidos n«o-tumorais (azul) e tumorais (vermelho). As 

diferen­as na porcentagem de metila­«o entre os tecidos n«o-tumorais e tumorais, foram 

analisadas usando o teste n«o param®trico de Wilcoxon. As linhas pretas conectam as amostras 

do mesmo paciente. O p-valor (0.305) do teste indica que n«o houve diferen­a estat²stica entre 

os grupos. A linha tracejada roxa representa o limiar ideal de -2.48 (0,0033% na escala original), 

determinado pela an§lise ROC para melhor discrimina­«o (Sensibilidade = 54.29%; 

Especificidade = 88.57%). 
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A metila­«o do gene RUNX3 tamb®m foi avaliada em 35 amostras pareadas de tecido 

tumoral e n«o-tumoral (figura 8). Diferente do observado no gene CDKN2A, a an§lise visual do 

gr§fico de pontos n«o revelou uma tend°ncia clara de aumento ou diminui­«o nos n²veis de 

metila­«o. Essa observa­«o foi confirmada pela an§lise estat²stica, que revelou que a diferen­a 

entre os grupos n«o ® estatisticamente significativa (p= 0,4181). Al®m disso, a an§lise da curva 

ROC confirmou a falta de poder discriminat·rio do gene RUNX3, com uma §rea sob a curva 

(AUC) de 0,496 (Ap°ndice 9.1). Desta forma este gene, n«o teve poder discriminat·rio para 

classificar amostras em metiladas e n«o metiladas. 

 

 

Figura 8. Gr§fico de pontos pareados que exibe os n²veis de metila­«o de RUNX3 (log10-

transformados) em amostras pareadas de tecidos n«o-tumorais (azul) e tumorais (vermelho). As 

diferen­as na porcentagem de metila­«o entre os tecidos n«o-tumorais e tumorais, foram 

analisadas usando o teste n«o param®trico de Wilcoxon. As linhas pretas conectam as amostras 

do mesmo paciente. O p-valor (0.418) do teste indica que n«o houve diferen­a estat²stica entre 

os grupos. Um gr§fico de suporte para esta an§lise est§ dispon²vel no Ap°ndice 9.2. 
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5.5 Concentra­»es plasm§ticas de citocinas, de acordo com a lateralidade do tumor (direito 

versus esquerdo). 

 

Foi realizada a an§lise comparativa das concentra­»es plasm§ticas de citocinas, de 

acordo com a lateralidade do tumor direito (D) ou esquerdo (E).  

As concentra­»es de IL-10 foram significativamente mais elevadas no c·lon esquerdo 

(p = 0.0018). Por outro lado, a IL-17A apresentou diferen­a estatisticamente significativa com 

concentra­»es mais elevadas em pacientes com tumores localizados no c·lon direito (p = 

0.0163) (s). 

As demais citocinas analisadas (IL-1ɓ, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-12p70, IFN-ɔ, TNF-Ŭ) 

n«o apresentaram diferen­as estatisticamente significativas entre a lateralidade do tumor (todos 

p > 0.05). 
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5.6 Concentra­»es plasm§ticas de citocinas, de acordo com o estadiamento da doen­a. 

Foram avaliadas as concentrações plasmáticas de citocinas em relação ao estadiamento 

da doença (I, II, III e IV). Observou-se diferença estatisticamente significativa para IL-6 (p = 

0,0043) entre os estágios, com tendência de aumento nos estágios mais avançados e diferença 

significativa principalmente entre os estágios I e IV (p ajustado = 0,0083). 

Figura 9. Concentra­»es plasm§ticas de citocinas, de acordo com a lateralidade do c·lon: direito (D) 

versus esquerdo (E). Os valores est«o expressos em pg/mL. Os dados s«o representados em Boxplot 

com pontos individuais. A an§lise estat²stica foi realizada pelo teste de Mann-Whitney. Diferen­as 

significativas representadas por asteriscos quando p < 0.01 (**) ou p < 0.05 (*). 
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Não foram observadas diferenças significativas nas concentrações plasmáticas das 

demais citocinas avaliadas (IL-1ɓ, IL-2, CXCL-8/IL-8, IL-10, IL-12p70, IL-17, IFN-ɔ, TNF) 

entre os diferentes estágios do CCR (figura 10). 

 

 

 

Figura 10. Concentra­»es plasm§ticas de citocinas nos pacientes com c©ncer colorretal (CCR) por estadiamento 

da doen­a. Os valores est«o expressos em pg/mL. Os dados s«o representados por Box Plots com pontos 

individuais. As an§lises estat²sticas foram realizadas por Kruskal-Wallis (com p·s-teste de Dunn) para os dados 

n«o-normais. Diferen­as significativas foram destacadas por linhas de conex«o e asteriscos quando p < 0.01 (**) 

ou p < 0.05 (*). 
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5.7 Concentra­»es plasm§ticas de citocinas em rela­«o a aus°ncia ou presen­a de met§stase. 

 

Foram avaliadas as concentrações plasmáticas de citocinas dos pacientes com CCR na 

ausência ou presença de metástase. Observou-se que a citocina CXCL-8 (IL-8) apresentou 

concentra­»es plasm§ticas mais elevadas e estatisticamente significativa (p = 0,0446) na presen­a 

de met§stase. Nas demais citocinas (IL-1ɓ, IL-2, IL-10, IL-12p70, IL-17, IFN-ɔ, TNF-Ŭ) n«o foi 

evidenciado signific©ncia estat²stica (figura 11). 

 

Figura 11. Concentra­»es plasm§ticas de citocinas, de acordo com a presen­a ou aus°ncia de 

met§stase. Os valores est«o expressos em pg/mL. Os dados s«o representados em Boxplot com 

pontos individuais. A an§lise estat²stica foi realizada pelo teste de Mann-Whitney. Diferen­as 

significativas s«o representadas por asteriscos quando p < 0.01 (**) ou p < 0.05 (*). 
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5.8 Correla­«o entre o padr«o de metila­«o e citocinas. 

 

Para avaliar a correla­«o entre os n²veis metila­«o dos genes CDKN2A e RUNX3 e as 

concentra­»es s®ricas de citocinas, foi realizada uma an§lise de correla­«o de Spearman. 

Observou-se que os n²veis de metila­«o do gene CDKN2A n«o possui correla­«o 

estatisticamente significativa com nenhuma das citocinas analisadas (representada pelos 

c²rculos brancos). Em contraste, os n²veis de metila­«o do gene RUNX3 teve uma correla­«o 

negativa com a citocina IL-2 (ɟ = -0.43) (representada pelo c²rculo azul). Indicando que ̈  

medida que a metila­«o do gene RUNX3 aumenta, as concentra­»es de IL-2 tendem a diminuir. 

Ademais, observou-se a correla­«o positiva forte entre IL-6 e CXCL-8 (IL-8) (ɟ = 0.68) 

(representada pelo c²rculo laranja). Isso sugere uma associa­«o robusta e significativa entre 

essas duas citocinas, ou seja, ¨ medida que os n²veis de IL-6 aumentam, os de CXCL-8 tamb®m 

tendem a aumentar. Outras correla­»es positivas fortes s«o entre IL-6 e IL-12p70 (IL-8) (ɟ = 

0.55) bem como entre IL-1ɓ e TNF (ɟ = 0.59) e IL-4 e INF-y (ɟ = 0.51) (figura 12). 
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Figura 12. Mapa de calor da correla­«o de Spearman entre n²veis de metila­«o dos genes 

CDKN2A e RUNX3 e as concentra­»es s®ricas de citocinas. Os c²rculos coloridos representam 

os coeficientes de correla­«o (ɟ), onde a cor e o tamanho do c²rculo indicam a for­a e a dire­«o 

da associa­«o. Tons de azul indicam correla­«o negativa e tons de laranja indicam correla­«o 

positiva. C²rculos em branco representam correla­»es n«o estatisticamente significativas (p > 

0.05). 

 

 

Para avaliar o efeito das vari§veis cl²nicas e patol·gicas nos n²veis de metila­«o dos 

genes (CDKN2A e RUNX3) e das citocinas, realizou-se uma an§lise de regress«o linear m¼ltipla. 

Com o intuito de identificar quais dessas vari§veis atuam como preditoras independentes dos 

resultados biol·gicos. Os resultados est«o demonstrados no mapa de calor (figura 13). 

Observou-se uma associa­«o positiva e estatisticamente significativa entre a lateralidade do 

tumor e as concentra­»es s®ricas de IL-10 (ɓ=1.6, p < 0,05). Nenhuma das outras vari§veis 

cl²nicas e patol·gicas (idade, g°nero, estadiamento e status de met§stase) demonstrou ser um 
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preditor estatisticamente significativo para os n²veis de metila­«o dos genes CDKN2A, RUNX3, 

nem para as outras citocinas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Mapa de calor dos coeficientes beta da an§lise de regress«o linear m¼ltipla. O 

gr§fico representa os coeficientes de regress«o (ɓ) de um modelo multivariado, mostrando a 

influ°ncia das vari§veis cl²nicas, patol·gicas, n²veis de metila­«o de genes (linhas) e citocinas 

(colunas). A intensidade da cor laranja indica a magnitude do coeficiente beta. O asterisco (*) 

destaca uma associa­«o estatisticamente significativa com p < 0,05. 
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6 DISCUSSëO  

 

Este estudo avaliou dados sociodemogr§ficos, epidemiol·gicos, de estilo de vida, 

cl²nicos e patol·gicos de pacientes com diagn·stico c©ncer colorretal (CCR). Observou-se que 

a faixa et§ria dos 59 pacientes selecionados para o estudo variou entre 51-65 anos e >66 anos. 

Sabe-se que cerca de 90% de todos os novos casos de CCR ocorrem em indiv²duos com mais 

de 50 anos (Sawicki et al., 2021). A idade ® considerada um dos fatores mais significativos que 

influenciam o risco de desenvolvimento de CCR. Pessoas com idade superior a 65 anos tem 

tr°s vezes mais risco de desenvolver CCR em compara­«o com aqueles com idade entre 50-64 

anos e cerca de 30 vezes mais risco do que pessoas entre 25-49 anos (Rawla; Sunkara; Barsouk, 

2019). Sobretudo, o fato desta doen­a ser relacionada ¨ idade ® particularmente evidente em 

na­»es desenvolvidas, onde o aumento da expectativa de vida e o envelhecimento populacional 

contribuem para uma maior incid°ncia (Sawicki et al., 2021). 

Os dados de estimativa gerados pelo Instituto Nacional de C©ncer no Brasil apontam 

que o CCR ® o segundo mais prevalentes em homens e o terceiro mais prevalente em mulheres. 

No entanto, no Amazonas h§ uma diferen­a significativa de incid°ncia em ambos os sexos, 

visto ser mais prevalente em mulheres (7,47/100 mil) em compara­«o aos homens (6,20/100 

mil) (INCA, 2023). Este dado, corrobora com os dados apresentados neste estudo. Essa 

diferen­a ainda n«o ® bem compreendida, mas pode estar relacionada a exposi­«o aos fatores 

de risco (tabagismo, §lcool, padr»es alimentares regulares de carnes vermelhas e processados) 

(American Cancer Society, 2017). 

Notou-se ainda que a maioria da popula­«o estudada apresentava IMC com indicativo 

de sobrepeso no momento do diagn·stico. Homens e mulheres com sobrepeso ou obesidade 

tem cerca de 50% mais riscos de desenvolver c©ncer em compara­«o com pessoas com peso 

normal (Sawicki et al., 2021). Estima-se que o risco global do CCR aumente em 3% para cada 

cinco quilos de ganho de peso. Este fato, muitas vezes se d§ como resultado de sedentarismo. 

Pessoas fisicamente inativas tem risco at® 50% maior de desenvolver o CCR em compara­«o 

¨s mais ativas fisicamente (American Cancer Society, 2017). 

Em rela­«o ao tabagismo, sabe-se ainda que aqueles que fumam ou j§ fumaram t°m 

risco aumentado para muitos tipos de c©ncer, incluindo o CCR (Sawicki et al., 2021). Uma 

metan§lise recente de 14 estudos de coorte prospectivos mostrou que tabagismo anterior (HR = 

1,12; 95% IC: 1,04ï1,20) e atual (HR = 1,29, IC 95%: 1,04ï1,60) foram associados a pior 

progn·stico do CCR em compara­«o com nunca fumar e fumar atual (Ord·¶ez-Mena et al., 

2018).  
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Da mesma forma, a ingest«o de §lcool ® um dos principais contribuintes para o 

desenvolvimento do c©ncer. Estima-se que 21,9% dos novos casos de CCR s«o atribu²dos ao 

consumo de §lcool em todo o mundo, em ambos os sexos (IARC, 2024).  No Brasil, essa 

estimativa n«o ® diferente (21,9%) (IARC, 2024). Em metan§lise de 16 estudos realizando 

associa­«o do §lcool com o CCR, verificou-se que o consumo excessivo de §lcool foi associado 

a um aumento significativo do risco (OR: 1,25, IC 95%: 1,11ï1,40) (McNabb et al., 2020).  

A dieta tamb®m desempenha um papel adverso ou protetor no desenvolvimento do CCR, 

independente da obesidade. O consumo regular de carnes vermelhas e processadas ® um 

importante fator de risco para o desenvolvimento de CCR (Aykan, 2015). Estima-se que o risco 

de CCR pode aumentar em cerca de 17% para cada por­«o de 100 gramas de carne vermelha e 

em aproximadamente 18% para cada 50 gramas de carne processada consumida diariamente 

(Sawicki et al., 2021) 

Quanto aos sintomas relatados pelos pacientes deste estudo, destacamos que a perda 

ponderal, constipa­«o, dor abdominal e altera­«o do h§bito intestinal, foram os sintomas mais 

comuns.  Deve-se considerar que h§ poucos sintomas ·bvios relatados no in²cio da doen­a, o 

CCR desenvolve mais sintomas na fase m®dia e tardia, e muitas vezes pode ser uma das raz»es 

pelo qual os pacientes procuram atendimento m®dico tardio (Rasmussen et al., 2015). No 

Brasil, sintomas como mudan­as de h§bitos intestinais (diarreia ou constipa­«o), anemia, perda 

inexplic§vel de peso, fezes escuras ou com sangue vis²vel, massa abdominal, dor ou desconforto 

abdominal, s«o considerados bons indicadores para a suspeita do CCR, o que facilita os 

pacientes a serem encaminhados de uma unidade b§sica de sa¼de para a aten­«o especializada, 

a fim de investigar e confirmar o diagn·stico (INCA, 2021).  

Neste estudo, obtivemos ainda as caracter²sticas cl²nico e patol·gicas dos pacientes com 

CCR. Sabe-se que o CCR ® uma doen­a heterog°nea e vai diferir quanto a localiza­«o do tumor, 

grau de malignidade e tipo histol·gico, tais caracter²sticas e informa­»es podem predizer o 

progn·stico, as melhores op­»es de tratamento e os desfechos cl²nicos do paciente (Marzouk; 

Schofield, 2011). O est§gio da doen­a e a presen­a de met§stase, afetam sobremaneira as taxas 

de sobrevida. No momento do diagn·stico do CCR, aproximadamente 80% s«o localizados, 

enquanto 20% t°m met§stases para locais distantes (Thanikachalam; Khan, 2019).  A posi­«o 

do tumor no CCR tamb®m s«o caracter²sticas importantes, pois se comportam de forma 

diferente em termos de progress«o da doen­a e sobrevida global. Pacientes com CCR ¨ direita, 

por exemplo, tendem a ter tumores maiores e mais avan­ados e muitas vezes s«o pouco 

diferenciados. Em contrapartida, os tumores esquerdos, ® mais f§cil detect§-los com a 



65 

 

 

colonoscopia nos est§gios iniciais da carcinog°nese, al®m de responder melhor ao tratamento 

como a quimioterapia (Baran et al., 2018). 

Nossos achados para o padr«o de metila­«o dos genes CDKN2A e RUNX3 em amostras 

pareadas de tecido tumoral e n«o tumoral foram distintos, embora ambos os resultados n«o 

tenham sido estatisticamente significativos. Apesar de o gene CDKN2A tenha apresentado 

aumento da metila­«o no tecido tumoral, esse padr«o n«o foi uniforme, refletindo uma 

heterogeneidade entre as amostras. Estudos anteriores, descrevem este gene como 

hipermetilado em 12 a 51% dos CCRs, sendo frequentemente inclu²do no painel de marcadores 

usados para avaliar o fen·tipo CIMP (Shima et al., 2011). Em estudo conduzido por Almeida 

et al. (2015) em pacientes do Amazonas, observou-se a presen­a de metila­«o moderada do 

CDKN2A, embora n«o tenha apresentado destaque expressivo em rela­«o a outros genes 

(Almeida et al., 2015). Nossos achados sugerem que, no contexto estudado, o CDKN2A pode 

desempenhar um papel epigen®tico relevante, por®m menos dominante.  

Em contrapartida, o gene RUNX3, n«o demonstrou um padr«o consistente de metila­«o. 

Esse achado diverge da literatura, que sugere que a hipermetila­«o deste gene pode ser um 

preditor de progn·stico desfavor§vel no CCR, aumentando o risco de progress«o tumoral (Mu 

et al., 2014).  Embora em estudo de Shin, et al. (2018) tenham encontrado uma porcentagem 

consider§vel (32,3%) de hipermetila­«o em amostras tumorais de CCR, nossos resultados 

indicam que essa particularidade epigen®tica n«o ® prevalente na popula­«o estudada.  

Nosso estudo prop¹s-se ainda a investigar as concentra­»es plasm§ticas de citocinas 

quanto a lateralidade do tumor, estadiamento da doen­a e presen­a de met§stase em pacientes 

com c©ncer colorretal. A literatura sugere que perfis de citocinas alterados est«o diretamente 

relacionados ao progn·stico dos pacientes (Czajka-Francuz et al., 2021).  

Nossos resultados demonstraram que a concentra­«o das citocinas IL-10 e IL-17A difere 

significativamente de acordo com a lateralidade do tumor no c©ncer colorretal (CCR). A IL-10 

® uma citocina anti-inflamat·ria, imunossupressora que desempenha um papel complexo no 

desenvolvimento do CCR (Wei; Wang; Li, 2020). Concentra­»es aumentadas desta citocina 

geralmente s«o encontradas durante a progress«o da doen­a e quanto menores as concentra­»es 

de express«o, menos recidiva, melhor progn·stico e maior sobrevida (Baosong Li et al., 2019). 

Nossos achados corroboram com o estudo de Farc et al. (2022), que relatou aumento 

significativo dos n²veis de IL-10 em tumores localizados no lado esquerdo do c·lon. Por outro 

lado, a IL-17 apresentou-se aumentada em pacientes com tumores do lado direito, conhecidos 

por serem mais agressivos e resistentes ¨s terapias em compara­«o com os tumores do lado 

esquerdo. Al®m de sua fun­«o pr·-inflamat·ria, a IL-17 pode potencializar a atividade 
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imunossupressora das c®lulas T reguladoras (Tregs), aumentar a express«o de PD-L1 e 

promover a resist°ncia ¨ terapia anti-PD-1(Chung et al., 2013; Liu, C. et al., 2021). 

Al®m da lateralidade, nossos achados demonstram que os n²veis de IL-6 s«o 

significativamente maiores em est§gios mais avan­ados do CCR, principalmente quando 

comparados entre os est§gios I e IV. A IL-6 ® uma citocina inflamat·ria com propriedades 

estimulantes e inibidoras do c©ncer. N²veis aumentados desta citocina est«o associados ao 

aumento dos est§gios e tamanho do tumor, com met§stase e diminui­«o da sobrevida (Kn¿pfer; 

Preiss, 2010; Feng et al., 2023). Identificamos ainda em nosso estudo, que as concentra­»es de 

CXCL8 (IL8) se apresentaram significativamente mais elevadas em pacientes CCR que j§ 

haviam desenvolvido met§stase. A CXCL-8 tamb®m conhecida como IL-8 uma citocina pr·-

inflamat·ria, desempenha um papel importante regulando o processo de angiog°nese, 

crescimento e prolifera­«o tumoral, assim como a sobreviv°ncia de c®lulas malignas (Chang, 

W.-J. et al., 2014). Al®m disso, concentra­»es elevadas de IL-8 est«o associadas ao mau 

progn·stico, principalmente em pacientes em est§gio avan­ado ou aqueles com met§stase 

(PŃczek et al., 2020). Sendo sugerido que seu n²vel s®rico pode ser um importante biomarcador 

para identificar pacientes de alto risco (Wen-Jun Jin et al., 2014).  

Embora, nosso estudo n«o tenha revelado uma associa­«o estat²stica entre as demais 

citocinas e os par©metros avaliados, ® importante salientar que elas desempenham pap®is 

importantes na modula­«o da resposta imune e na progress«o do c©ncer colorretal. Por exemplo, 

um estudo de Chang et al. (2016) que avaliou n²veis aumentados de IL-1ɓ, IL-6, TNF-Ŭ antes 

do tratamento e correlacionou as caracter²sticas clinicopatol·gicas e a progress«o do CCR. Da 

mesma forma, Zheng et al. (2022) relataram que n²veis aumentados de IL-12p70 no plasma de 

pacientes com CCR est«o associados associados a met§stase linf§tica, estadiamento da doen­a 

e ¨ localiza­«o do tumor. Ressalta-se ainda, que h§ muitas vari§veis, como tabagismo, 

obesidade, ingest«o diet®tica que est«o relacionadas ao estado de inflama­«o e consequente 

altera­«o dos n²veis de citocinas, por®m n«o foram inclu²dos na an§lise deste estudo.  

De forma integrada, os resultados tamb®m demonstraram que a metila­«o de CDKN2A 

n«o se correlacionou com o perfil de citocinas, ao passo que a metila­«o de RUNX3 associou-

se negativamente ¨ IL-2. Este ® um achado importante e que merece investiga­»es futuras. Este 

resultado pode ser embasado pela literatura, que descreve o papel do RUNX3 como um fator 

de transcri­«o essencial para a ativa­«o e prolifera­«o de c®lulas T e NK, as quais s«o 

diretamente estimuladas pela IL-2 (Lotem et al., 2013). Al®m disso, foram observadas 

correla­»es positivas significativas entre IL-6/CXCL-8, IL-6/IL-12p70, TNF/IL-1ɓ e IL-4/INF-

y. A literatura descreve que o TNF e a IL-1ɓ iniciam uma cascata inflamat·ria, que se interliga 
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¨ IL-6 e ¨ CXCL-8 (IL-8), ambas conhecidas por promoverem a prolifera­«o celular, 

angiog°nese e met§stase no c©ncer (Borowczak et al., 2022). A correla­«o positiva entre IL-6 

e IL-12p70 pode indicar um microambiente inflamat·rio misto, em que a inflama­«o cr¹nica 

(IL-6) convive com sinais de ativa­«o imune adaptativa (IL-12p70), enquanto a correla­«o 

observada entre IL-4 e IFN-ɔ pode parecer contradit·ria, pois IL-4 (perfil Th2) e IFN-ɔ (perfil 

Th1) geralmente sinalizam respostas opostas; contudo, em tumores ® comum encontrar 

microambientes mistos, com ativa­«o simult©nea de vias pr·-inflamat·rias e regulat·rias 

(Jorgovanovic et al., 2020; Zheng et al., 2022) 

No contexto cl²nico, apenas a lateralidade tumoral mostrou influ°ncia independente, 

associando-se ao aumento de IL-10, o que refor­a o papel da localiza­«o do tumor na 

modula­«o da resposta imunol·gica tem um impacto significativo na resposta imunol·gica e 

no progn·stico do paciente, como abordado anteriormente. 

Em suma, este estudo sugere que a intera­«o entre altera­»es epigen®ticas, as 

concentra­»es das citocinas e as particularidades cl²nicas dos tumores pode contribuir para uma 

melhor compreens«o dos mecanismos de progress«o tumoral no c©ncer colorretal.  

Este estudo apresentou algumas limita­»es que devem ser consideradas na interpreta­«o 

dos resultados. A obten­«o de dados de metila­«o de um painel mais amplo de genes mostrou-

se tecnicamente desafiadora, o que impossibilitou a classifica­«o das amostras em fen·tipos 

CIMP. A redu­«o do n¼mero final de amostras, decorrente de perdas t®cnicas observadas ao 

longo das etapas experimentais, pode ter comprometido o poder estat²stico do estudo. Entre os 

fatores que contribu²ram para essas perdas, destaca-se a efici°ncia vari§vel da convers«o por 

bissulfito (uma etapa sens²vel e suscet²vel a varia­»es) que pode ter afetado diretamente a 

qualidade das rea­»es e, consequentemente, a reprodutibilidade das curvas padr«o. Soma-se a 

isso a poss²vel instabilidade do reagente controle de metila­«o, cuja degrada­«o ou perda de 

caracter²sticas qu²micas ao longo do tempo pode ter impactado negativamente tanto o 

desempenho das rea­»es quanto a robustez dos resultados obtidos.  

Outro aspecto relevante refere-se ao uso de tecido n«o tumoral adjacente como controle. 

Apesar de ser um procedimento amplamente adotado em estudos translacionais, essa regi«o 

pode apresentar altera­»es moleculares iniciais relacionadas ao processo de tumorig°nese 

(conhecido como contamina­«o molecular). Assim, ® poss²vel que parte das diferen­as 

observadas entre tecido tumoral e n«o tumoral tenha sido reduzida ou parcialmente mascarada 

pela presen­a de altera­»es pr®-neopl§sicas no tecido controle, constituindo uma limita­«o 

importante. 
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Al®m disso, algumas citocinas, como a IL-1ɓ, apresentam baixa estabilidade em 

amostras biol·gicas, podendo se degradar rapidamente caso o processamento, congelamento e 

armazenamento n«o ocorram de forma imediata e controlada. Essa caracter²stica intr²nseca pode 

ter contribu²do para variabilidade ou baixa detec­«o de determinadas citocinas, configurando 

uma limita­«o adicional na interpreta­«o dos resultados relacionados ao perfil inflamat·rio. 

Por fim, a aus°ncia de controle de vari§veis como tabagismo, obesidade e ingest«o 

diet®tica (fatores associados ao estado inflamat·rio sist°mico e ¨s concentra­»es de citocinas) 

constitui mais uma limita­«o relevante e deve ser considerada na interpreta­«o dos achados. 
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7 CONCLUSìES  

¶ Este estudo evidenciou que fatores sociodemográficos, epidemiológicos e de estilo de 

vida contribuem para o risco de desenvolvimento do câncer colorretal (CCR); 

¶ Observou-se heterogeneidade nos padrões de metilação dos genes CDKN2A e RUNX3; 

¶ Verificou-se diferença no perfil de citocinas inflamatórias de acordo com a lateralidade 

tumoral, com níveis mais elevados de IL-10 em tumores do cólon esquerdo e de IL-

17A em tumores do cólon direito; 

¶ Sugere-se diferença no perfil de citocinas de acordo com a progressão do CCR, com 

IL-6 aumentada em estágios avançados e IL-8 mais elevada na presença de mestástase; 

¶ As correlações positivas observadas entre IL-6/CXCL-8, IL-6/IL-12p70, TNF/IL-1ɓ e 

IL -4/INF-y, destacam a complexa rede inflamatória envolvida na progressão tumoral 

do CCR; 

¶ Sugere-se que o silenciamento epigenético do RUNX3 correlaciona-se com a resução 

de IL-2 em CCR, cujo significado biólogico requer investigação mais aprofundada.. 
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Figura 14. Curva ROC para a metila­«o do gene CDKN2A. A curva ilustra a sensibilidade 

versus a especificidade do teste, e a Ćrea sob a Curva (AUC) de 0,583 indica a capacidade 

preditiva da metila­«o do gene em distinguir entre os grupos  analisados no estudo. 

Figura 15. Curva ROC para a metila­«o do gene RUNX3. A curva ilustra a sensibilidade 

versus a especificidade do teste, e a Ćrea sob a Curva (AUC) 0,496 onde indica que a 

metila­«o do gene n«o possui uma capacidade preditiva para diferenciar os grupos 

analisados no estudo. 

 

9 APąNDICE 

9.1 Curva ROC para metila­«o dos genes CDKN2A e RUNX 
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Figura 16. N²veis de metila­«o do gene RUNX3 entre grupos de pacientes. O gr§fico de 

dispers«o com jitter horizontal ilustra a distribui­«o dos n²veis de metila­«o em uma escala 

logar²tmica (log_Metila­«o) no tecido tumoral e n«o-tumoral. Cada ponto representa um 

paciente, e o jitter ® usado para evitar a sobreposi­«o de pontos com valores id°nticos. 

9.2 Gr§fico de teste RUNX3 com Jitter 
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10 ANEXOS 

 

10.1 Classifica­«o em CIMP high ou low baseada nos CpGs presentes em ilhas de genes 
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10.2 Aprova­«o do projeto pelo comit° de ®tica 

 

Aprova­«o do projeto: ñAn§lise do espectro molecular e cl²nico do c©ncer colorretal: da 

epidemiologia e qualidade de vida ¨ gen®tica e an§lises ¹micasò. 
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