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RESUMO 

Introdução: O câncer colorretal (CCR) é a segunda neoplasia mais comum e resulta da 

transformação de células-tronco intestinais em malignas, influenciada por alterações genéticas, 

epigenéticas e fatores ambientais, como dieta e microbiota intestinal. Alterações na composição 

da microbiota, conhecidas como disbiose, estão associadas ao CCR e podem favorecer a 

inflamação crônica e progressão tumoral. Objetivo: Descrever o perfil da microbiota intestinal 

e dos mediadores imunológicos solúveis em pacientes com câncer colorretal tratados em uma 

unidade terciária na Amazônia brasileira. Materiais e métodos: Trata-se de um estudo 

observacional, descritivo e retrospectivo com abordagem quantitativa, realizado na Fundação 

CECON com 60 pacientes com CCR, recrutados entre 2021 e 2025. Dados clínicos, 

sociodemográficos e hábitos de vida foram coletados por questionários, e amostras de sangue 

e fezes analisadas. Mediadores imunológicos (CXCL8, IL-1β, IL-6, TNF, IL-12p70, IFN-γ, IL-

17A, IL-4, IL-10 e IL-2) foram quantificados por Cytometric Bead Array (CBA) e a microbiota 

intestinal caracterizada por sequenciamento de nova geração (NGS, Ion Torrent). Resultados: 

Foram incluídos 60 pacientes com amostras biológicas pareadas (sangue e fezes), dos quais a 

maior frequência dos participantes foi do sexo feminino (60%), com 86,7% acima dos 51 anos 

e a média de idade foi de 65 ± anos. Entre os fatores de risco, 35% reportaram o tabagismo, 

43,3% o etilismo e 50% consumiam alimentos industrializados regularmente. O histórico 

familiar de câncer foi relatado por 71,7%. A hipertensão estava presente em 23,3% e 

hipertensão junto com diabetes mellitus em 10%. As lesões predominavam no lado esquerdo 

(81,7%) e a maioria era câncer retal (C20 – 41,7%). A maioria dos pacientes estava nos estágios 

avançados da doença (Estágio III: 48,3%) O tratamento mais comum foi a combinação de 

cirurgia com quimioterapia e radioterapia (33,3%). Pacientes com CCRLD apresentaram 

aumento de CXCL8 (p = 0,01) e IL-6 (p = 0,03), enquanto IFN-γ e IL-2 foram reduzidos (p = 

0,009; 0,007) em comparação com aqueles com CCRLE. Para análise de estadiamento, 

observou-se aumento da CXCL8 (p = 0,04) para estádio III-IV. As assinaturas de mediadores 

imunológicos mostraram que os tumores de CCRLE tendem a ser mais inflamatório, enquanto 

os de CCRLD e em estágios avançados exibiram maior expressão de citocinas ligadas a 

progressão e imunossupressão. A diversidade microbiana foi em geral semelhante, com alguns 

indivíduos menos complexos, apresentando diferenças significativas pelos índices de Shannon 

(p = 0,0043) e Simpson (p = 0,0035). Conclusão: Pode-se inferir que variáveis clínicas e de 

estilo de vida influenciam o perfil dos pacientes, cuja microbiota apresentou diversidade 

homogênea, com predomínio de Bacteroides e presença de gêneros benéficos, mantendo função 

ecológica. Subgrupos com Fusobacterium indicam risco de disbiose e associação com CCR. 

Observou-se que as amostras apresentam diversidade homogênea, com alguns indivíduos 

menos complexos. O perfil de citocinas, associado à lateralidade e ao estágio tumoral, indica 

potenciais biomarcadores e alvos terapêuticos. Tumores direitos apresentaram mais CXCL8 e 

IL-6, enquanto os esquerdos tiveram maior IFN-γ e IL-1β. 

Palavras-chaves: Câncer colorretal; Genômica; Mediadores imunológicos; Microbiota 

intestinal; Inflamação.  
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ABSTRACT 

Introduction: Colorectal cancer (CRC) is the second most common malignancy and arises 

from the transformation of intestinal stem cells into malignant cells, influenced by genetic, 

epigenetic, and environmental factors, such as diet and gut microbiota. Alterations in 

microbiota composition, known as dysbiosis, have been associated with CRC and may promote 

chronic inflammation and tumor progression. Objective: To describe the intestinal microbiota 

profile and soluble immune mediators in patients with colorectal cancer treated at a tertiary care 

unit in the Brazilian Amazon. Materials and Methods: This was an observational, descriptive, 

and retrospective study with a quantitative approach, conducted at Fundação CECON with 60 

patients with colorectal cancer recruited between 2023 and 2025. Clinical, sociodemographic, 

and lifestyle data were collected through questionnaires, and blood and fecal samples were 

analyzed. Immune mediators (CXCL8, IL-1β, IL-6, TNF, IL-12p70, IFN-γ, IL-17A, IL-4, IL-

10, and IL-2) were quantified using Cytometric Bead Array (CBA), and the gut microbiota was 

characterized by next-generation sequencing (NGS, Ion Torrent). Results: Sixty patients with 

paired biological samples (blood and stool) were included, with the majority being female 

(60%), 86.7% over 51 years, and a mean age of 65 ± years. Risk factors included smoking 

(35%), alcohol consumption (43.3%), and regular intake of processed foods (50%). A family 

history of cancer was reported in 71.7%. Hypertension was present in 23.3% and combined 

with diabetes mellitus in 10%. Lesions predominated on the left side (81.7%), mostly rectal 

cancer (C20 – 41.7%). Most patients were in advanced stages (Stage III: 48.3%). The most 

common treatment was surgery combined with chemotherapy and radiotherapy (33.3%). 

Patients with right-sided CRC (CRC-RS) showed increased CXCL8 (p = 0.01) and IL-6 (p = 

0.03), while IFN-γ and IL-2 were reduced (p = 0.009; 0.007) compared to left-sided CRC (CRC-

LS). Stage III-IV tumors also exhibited increased CXCL8 (p = 0.04). Immune mediator 

signatures indicated that CRC-LS tumors tend to be more inflammatory, whereas CRC-RS and 

advanced-stage tumors showed higher expression of cytokines related to tumor progression and 

immunosuppression. Microbial diversity was generally similar, with some individuals showing 

lower complexity, as indicated by Shannon (p = 0.0043) and Simpson (p = 0.0035) indices. 

Conclusion: Clinical and lifestyle variables appear to influence patient profiles. Microbiota 

diversity was generally homogeneous, dominated by Bacteroides and beneficial genera, 

maintaining ecological function. Subgroups with Fusobacterium suggest dysbiosis and CRC 

association. Cytokine profiles, linked to tumor laterality and stage, indicate potential 

biomarkers and therapeutic targets. Right-sided tumors had higher CXCL8 and IL-6, while left-

sided tumors had higher IFN-γ and IL-1β. 

 

Keywords: Colorectal cancer; Genomics; Immune mediators; Gut microbiota; Inflammation.
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Câncer Colorretal – Aspectos Gerais 

O Câncer Colorretal (CCR) é uma doença que tem origem em transformações das 

células-tronco intestinais, resultando na proliferação de células com comportamento mais 

agressivo e maligno (Zeki; Graham; Wright, 2011). A transição das células epiteliais normais 

para adenocarcinoma ocorre devido a alterações previsíveis, tanto genéticas quanto 

epigenéticas e histológicas (Kuipers et al., 2015). Em resumo, a seleção e expansão de células 

malignas são resultados de mutações genéticas em oncogenes e/ou genes supressores de tumor, 

os quais afetam a homeostase das células (Fearon; Vogelstein, 1990; Kuipers et al., 2015).  

Predominantemente, esses tumores têm origem através de lesões pré-cancerosas 

conhecidas como pólipos, acometendo inicialmente o intestino grosso, denominado de cólon, a 

região terminal do intestino anterior ao ânus. Contendo como fatores de risco diversas causas 

(Sandler, 1996). O processo inicia-se com a formação de uma lesão pré-maligna, que podem 

ser os pólipos adenomatosos, hiperplásicos e/ou inflamatórios colorretais, crescendo ao longo 

da parede intestinal e potencialmente se espalhando, o que agrava a situação; 10% dos pólipos 

atingem 1cm de diâmetro, e cerca de um quarto destes se tornam cânceres. Estima-se que de 60 

a 80% dos cânceres colorretais se desenvolvam a partir de um adenocarcinoma, que são tipos 

de pólipos que sofrem alterações. Os outros cânceres colorretais desenvolvem-se sem 

precedência de um tumor benigno detectável (Lafay; Ancellin, 2015). 

De acordo com os dados da GLOBOCAN 2020, Global Cancer Observatory, CCR 

representa um relevante problema de saúde pública, correspondendo a aproximadamente 10% 

de todos os novos casos de câncer diagnosticados em 2020, apresentando um índice de 

mortalidade significativo de 9.4%. O CCR configura-se como o segundo câncer mais letal entre 

as neoplasias e o terceiro mais comumente diagnosticado no mundo, com cerca de 1,9 milhões 

de novos casos e quase 1 milhão de óbitos registrados no mesmo período (Sung et al., 2021).  

Nos Estados Unidos, de acordo com a American Cancer Society, estima-se aproximadamente 

106.970 novos casos de câncer cólon e 46.050 novos casos de câncer retal para o ano de 2023. 

Dados indicam um aumento da incidência do CCR em indivíduos com idade inferior a 50 anos 

(American Cancer Society, 2023). 

No Brasil, entre 2023 e 2025, estima-se 21.970 casos de CCR em homens e 23.660 em 

mulheres anualmente (Figura 1). Isso representa uma taxa de 20,78 casos por 100 mil homens 

e 21,41 por 100 mil mulheres. No Norte, a incidência é de 8,04 por 100 mil, sendo a terceira 
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mais alta. No Amazonas, em 2023, as taxas foram 8,30 para homens e 9,97 para mulheres, 

evidenciando o impacto significativo dessa doença no estado (INCA, 2022). 

 

FIGURA 1: Distribuição dos dez principais tipos de câncer mais incidentes no Brasil estimados para 2023 por 

sexo, não incluindo câncer de pele não melanoma.  

Fonte: (INCA, 2022) 

1.2 A microbiota intestinal saudável 

Foi constatado que uma ampla variedade de microrganismos, como bactérias, leveduras 

e vírus, habita diferentes locais do corpo humano, incluindo intestino, pele, pulmões e cavidade 

oral. A microbiota humana, frequentemente chamada de “órgão oculto”, contém mais de 150 

vezes a quantidade de informações genéticas do que o genoma humano. Embora os termos 

“microbiota” e “microbioma” sejam usados como sinônimos, eles têm significados distintos 

(Hou et al., 2022). A microbiota intestinal é a mais estudada devido à sua maior diversidade e 

número de espécies em comparação com outras partes do corpo (Michaudel; Sokol, 2020; 

Quigley, 2013).  

Microbiota refere-se ao conjunto complexo e diversificado de microrganismos vivos, 

incluindo bactérias, fungos e vírus, que habitam um ambiente específico, como a cavidade oral 

ou o trato intestinal. Esses microrganismos desempenham papéis cruciais na saúde e no 

equilíbrio do ecossistema do ambiente em que se encontram, influenciando processos 

fisiológicos e imunes. A composição e a função da microbiota podem variar amplamente entre 

diferentes locais do corpo e entre indivíduos (Hou et al., 2022).  

O microbioma abrange todos os genomas dos microrganismos em um ambiente, 

incluindo comunidades microbianas, elementos estruturais, metabólitos e condições 

ambientais, sendo, portanto, mais amplo que a microbiota (Hou et al., 2022). Ele compõe nosso 

metagenoma, desempenhando papéis cruciais para a saúde, como auxiliar na metabolização de 

alimentos, na síntese de nutrientes e vitaminas (Pascale et al., 2018), além de influenciar a 

maturação do sistema nervoso (Fung; Olson; Hsiao, 2017) e do sistema imunológico (Palm; De 

Zoete; Flavell, 2015), e fornecer proteção contra patógenos (Abbas, 2012) (Figura 2). 
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FIGURA 2: Funções da microbiota intestinal saudável.  

Fonte: Adaptado de Pascale et al., 2018. 

A barreira intestinal inclui aspectos mecânicos, químicos, imunológicos e microbianos. 

Urmi et al., mostraram que uma comunidade microbiana intestinal específica, associada à 

doença inflamatória intestinal (DII), pode causar danos à barreira intestinal por meio de células 

imunológicas (Urmi et al., 2017). Bactérias benéficas presente na microbiota intestinal podem 

desempenhar um papel imunossupressor, regulando as células imunológicas do hospedeiro 

(Allen-Vercoe; Coburn, 2020), enquanto bactérias nocivas podem induzir citocinas 

inflamatórias e promover danos intestinais através de interações com células imunológicas ou 

seus metabólitos (Stappenbeck; Virgin, 2016) 

Foi estabelecido que a interação entre a microbiota intestinal e o hospedeiro humano é 

essencial para manter a homeostase e a saúde humana (Dj; T, 2016). Portanto, não é 

surpreendente que a disbiose microbiana esteja associada a várias doenças metabólicas e 

inflamatórias, como colite ulcerativa, obesidade, diabetes mellitus e hipertensão (Lepage et al., 

2011; Noce et al., 2019; Verdam et al., 2013). Além da composição taxonômica da microbiota 

intestinal, a diversidade intra e interindividual da comunidade microbiana é considerada de 

grande importância (Lepage et al., 2011; Montassier et al., 2014; Verdam et al., 2013).  

Nos adultos, 90% das bactérias intestinais pertencem a 2 filos: Bacteroidetes e 

Firmicutes. Proteobacteria, Actinobacteria, Fusobacteria e Verrucomicrobia completam os 

10% restantes, juntamente com poucas espécies do domínio Archaea (Arumugam et al., 2011). 

O componente viral é dominado por bacteriófagos. Sabe-se que desempenham um papel crucial 
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na formação do ecossistema, controlando a reprodução e a transferência horizontal de genes de 

espécies dominantes, mas a grande maioria das sequências virais partilham pouca ou nenhuma 

homologia com bases de dados de referência (Sutton; Hill, 2019). As leveduras formam uma 

comunidade pouco diversificada, menos de 20 espécies são identificadas no intestino saudável, 

a sua abundância relativa é 4-5 ordens de grandeza inferior à das bactérias, mas o seu tamanho 

celular e genoma são muito maiores, o que garante recursos funcionais integrados no 

ecossistema (Richard; Sokol, 2019). 

No nível de cepa microbiana, cada indivíduo possui um padrão único de comunidades 

microbianas, com muitas cepas exclusivas que não são encontradas em outros. Variam entre 

diferentes partes do trato digestivo e entre o conteúdo fecal e a mucosa intestinal do mesmo 

indivíduo, embora as mesmas cepas geralmente sejam detectadas em proporções distintas. 

Estudos longitudinais mostram que fatores como a dieta, uso de medicamentos, viagens ou o 

tempo de trânsito colônico contribuem para a variabilidade na composição microbiana das 

amostras fecais do mesmo indivíduo. No entanto, as diferenças entre diferentes indivíduos são 

muito maiores do que as variações dentro de um mesmo indivíduo. A resiliência é uma 

característica crucial de um ecossistema microbiano intestinal saudável, caracterizada pela 

capacidade de retornar ao estado anterior à perturbação, por exemplo, após um episódio de 

diarreia ou tratamento com antibióticos (Fragiadakis et al., 2020). 

Em um intestino saudável, a imunidade desempenha um papel importante na 

manutenção da homeostase. A proliferação e diferenciação das células T são inibidas, enquanto 

as células T regulatórias (Treg) permanecem ativas. A maioria das células do sistema 

imunológico, especialmente as células Treg, são capazes de produzir Interleucina 10 (IL-10) 

(Figura 3) (Chen et al., 2021).  
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FIGURA 3: Barreira intestinal estável de um cólon saudável. 

Nota: AGCC – ácidos graxos de cadeia curta; IgA – Imunoglobulina A; IgA-MAFF – IgA-Mucus-Associated 

Factional Factor (Fator Funcional Associado ao Muco); ILC – Células linfoides inatas. IL-10 – Interleucina 10; 

IL-18 – Interleucina 18.  

Fonte: Retirado de Yongyan et al., 2021. 

 

 A IL-10 inibe a produção de IL-12 e IL-23, limitando a diferenciação de células Th1 e 

a resposta de células Th17. A deficiência de IL-10 favorece a indução de Th17, podendo 

promover colite. Outro mecanismo crucial para a manutenção da homeostase intestinal é a 

ativação do receptor de aril hidrocarboneto (AHR). Quando ativado, o AHR estimula a 

liberação de IL-22, promove a expressão de IL-10R e fortalece as junções estreitas do epitélio 

intestinal, ajudando a preservar sua integridade. O AHR é amplamente expresso em células 

ILC2, também pode inibir a expressão do receptor ST2 para IL-33, que está frequentemente 

elevado em doenças inflamatórias intestinais (DII), e reduzir a produção de fatores pró-

inflamatórios como IL-13. Em síntese, a homeostase intestinal depende da regulação de 

mediadores inflamatórios, e alterações na microbiota podem romper esse equilíbrio, resultando 

em inflamação exacerbada (Chen et al., 2021). 

Portanto, compreender a interação entre o sistema imunológico, os mediadores 

inflamatórios e a microbiota intestinal são essenciais para elucidar os mecanismos da resposta 

imune no câncer e na manutenção da homeostase intestinal. Considerando a escassez de estudos 

que abordem a relação entre microbiota intestinal e câncer colorretal, sobretudo na região 

Amazônica do Brasil, esse conhecimento torna-se crucial para o aprimoramento de estratégias 

terapêuticas e para o desenvolvimento de abordagens mais eficazes no manejo da doença. A 

investigação sobre como a microbiota modula a inflamação e a resposta imune pode abrir novas 

perspectivas para intervenções direcionadas e contribuir para a melhoria dos desfechos clínicos.  
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2 REFERENCIAL BIBLIOGRÁFICO 

2.1 Sítio do tumor primário e lateralidade 

O CCR engloba tumores malignos localizados no cólon, na junção retossigmoide e no 

reto (Figura 4).  Este tipo de câncer é classificado de acordo com diversos critérios, incluindo 

os subtipos histológicos, a localização do tumor e as características moleculares específicas. 

Entre os subtipos histológicos, o adenocarcinoma é o mais comum, representando cerca de 85% 

dos casos globalmente. Esse subtipo é predominante devido à sua alta prevalência e impacto 

clínico significativo. O adenocarcinoma se origina nas células glandulares que revestem o 

intestino e é frequentemente associado a fatores de risco bem documentados, como dieta, 

histórico familiar e condições genéticas. Além do adenocarcinoma, o carcinoma mucinoso é 

outro subtipo importante, encontrado em 5-20% dos casos (Hugen et al., 2014). 

No que diz respeito à patologia clínica, o adenocarcinoma colorretal mucinoso é 

encontrado com maior frequência no cólon proximal do que no cólon retal ou distal (Hugen et 

al., 2013; Lupinacci et al., 2014). As proporções de pacientes do sexo feminino e mais jovens 

com adenocarcinoma colorretal mucinoso são maiores em comparação com o adenocarcinoma 

colorretal não mucinoso. Além disso, os adenocarcinomas colorretais mucinosos são 

diagnosticados com mais frequência em estágios avançados e tendem a apresentar uma resposta 

mais fraca à quimioterapia em comparação com os adenocarcinomas não mucinosos (Luo et 

al., 2019). 

 
FIGURA 4:Divisão anatômica do intestino grosso.  

Fonte: (Santos, 2023) 

O CCR foi dividido também de acordo com a sua localização anatômica do tumor em 

três segmentos: cólon direito (ceco, cólon ascendente, flexura hepática e cólon transverso), 

cólon esquerdo (flexura esplênica, cólon descendente e cólon sigmoide) e reto (Keum; 

Giovannucci, 2019; Liang et al., 2024; Szostek et al., 2025).  
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O Câncer Colorretal de Lateralidade Esquerdo (CCRLE) tende a apresentar prognóstico 

mais favorável em comparação ao Câncer Colorretal de Lateralidade Direita (CCRLD), devido 

a características biológicas e moleculares distintas. Essas diferenças podem influenciar a 

eficácia dos tratamentos, com cânceres no cólon esquerdo mostrando uma resposta mais 

favorável a certos regimes de quimioterapia e terapias alvo (Petrelli et al., 2017). Estudos 

recentes ressaltam que o câncer colorretal é uma doença heterogênea, com variações clínicas, 

moleculares e embriológicas significativas entre tumores originados em diferentes regiões do 

cólon (Temraz et al., 2021). Clinicamente, há diferenças nos padrões de disseminação entre os 

lados direito e esquerdo do cólon. Tumores no cólon esquerdo estão mais associados ao risco 

de metástase hepática, enquanto tumores no cólon direito têm maior propensão para recorrência 

local e metástase pulmonar (Arnold et al., 2017). 

Estudos demonstraram que a lateralidade do tumor não é apenas um indicador de 

diferenças nas características clínicas e moleculares, mas também possui valor prognóstico e 

preditivo no câncer colorretal metastático (CCRm) (Brulé et al., 2015; Missiaglia et al., 2014). 

Foi demonstrado que tumores do lado direito estão associados a um pior prognóstico em 

comparação com os tumores do cólon do lado esquerdo, devido ao fato de apresentarem 

sintomas tardios e serem diagnosticados em estágios avançados. Além do valor prognóstico, a 

localização do tumor primário tem consistentemente correlação com a resposta ao tratamento 

anti-EGFR em diversos estudos, independentemente do estágio no diagnóstico (Temraz et al., 

2021). 

Em relação à classificação molecular, a instabilidade microssatélite é considerada a 

segunda via molecular mais comum para o desenvolvimento de CCR, sendo a primeira via o 

adenoma-carcinoma que envolve mutações no gene supressor tumoral adenomatous polyposis 

coli (APC). Além de resultar de mutações germinativas na síndrome de Lynch e da polipose 

adenomatosa familiar (PAF), a instabilidade de microssatélites também está presente em até 

20% dos CCR esporádicos (Geneve et al., 2019; Li et al., 2013). 

O sistema de estadiamento TNM é uma classificação anatômica utilizada globalmente 

para diversos tipos de tumores, incluindo o câncer colorretal (Nagtegaal et al., 2017). O “T” 

refere-se à profundidade de invasão do tumor nas camadas da parede intestinal (T1, submucosa; 

T2, muscular própria; T3, gordura mesocólica ou mesorretal; T4, perfuração da serosa ou 

crescimento em órgãos adjacentes). O “N” indica o número de linfonodos envolvidos (N0, 

nenhum linfonodo; N1, 1-3 linfonodos; N2, 4 ou mais linfonodos) e o “M” indica à presença 

de metástase à distância (M0, sem metástase; M1, com metástase) (Nagtegaal et al., 2020). 
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Recentemente, a lateralidade do cólon tem sido considerada um fator prognóstico, 

embora o assunto seja controverso na literatura. Uma metanálise com 66 estudos por Petrelli et 

al. (2017), revelou uma redução no risco de óbito em 5 anos para tumores localizados no cólon 

esquerdo em comparação aos do cólon direito (HR 0,82; IC 95% 0,79-0,84). No entanto, em 

uma coorte de tumores colorretais esporádicos estádios I a III, Klose et al. (2021) não 

encontraram diferença entre os lados após pareamento por escore de propensão. A análise dos 

estádios separadamente mostrou que pacientes estádio II com tumores do lado direito tiveram 

melhor sobrevida do que aqueles com tumores do lado esquerdo (Klose et al., 2021). 

No Brasil, os estudos que investigam a localização do tumor primário no câncer 

colorretal como fator prognóstico ainda são escassos e, em sua maioria, baseados em amostras 

reduzidas. Em uma coorte de pacientes submetidos à ressecção curativa de tumores de cólon, 

Lopez et al. (2019) não identificaram diferença estatisticamente significativa na sobrevida em 

cinco anos após ajuste pelo estadiamento (Bustamante-Lopez et al., 2019). De forma 

semelhante, Araujo et al. (2021), ao analisarem uma coorte hospitalar de pacientes com tumores 

colorretais estádio II e critérios de alto risco para recorrência, também não observaram diferença 

na sobrevida em cinco anos de acordo com a lateralidade do tumor (Araujo et al., 2021). 

2.2 Epidemiologia do câncer colorretal 

O CCR é o terceiro mais incidente (6,1%) e o segundo em termos de mortalidade (9,2%). 

Projeções indicam que, até 2035, o número óbitos por câncer de cólon ne reto aumentará 71,5% 

e 60%, respectivamente (Douaiher et al., 2017). Essas taxas variam entre países, refletindo o 

nível de desenvolvimento económico. Portanto, a doença é amplamente reconhecida como um 

indicador do desenvolvimento socioeconômico do país (Bray et al., 2018). O risco de sua 

ocorrência é associado, entre outros fatores, ao consumo frequente de carne vermelha, produtos 

processados e bebidas alcoólicas (Bray et al., 2018; Clinton; Giovannucci; Hursting, 2020). 

O sobrepeso e a obesidade, frequentemente resultantes de estilos de vida pouco 

saudáveis, estão associados a um risco elevado de diversas doenças crônicas (Murphy et al., 

2019). No contexto do CCR, a obesidade visceral tem sido relacionada a pior prognóstico em 

homens (Silva et al., 2020). Estima-se que cerca de 25% dos casos possuam predisposição 

genética. O desenvolvimento do CCR ocorre de forma lenta e progressiva ao longo de vários 

anos, o que torna essencial o diagnóstico precoce. Estratégias de rastreamento e intervenções 

nutricionais baseadas em dietas equilibradas configuram medidas relevantes de prevenção 

secundária (Zaytseva, 2021). Em nível global, o CCR apresenta crescimento na incidência, 

representando aproximadamente 11% de todos os diagnósticos de câncer (Wong et al., 2021).  
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Em 2020, foram estimados globalmente mais de 1,9 milhão de novos casos de CCR, 

representando 10% dos casos de câncer e tornando-o o terceiro mais comum. Entre os homens, 

foram registrados cerca de 1,1 milhão de casos, com uma taxa de 23,40 por 100 mil. Entre as 

mulheres, foram diagnosticados 865 mil casos, com uma taxa de 16,20 por 100 mil, tornando-

o o segundo câncer mais comum. As maiores taxas de incidência em homens foram na Europa 

Central, Norte e Sul, e em mulheres, na Oceania e Norte da Europa (Ferlay et al., 2021). 

Excluindo os tumores de pele não melanoma, o câncer de cólon e reto ocupa a terceira 

posição entre os tipos de câncer mais frequentes no Brasil. As maiores taxas de incidência são 

observadas na Região Sudeste, tanto para homens (28,62 casos por 100 mil) quanto para 

mulheres (28,88 por 100 mil). No Centro-oeste, é o segundo mais incidente entre os homens 

(17,25 por 100 mil) e o terceiro mais incidente entre mulheres (16,92 por 100 mil). Na Região 

Sul, é o terceiro tumor mais frequente tanto para homens (26,89 por 100 mil) quanto para 

mulheres (26,04 por 100 mil). Nas Regiões Nordeste e Norte, ocupa a quarta posição para entre 

os homens, (com taxas de incidência de 10,99 por 100 mil habitantes no Nordeste e 7,05 por 

100 mil habitantes no Norte), e entre as mulheres, é o terceiro mais frequente entre as mulheres 

na Região Norte (7,78 por 100 mil) e o quarto mais frequente na Região Nordeste (13,08 por 

100 mil) (Figura 5) (INCA, 2022). 

 
FIGURA 5: Distribuição dos dez principais tipos de câncer mais incidentes na Região Norte do Brasil estimados 

para 2023 por sexo, não incluindo câncer de pele não melanoma.  

Fonte: (INCA, 2022) 

Em 2020, o Brasil registrou 20.245 óbitos por CCR, resultando em uma taxa de 

mortalidade de 9,56 por 100 mil habitantes. Entre os homens, houve 9.889 mortes, com uma 

taxa de 9,55 por 100 mil homens, enquanto entre as mulheres foram contabilizados 10.356 

óbitos, com uma taxa de 9,57 por 100 mil mulheres (Brasil, 2023; INCA, 2023). 
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2.3 Estadiamento 

Atualmente, o estadiamento da doença no momento do diagnóstico é um processo que 

não só define a abordagem terapêutica mais adequada, mas também permite uma estimativa 

mais precisa do prognóstico e ajuda a determinar a necessidade de tratamentos adjuvantes. O 

estadiamento é realizado por meio de exames de imagem, como tomografia de tórax, abdome 

e pelve, além de ressonância magnética da pelve para tumores localizados no reto médio ou 

baixo. O sistema de classificação TNM (tumores, linfonodos, metástases) da American Joint 

Committee on Cancer (AJCC) é amplamente utilizado na pesquisa quanto na prática clínica 

para orientar o tratamento e avaliar o estágio da doença. 

O sistema TNM avalia o estágio do câncer com base em três critérios: a extensão do 

tumor primário (T), a presença e a extensão de metástases em linfonodos regionais (N), e a 

presença de metástases em tecidos distantes (M). Cada critério é complementado por números 

que indicam a gravidade da doença (Amin et al., 2017; Cowling et al., 2020). Este sistema, 

essencial para tumores sólidos, é amplamente utilizado para definir o estágio da doença e 

orientar decisões de tratamento, conforme detalhado nos Quadros 1 e 2, que detalham as 

categorias T0 a T4, N0 a N3, e M0 e M1 (Amin et al., 2017). A taxa de sobrevida dos pacientes 

está diretamente relacionada ao estágio TNM (Holch et al., 2017). 

QUADRO 1: Sistema de Classificação TNM 

T - Tumor primário 

T0 Sem evidência de tumor primário 

Tis Carcinoma in situ: intraepitelial ou invasão da lâmina própria 

T1 Tumor invade a submucosa 

T2 Tumor invade a muscular própria 

T3 Tumor invade através da muscular própria os tecidos pericólicos 

T4 Tumor invade e/ou perfura o peritônio visceral ou órgãos/estruturas vizinhas 

T4a Tumor perfura peritônio visceral 

T4b Tumor invade diretamente órgãos/estruturas vizinhas 

N – Gânglios linfáticos acometidos 

N0 Não há metástases linfonodais 

N1 Acometimento de 1 a 3 gânglios linfáticos 

N1a Acometimento de 1 gânglio linfático 
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N1b Acometimento de 2 ou 3 gânglios linfáticos 

N1c 
Linfonodos negativos, mas depósitos tumorais presentes na subserosa, mesentério ou tecido 

pericolico/perirretal/mesorretal não peritonealizados 

N2 Acometimento de 4 ou mais gânglios 

N2a Acometimento de 4 a 6 gânglios 

N2b Acometimento de mais de 7 gânglios 

M - Metástase à distância 

M0 Ausência de metástase à distância 

M1 Metástases em órgãos distantes ou peritônio 

M1a Metástases em 1 órgão e sem metástases peritoneais 

M1b Metástases em 2 ou mais órgãos e sem metástases peritoneais 

M1c Metástase em peritônio, com ou sem outros órgãos acometidos 

Fonte: Adaptado da União Internacional Contra o Câncer (UICC), 8ª ed., (O’Sullivan et al., 2017) 

QUADRO 2: Sistema de estadiamento de acordo com a AJCC 8ª edição 

Estágios T N M 

0 Tis N0 M0 

I T1 - T2 N0 M0 

II T3-T4 N0 M0 

IIA T3 N0 M0 

IIB T4a N0 M0 

IIC T4b N0 M0 

III Qualquer T N1-N2 M0 

IIIA 
T1 - T2 N1 – N1c M0 

T1 N2a M0 

IIIB 

T3 - T4a N1 – N1c M0 

T2 - T3 N2a M0 

T1 - T2 N2b M0 

IIIC 

T4a N2a M0 

T3 - T4a N2b M0 

T4b N1 - N2 M0 

IVA Qualquer T Qualquer N M1a 

IVB Qualquer T Qualquer N M1b 

IVC Qualquer T Qualquer N M1c 

Fonte: Adaptado da União Internacional Contra o Câncer (UICC), 8ª ed., (O’Sullivan et al., 2017) 



30 
 

Caracterização da microbiota intestinal e de mediadores imunológicos solúveis de pacientes com câncer colorretal tratados em 

uma unidade terciária na amazônia brasileira. 

2.4 Fatores de risco comumente associados ao câncer colorretal 

Os principais fatores de risco para o câncer colorretal (CCR) podem ser classificados 

em não modificáveis e modificáveis. Entre os fatores não modificáveis, destacam-se a idade 

igual ou superior a 50 anos, o sexo masculino, predisposição genética e doenças subjacentes. 

Homens apresentam maior risco, possivelmente devido à maior exposição a fatores ambientais 

e à ausência do efeito protetor dos estrogênios. A presença de histórico familiar de CCR ou de 

síndromes hereditárias, como a polipose adenomatosa familiar (PAF) e o CCR hereditário não 

polipose (síndrome de Lynch), aumenta significativamente a probabilidade de desenvolvimento 

da doença, especialmente antes dos 75 anos. Variantes genéticas de baixa penetrância também 

contribuem para o risco, mas mutações em genes-chave como APC (PAF), genes de reparo de 

incompatibilidade (síndrome de Lynch) e STK11 (síndrome de Peutz-Jeghers) estão associadas 

a um risco ainda mais elevado. Além disso, pacientes com histórico de doença inflamatória 

intestinal, sobretudo colite ulcerativa, apresentam risco relativo (RR) de 2 a 2,5, possivelmente 

devido à estimulação contínua da proliferação epitelial em um ambiente inflamatório (Cascella 

et al., 2018; Nguyen et al., 2009; Rezende et al., 2018; Smith et al., 2019). 

Os fatores modificáveis, principalmente relacionados ao estilo de vida e à nutrição, 

desempenham papel importante na carcinogênese colorretal. Entre eles, destacam-se a 

obesidade, especialmente a visceral, que promove a liberação de adipocinas pró-inflamatórias; 

o sedentarismo; e padrões alimentares ricos em carne vermelha e processada, alimentos 

ultraprocessados e pobres em fibras, frutas e vegetais, como observados na dieta ocidental. O 

consumo excessivo de álcool contribui por meio da ação pró-carcinogênica do acetaldeído, que 

causa danos ao DNA e interfere no metabolismo do folato intracelular. Já o tabagismo 

prolongado está associado a alterações epigenéticas, como padrões aberrantes de metilação do 

DNA, e a subtipos de CCR com mutações em BRAF ou alta instabilidade de microssatélites. 

Outros fatores ambientais, como exposição ocupacional à radiação ionizante, também podem 

incrementar o risco de desenvolvimento da doença (Fusco et al., 2024; McNabb et al., 2020; 

Vernia et al., 2021). 

2.5 Diagnóstico e tratamento do câncer colorretal 

O diagnóstico precoce é crucial para expandir as opções de tratamento, mas a detecção 

em estágios iniciais ainda é muito baixa, resultando frequentemente em diagnósticos mais 

avançados e tratamentos tardios. A prevenção e detecção precoce do câncer CCR dependem de 

medidas que promovem mudanças no estilo de vida e educação em saúde, incentivando hábitos 
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saudáveis. Os sinais e sintomas a serem observados incluem hematoquezia, alterações 

intestinais como diarréia e constipação, perda de peso e cólicas abdominais. Além da 

sintomatologia, o diagnóstico pode ser realizado por exames de triagem, como o teste de sangue 

oculto nas fezes e o toque retal. Métodos de rastreio mais detalhados, como exames 

endoscópicos e biópsias, são utilizados para confirmação diagnóstica por meio de 

histopatologia e imunohistoquímica (Santa Helena et al., 2017; Santos Jr., 2007).  

Os tratamentos são definidos com base na relação entre benefícios, riscos e efeitos 

colaterais, e variam conforme o tipo e estágio da doença. Eles se dividem em tratamentos 

localizados e sistêmicos. Os tratamentos localizados, como cirurgia, radioterapia, ablação e 

embolização, tem por alvo o tumor diretamente sem afetar outras partes do corpo. Já os 

tratamentos sistêmicos incluem quimioterapia, terapia-alvo (como por exemplo, inibidores Do 

VEGF, do EGFR ou inibidores de vias específicas associadas a mutações genéticas, como 

BRAF ou KRAS, dependendo do perfil molecular do tumor) e imunoterapia, administrados por 

via oral ou intravenosa, dependendo do tipo de CCR (Pellino et al., 2018). A quimioterapia e a 

radioterapia neoadjuvantes são usadas para reduzir o tamanho do tumor antes da cirurgia, 

melhorando o controle local e reduzindo a recidiva. Em alguns casos, podem resultar em uma 

resposta efetiva antitumoral completa, com ausência de células cancerígenas no tecido 

removido (Santos Jr., 2007). 

2.6 Carcinogênese do câncer colorretal 

Nos últimos anos, a incidência geral de CCR, apresentou redução entre indivíduos acima 

de 50 anos, especialmente em tumores de cólon, reto e porção distal. Em contrapartida, 

observou-se aumento significativo entre aqueles com menos de 50 anos. Esse crescimento pode 

refletir maior triagem nessa faixa etária, mas também está associado a fatores como adoção de 

dietas ocidentalizadas, estresse crônico e uso disseminado de antibióticos, os quais alteram a 

microbiota intestinal (Hofseth et al., 2020; Siegel et al., 2017). Adicionalmente, de 10% a 20% 

dos pacientes apresentam histórico familiar positivo, e aproximadamente 5% dos casos estão 

relacionados à síndromes hereditárias identificáveis por testes de linhagem germinativa 

(Dekker et al., 2019). 

Os aspectos genéticos envolvidos no desenvolvimento do CCR estão relacionados à 

falta de estabilidade genômica ou epigenômica, observada na maioria das lesões neoplásicas 

iniciais no cólon (Colussi et al., 2013; Grady; Carethers, 2008). Essa instabilidade promove o 

acúmulo de mutações e alterações epigenéticas em oncogenes e genes supressores, favorecendo 

a transformação maligna das células (Fearon; Vogelstein, 1990; Kuipers et al., 2015). 
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O CCR mais comum, esporádico, é determinado pela instabilidade cromossômica com 

alterações numéricas e/ou estruturais no número de cromossomos, resultando em alta 

frequência de alterações do número de cópias somáticas do DNA, uma marca registrada de 

muitos tumores que evoluem para adenoma-carcinoma (Poulogiannis et al., 2010). Diferentes 

estudos associam a instabilidade cromossômica às mutações que inativam o gene supressor 

Adenomatous Polyposis Coli (APC), o qual ocorre como um evento precoce no 

desenvolvimento da neoplasia do CCR (Müller; Ibrahim; Arends, 2016).  

Outra forma menos comum de CCR esporádico é marcado pela instabilidade de 

microssatélite (MSI) e o elevado número de mutações decorrente da deficiência no sistema de 

reparo de DNA (dMMR) (Ibrahim et al., 2011). A hipermetilação da região promotora resulta 

no silenciamento de genes envolvidos no sistema MMR. O CCR hereditário, embora menos 

comum, pode resultar de mutações germinativas. Existem dois tipos principais: SL (com 

mutações em genes como MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 e EPCAM, relacionados ao reparo de 

DNA) e PAF (causado por mutações no gene APC, que regula a via WNT) (Whiffin et al., 2014).  

Quanto à origem das lesões e ao perfil celular/molecular apresentado, o CCR localizado 

no cólon direito e esquerdo apresentam diferenças significativas em termos de alterações 

histológicas e genéticas (Dienstmann et al., 2017; Dos Santos et al., 2019; Müller; Ibrahim; 

Arends, 2016; Santos Jr., 2007). Tumores no cólon direito são caracterizados pela apresentação 

de MSI com mutações em genes sistema de reparo de DNA, além de mutações em BRAF, 

TGFBR2, IGF2, BAX. Por outro lado, lesões originadas no cólon esquerdo frequentemente 

exibem falta de estabilidade cromossômica, inativação do gene APC e mutações em genes 

KRAS, SMAD, TP53 (De Palma et al., 2019; Dos Santos et al., 2019). Além das alterações 

genéticas como assinaturas moleculares, a instabilidade epigenômica em diferentes estágios do 

CCR e de vários outros tipos de câncer tem sido alvo de investigações para diagnóstico e 

prognóstico (Chen et al., 2019; Xu et al., 2014).  

O prognóstico para pacientes com CCR pode ser desafiador, mas a detecção e o 

tratamento precoces oferecem uma estratégia promissora para reduzir a mortalidade. Embora a 

colonoscopia seja o método mais eficaz para a detecção precoce do CCR, seu caráter invasivo 

e elevado custo limitam sua aplicação generalizada. Métodos de triagem não invasivos, como 

o teste de sangue oculto nas fezes (FOBT), têm baixa sensibilidade, especialmente para lesões 

pré-neoplásicas. Recentemente, a desregulação de miRNAs tem sido associada a várias etapas 

da iniciação e progressão do câncer, tornando a avaliação dos níveis de expressão de miRNAs 

relacionados ao CCR uma promessa para diagnóstico e prognóstico (Chen et al., 2019; Xu et 

al., 2014). 
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2.7 Mediadores imunológicos solúveis 

A progressão tumoral é um processo complexo que envolve interações entre células 

cancerígenas, a matriz extracelular e o sistema imunológico. Este sistema compreende tanto as 

células imunes inatas quanto adaptativas, além de uma cascata proteica que modula a resposta 

contra o câncer. Entre essas proteínas, destacam-se as citocinas, uma família de proteínas 

séricas responsáveis pela comunicação e ativação dos diferentes tipos de leucócitos. As 

citocinas podem suprimir o crescimento tumoral ao estimular a exteriorização de antígenos, 

moléculas de adesão e a formação de fatores imunossupressores, ou contribuir para o 

desenvolvimento tumoral por meio de ações pró-inflamatórias que promovem a angiogênese e 

o escape das células mutantes devido à deficiência na imunovigilância, favorecendo a metástase 

(Czajka-Francuz et al., 2021). 

Dentre as citocinas atuantes, existe um grupo conhecido como interleucinas, peças-

chave no desdobramento da atividade citotóxica de linfócitos T e B, natural killers, macrófagos 

e outros potenciais infiltrantes do microambiente tumoral. As interleucinas IL-1β, IL-6 e IL-10 

se destacam principalmente por suas funções determinantes e controversas no prognóstico e na 

terapêutica do câncer colorretal.  Embora ainda estejam sendo estudadas, a literatura já 

evidencia seus papéis na mudança de perfil dos linfócitos T para Th1, Th2 e Th17, suas relações 

com o comportamento fenotípico pró-inflamatório ou pró-regulatório de macrófagos, 

neutrófilos e células dendríticas (CDs), bem como a sinalização do estresse celular epitelial no 

sítio tumoral, que antecipa as mutações genéticas inativantes de receptores estruturais e 

solúveis, facilitando a evasão imune (Briukhovetska et al., 2021; Kaler; Augenlicht; Klampfer, 

2009; West et al., 2015). 

A IL-1β, citocina da família IL-1, é produzida por monócitos, macrófagos, neutrófilos 

e células-tronco mutantes, desempenhando papel central na indução de IL-17 no perfil Th17, 

em humanos e murinos (Dmitrieva-Posocco et al., 2019). Ela regula a proliferação, 

diferenciação e apoptose celular, além de aumentar a expressão de citocinas como TNF-α e IL-

6, através das vias TNFRs e TLRs. Essas vias estimulam linfócitos TCD4+ a secretar TNF-α e 

mobilizar fagócitos mononucleares, promovendo a transcrição gênica e a produção de pró-IL-

1β, uma proteína inativa de 31 kDa (Borowczak et al., 2022; Jain et al., 2020). Estudos clínicos 

em modelos murinos demonstraram que a IL-1β contribui para o elevado potencial infiltrativo 

de neutrófilos no microambiente tumoral, promovendo uma ação pró-tumorigênica que evolue 

de inflamação crônica intestinal, decorrente de danos à mucosa, até o carcinoma associado à 

colite (CAC), uma das formas mais agressivas do CCR (Wang et al., 2014).  
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Pawan Kaler e colaboradores demonstraram, in vitro, que células do cólon estimulam 

macrófagos a liberar IL-1β, o que ativa a via Wnt e promove o crescimento tumoral por meio 

da inativação de GSK3β (Kaler; Augenlicht; Klampfer, 2009). Apesar disso, o papel exato da 

IL-1β na patogênese do câncer colorretal ainda não é totalmente esclarecido. Estudos indicam 

que a IL-1β é superexpressa em tecidos lesados e em células em pré-metástase, e que sua 

interação com IL-6 e a secreção de PGE2 por células-tronco mesenquimatosas (MSCs), 

contribui para a formação de um microambiente imunossupressor. Esse ambiente altera o 

fenótipo epitélio-mesenquimal, aumentando a capacidade migratória das células, um processo 

crucial para a metástase (Izumi et al., 2015; Lambert; Pattabiraman; Weinberg, 2017).  

Dois estudos destacaram a relação entre níveis de citocinas e o prognóstico clínico em 

pacientes com CCR. Milone et al. (2021) observaram que pacientes submetidos à colectomia 

laparoscópica direita apresenta melhora clínica associada à redução sérica de IL-1β e IL-6, além 

de diminuição de cortisol e outros mediadores hormonais do estresse pós-cirúrgico (Milone et 

al., 2021). De forma semelhante, Fouad et al. (2021) relataram que a quimioterapia com 

Fluoropirimidina para adenocarcinoma de cólon ascendente e descendente esteve associada a 

baixos níveis de IL-1β e a melhora clínica, levantando também questões sobre a influência da 

localização anatômica do tumor na resposta imune e no prognóstico (Fouad et al., 2021). 

A IL-6 integra um grupo de citocinas específicas da interação direta com a subunidade 

comum do receptor IL-6 α (IL-6Rα) e na glicoproteína 130 (gp130). É um importante marcador 

de inflamação e imunidade, produzida principalmente por macrófagos no CCR (Mangan et al., 

2006). A inflamação crônica associada à sinalização sustentada de IL-6 pode promover a 

transformação de células normais em células pré-malignas ou malignas. Após a transformação 

das células, a IL-6 associada à inflamação pode apoiar a progressão para um tumor totalmente 

desenvolvido. A sinalização da IL-6 em células pré-malignas leva à hiperativação da 

sinalização JAK/STAT3, resultando na regulação positiva dos genes alvo que estimulam a 

sobrevivência celular. A ativação persistente de STAT3 por IL-6 em células T reguladoras de 

tumores ajuda o epitélio transformado a escapar da citotoxicidade das células T CD8 + (Orange 

et al., 2023).  

A literatura mostra que células natural killer T (NKT) secretam IL-13, o que induz a 

polarização dos macrófagos para o fenótipo M2 e aumenta a produção de IL-6, associada aos 

macrófagos tumorais (TAMs) (Schiechl et al., 2011). Além disso, a produção de IL-6 por 

fibroblastos associados ao câncer (CAFs) e células-tronco mesenquimatosas expostas a estresse 

molecular contribui para efeitos pró-tumorigênicos, como a instabilidade de microssatélites, 

induzida por Notch 1 e expressão de CD44, que sinaliza adesão e migração celular (Nagasaki 
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et al., 2014). Esses mecanismos resultam em uma significativa redução da sobrevida e das 

chances de cura. As principais fontes de IL-6 no microambiente tumoral são células tumorais, 

células estromais e células imunes infiltrantes, incluindo fibroblastos, MDSCs, TAMs e células 

T CD4+ (Orange et al., 2023). 

A IL-10 exerce uma influência complexa sobre o microambiente tumoral, 

caracterizando-se por sua atividade imunossupressora e anti-inflamatória. Ela inibe a produção 

de imunoglobulinas e citocinas pró-inflamatórias, além de suprimir a proliferação e a expressão 

de antígenos em células nucleadas, linfócitos B, TCD4+, TCD8+ e células apresentadoras de 

antígeno (APCs). Essa ação resulta na desregulação da produção de moléculas do complexo de 

histocompatibilidade (MHC) classe I e II, essenciais para a imunovigilância, levando a erros 

genômicos e sinais de estresse celular que podem antecipar mutações neoplásicas. Assim, os 

efeitos pró-tumorais da IL-10 são evidentes, pois ela atua diretamente sobre as células anormais 

ou inibe a resposta do sistema imune adquirido (Junior, 2009). 

Entre as citocinas envolvidas no CCR, o IFN-γ, também conhecido como IFN tipo II, 

desempenha um papel crucial em ambas as fases da imunidade, particularmente contra 

infecções virais e bacterianas. Ele ativa macrófagos e induz a expressão de MHC II. Alterações 

nos níveis de IFN-γ estão ligadas a doenças autoimunes e auto-inflamatórias devido aos seus 

efeitos imunoestimulantes e moduladores (Schoenborn; Wilson, 2007). Produzido por células 

NK, NKT, linfócitos T CD4+, CD8+ e ILCs, o IFN-γ regula a apoptose no microambiente 

tumoral ao aumentar a apresentação antigênica, a atividade lisossômica dos macrófagos, e a 

síntese de óxido nítrico induzível (iNOS), além de induzir a produção de IgG por plasmócitos 

(Kosmidis et al., 2018).   

Libin Guo e colaboradores afirmam, após estudos in vitro de linhagens celulares do 

cólon e reto, que células apresentadoras de genes KRAS/TP53 do tipo selvagem podem 

responder melhor ao tratamento com INF- γ, sendo um bom preditor para o prognóstico (Guo 

et al., 2022). Por isso, a queda nos níveis desta citocina associa-se à evolução benigna para 

maligna, além da perda de função das variações genéticas em suas subunidades e de seu receptor 

(IFNγR), acentuando o risco de malignidade pela progressão adenoma – adenocarcinoma 

(Wang et al., 2015), mediada pela colite (Jeyakumar et al., 2019). 

O Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-α) desempenha um papel crucial na patogênese 

de doenças inflamatórias, estando associado a um prognóstico desfavorável, danos celulares 

progressivos, perda de função, diminuição da produção hormonal e desregulação da homeostase 

(Huang et al., 2019). Principalmente secretado por monócitos e macrófagos ativados, o TNF-α 

se liga aos receptores TNF-R1 (p55) e TNF-R2 (p75) na superfície celular. Seu efeito citotóxico 



36 
 

Caracterização da microbiota intestinal e de mediadores imunológicos solúveis de pacientes com câncer colorretal tratados em 

uma unidade terciária na amazônia brasileira. 

pode levar a necrose hemorrágica, comprometimento vascular e isquemia, além de alterar 

geneticamente as células epiteliais mutantes para torná-las mais resistentes à apoptose e facilitar 

a metástase. O TNF-α também aumenta a produção de quimiocinas por células malignas 

sensíveis a ele, ativando a via oncogênica dependente de NFκB e promovendo a formação do 

microambiente tumoral através da atividade dos fibroblastos associados ao câncer (CAFs) 

(Stanilov; Dobreva; Stanilova, 2012). 

Entender como o sistema imunológico funciona no desenvolvimento e progressão do 

câncer é uma das questões mais intrigantes da imunologia. Pesquisas feitas nas últimas décadas 

contribuíram para esclarecer por que a resposta a essa dúvida se evadiu por tanto tempo. O 

sistema imunológico realiza um papel duplo de resposta: ele não apenas suprime o crescimento 

do tumor destruindo as células cancerígenas ou inibindo seu crescimento, mas também 

possibilita sua progressão selecionando células mutantes aptas a sobreviver em um hospedeiro 

imunocompetente e estabelecendo condições dentro do microambiente tumoral que contribuem 

para o seu crescimento. Esta é uma estrutura conceitual unificadora chamada "Imunoedição do 

Câncer", que integra as funções duplas de proteção do hospedeiro e promoção do tumor 

desempenhadas pelo sistema imunológico (Schreiber; Old; Smyth, 2011). 

2.7.1 O papel das citocinas inflamatórias no câncer colorretal 

Em pacientes com neoplasias, as citocinas apresentam um padrão funcional complexo, 

no qual a expressão de uma citocina pode ser induzida ou suprimida por outra (Roshani; 

McCarthy; Hagemann, 2014), cujo efeito foi demonstrado em estudos in vitro e in vivo 

(Nakazaki, 1992). Por exemplo, o estímulo com TNF-α aumenta a produção de IL-1, que por 

sua vez estimula a produção de IL-6, contribuindo extensivamente para a progressão da doença 

(Carter et al., 1990; Nakazaki, 1992; Roshani; McCarthy; Hagemann, 2014).  

As principais citocinas que influenciam a resposta de fase aguda no câncer são a IL-6, 

IL-1β e o TNF-α (Gulen et al., 2012; O’Riordain et al., 1999). Em pacientes com neoplasias, as 

citocinas apresentam um padrão funcional complexo, onde a expressão de uma citocina pode 

ser induzida ou suprimida por outra (Roshani; McCarthy; Hagemann, 2014), conforme 

demonstrado em estudos in vitro e in vivo (Nakazaki, 1992). Por exemplo, o estímulo com TNF-

α aumenta a produção de IL-1, que por sua vez, estimula a produção de IL-6, contribuindo 

significamente para a progressão da doença (Carter et al., 1990; Nakazaki, 1992; Roshani; 

McCarthy; Hagemann, 2014) 

Classicamente, as citocinas pró-inflamatórias são produzidas por diversas células do 

organismo, especialmente pelos macrófagos e células envolvidas na resposta humoral, 
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frequentemente encontradas no intestino humano (Cavaillon, 1994). Essas células 

desempenham um papel crucial na imunocompetência devido ao seu elevado potencial 

secretório, liberando mais de cem substâncias, incluindo citocinas, óxido nítrico, ânion 

superóxido e macromoléculas, como proteoglicanos de algumas bactérias da microbiota 

intestinal (Nathan, 1987). 

Os macrófagos, componentes do sistema fagocítico mononuclear, atuam como uma 

linha de defesa contra agentes estranhos. Originados de monócitos circulantes, eles se deslocam 

para diversos tecidos corporais, sendo particularmente abundantes nos tecidos conectivos, no 

trato gastrointestinal, pulmões, fígado (células de Kupffer), pele (células de Langerhans) e baço, 

onde removem células sanguíneas senescentes. Também são encontrados na cavidade 

peritoneal e são Macrófagos ativados exibem marcadores específicos na membrana, possuem 

mais mitocôndrias e lisossomos, e secretam maiores quantidades de enzimas lisossomais e 

fatores de crescimento (Argilés; Busquets; López-Soriano, 2003). 

A fisiopatologia das doenças inflamatórias intestinais inclui uma redução nos Ácidos 

Graxos de Cadeia Curta (AGCCs), resultando em uma menor diversidade e mudanças no perfil 

metabólico da microbiota intestinal, além da diminuição da camada de muco no intestino 

(Figura 6). A diminuição do muco enfraquece a barreira, permitindo maior contato entre as 

bactérias e o epitélio intestinal. Essa condição é exacerbada pela disfunção das junções estreitas 

das células epiteliais, o que aumenta a permeabilidade (Porter; Kalla; Ho, 2020; Ungaro et al., 

2017). Dessa forma, a invasão bacteriana ativa as células imunes inatas, como macrófagos e 

células apresentadoras de antígenos (APCs), que, por sua vez, atraem neutrófilos por meio da 

liberação de quimiocinas (Kobayashi et al., 2020). 
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FIGURA 6: Representação da fisiopatologia da doença inflamatória intestinal. 

Nota: APC– Célula apresentadora de antígeno; MadCAM1– Mucosal Vascular Addressin Cell Adhesion 

Molecule 1 / Molécula de adesão celular da mucosa vascular Addressin 1/ IL-36 – Interleucina 36; IL-36γ – 

Interleucina 36-gama; IL-9 – Interleucina 9; IL-6 – Interleucina 6; IL-12 – Interleucina 12; IL-23 – Interleucina 

23; IL-13 – Interleucina 13; TNF – Fator de Necrose Tumoral; INFγ – Interferon-gama; Treg– Célula T 

regulatoria.  

Fonte: Adaptado de Kobayashi et al. (Kobayashi et al., 2020). 

2.8 Microbiota intestinal e sua relação com o câncer colorretal 

O trato digestivo humano abriga mais de 10¹⁴ microrganismos, incluindo bactérias, 

eucariontes e vírus, que compõem a microbiota intestinal. Esta microbiota desempenha um 

papel crucial na digestão, metabolismo, homeostase epitelial e no desenvolvimento do tecido 

linfóide intestinal. Alterações na composição da microbiota, conhecidas como disbiose, podem 

levar a uma série de distúrbios, como doenças cardiometabólicas, inflamatórias, 

neuropsiquiátricas e vários tipos de câncer (Cuellar-Gómez et al., 2022).  

Avanços nas tecnologias de sequenciamento metagenômico têm revelado que a disbiose 

é um fator de risco significativo para diversos distúrbios, incluindo alergias (Prince et al., 2015), 

obesidade, diabetes (Bouter et al., 2017), doença inflamatória do intestino (Halfvarson et al., 

2017), síndrome do intestino irritável (Fourie et al., 2017) e especialmente câncer, com destaque 

para o CCR (Ferreira et al., 2014; Karlsson et al., 2013; Kennedy et al., 2014). 

A carcinogênese colorretal resulta de interações complexas entre fatores genéticos e 

ambientais, com estudos recentes destacando a relação entre inflamação, bactérias patogênicas, 

genotoxinas, estresse oxidativo, metabólitos e biofilmes na microbiota intestinal (Cheng; Ling; 

Li, 2020; Wong; Yu, 2023). Estudos recentes destacam a influência da microbiota intestinal na 
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carcinogênese colorretal por meio de vários mecanismos (Fusco et al., 2024; Grellier et al., 

2024; Ionescu et al., 2025). Primeiramente, bactérias comensais podem ativar células mieloides 

associadas a tumores, promovendo inflamação que contribui para o câncer. Além disso, 

bactérias patogênicas podem aderir às células epiteliais intestinais, promovendo a 

tumorigênese. Genotoxinas bacterianas também causam danos ao DNA das células epiteliais, 

iniciando o CCR. A inflamação crônica resulta na produção de espécies reativas de oxigênio 

(ROS) e nitrogênio (RNS), que danificam o DNA. Metabólitos bacterianos, como ácidos 

biliares secundários, H₂S e compostos N-nitrosos (NOCs), também contribuem para a 

carcinogênese. Finalmente, biofilmes microbianos promovem a carcinogênese através da 

interleucina-6 (IL-6) e da ativação de STAT3 (Figura 7) (Cheng; Ling; Li, 2020). 

 

FIGURA 7: Mecanismos associados à microbiota na carcinogênese colorretal. 

Nota: CEI, célula epitelial intestinal; H2S , sulfureto de hidrogénio; NOCs, compostos N-nitrosos; CDT, toxina 

distensora citoletal; TT, toxina tifóide; MAMP, padrão molecular associado a micróbios; LPS, lipopolissacarídeo; 

PRR, receptor de reconhecimento de padrões; TLR, receptor Toll-like; MyD88, fator de diferenciação mieloide 

88; NF-κB, fator nuclear-κB; STAT3, transdutor de sinal e ativador de transcrição 3; CAM, molécula de adesina 

celular; FadA, Fusobacterium adesina A; TIGIT, imunoglobulina de células T e domínio ITIM; PCWBR2, 

suposta repetição de ligação à parede celular2; ROS, espécies reativas de oxigênio; RNS, espécies reativas de 

nitrogênio. 

Fonte: Adaptado de Cheng et al. (Cheng; Ling; Li, 2020). 

Evidências crescentes indicam que a disbiose local pode contribuir para o 

desenvolvimento do CCR, promovendo inflamação, proliferação celular e danos diretos ao 

DNA. Estudos destacam o papel de Fusobacterium nucleatum, Bacteroides fragilis e 

Escherichia coli produtora de colibactina na patogênese do CCR. Além disso, pacientes com 

CCR apresentam padrões distintos de colonização bacteriana nos tecidos tumorais em 

comparação com a mucosa não neoplásica e com indivíduos saudáveis (Da Costa et al., 2022; 

Fusco et al., 2024; Hou et al., 2022; Quaglio et al., 2022a). Em contraste, o papel das espécies 
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bacterianas esgotadas na tumorigênese intestinal é menos estudado devido à falta de técnicas 

apropriadas. No entanto, pode-se supor que a ausência de certas cepas bacterianas, como 

protetoras ou benéficas, pode ser tão relevante quanto o supercrescimento bacteriano associado 

ao tumor (Tilg et al., 2018).  

A alta abundância das espécies Bacteroides fragilis e Fusobacterium nucleatum tem 

sido associada tanto à sobrevivência a curto prazo quanto à fase avançada do CCR. Em 

particular, em estágios avançados da doença (III/IV), observa-se um aumento significativo nos 

níveis de B. fragilis enterotoxigênico (BFET) e de Fusobacterium spp. quando comparados aos 

estágios iniciais (I/II). Além disso, a elevada quantidade de Fusobacterium está correlacionada 

com uma maior instabilidade de microssatélites (MSI), um marcador importante para a 

progressão da doença e resposta ao tratamento. Este padrão sugere que a presença desses 

microrganismos pode ter um impacto relevante na evolução do CCR e na resposta ao 

tratamento, destacando a importância de investigar a microbiota intestinal como um fator 

potencial na gestão e prognóstico da doença (Huo et al., 2022).  

Espécies bacterianas como F. nucleatum e B. fragilis promovem o CCR através da 

secreção de fatores de virulência como FadA e BFT, que ativam as vias NF-κB e β-catenina, 

gerando citocinas pró-inflamatórias. Esses fatores comprometem a E-caderina, facilitando a 

invasão bacteriana. Além disso, E. coli produtora de colibactina e ciclomodulina pode induzir 

apoptose e perturbar processos celulares normais. Biofilmes dessas bactérias criam um 

ambiente sinérgico que contribui para inflamação crônica, instabilidade genômica e 

proliferação celular epitelial, culminando no desenvolvimento do CCR (Figura 8) (Lawrence 

et al., 2020). 

Em resumo, patógenos bacterianos contribuem para o CCR por meio da secreção de 

toxinas, ativação de vias inflamatórias e ruptura de barreiras protetoras, levando à inflamação 

crônica e instabilidade genômica (Lawrence et al., 2020). Após quimioterapia e radioterapia 

neoadjuvantes, a persistência de F. nucleatum está associada a altas taxas de recidiva em CCR 

avançado. Pacientes com níveis baixos de F. nucleatum têm sobrevida global e livre de doença 

significativamente mais longas em comparação com aqueles com níveis mais altos, 

especialmente em estágios avançados da doença (Huo et al., 2022). 
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FIGURA 8: Visão geral dos mecanismos patogênicos bacterianos na promoção do câncer colorretal. 

Nota: FadA= Fusobacterium adesina A; BFT= toxina de B. fragilis  

Fonte: Adaptado de (Lawrence et al., 2020).  

Fusobacterium nucleatum (Fn) 

F. nucleatum é uma bactéria gram-negativa e um constituinte normal da cavidade oral 

humana. Como membro residente da microbiota oral, F. nucleatum tem sido estudada 

principalmente por seu papel na saúde periodontal e doença, devido às suas muitas adesinas 

que mediam a ligação a superfícies abióticas, células hospedeiras ou outros microrganismos 

(Signat et al., 2011). Essa espécie é reconhecida como um patógeno oportunista envolvido em 

processos inflamatórios, como periodontite, doença inflamatória intestinal, abscesso 

pancreático, parto prematuro e abscesso hepático, além de estar associada ao desenvolvimento 

e progressão de cânceres, incluindo CCR e câncer oral (Xu et al., 2020). 

Enquanto Fusobacterium spp. raramente são detectados no intestino de indivíduos 

saudáveis, eles podem ser isolados de pacientes com doença inflamatória intestinal (Brennan; 

Garrett, 2019), o que reforça a ligação entre fusobactérias e um ambiente colônico inflamado. 

Estudos em amostras de CCR humano revelaram que Fusobacterium spp. frequentemente 
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concorre com outros anaeróbios gram-negativos, incluindo Campylobacter ssp, formando 

biofilme. 

O papel de F. nucleatum na carcinogênese colônica tem sido implicado na progressão 

do carcinoma colorretal avançado. Estudos anteriores sugerem que essa espécie promove a 

carcinogênese do cólon através da inibição da proliferação e indução de apoptose em células T 

(Brennan; Garrett, 2019; Cuellar-Gómez et al., 2022, 2022; Kostic et al., 2013). Outros estudos 

revelaram que níveis elevados de F. nucleatum no tecido do cólon estão inversamente 

correlacionados com a densidade de Células T CD3+ e fortemente associados a instabilidade 

de microssatélites (MSI) e ao fenótipo metilador CpG (Dadgar-Zankbar et al., 2024; Ou et al., 

2022). 

Uma questão frequente é como Fusobacterium, uma bactéria oral, pode colonizar 

tecidos colorretais. Estudos sugerem que a proteína de adesão Fap2 de F. nucleatum se liga à 

D-galactose-β(1-3)-N-acetil-D-galactosamina (GalGalNAc), abundante em células de CCR 

(Kostic et al., 2013). Além disso, a Fusobacterium adesina A (FadA) pode facilitar a aderência 

de F. nucleatum à caderina E das células epiteliais intestinais (Rubinstein et al., 2013). F. 

nucleatum pode, assim, colonizar seletivamente os tecidos do CCR através de Fap2 e FadA e, 

quando em contato com células epiteliais intestinais, ativar a β-catenina, levando a crescimento 

celular descontrolado e aquisição de um fenótipo semelhante a células-tronco (Abed et al., 

2016; Rubinstein et al., 2013; Xu et al., 2020). 

Escherichia coli 

A colonização da mucosa intestinal por E. coli produtora de colibactina é mais comum 

em pacientes com CCR em estágios avançados do que em estágios iniciais. Essas cepas 

aceleram o crescimento tumoral em modelos de neoplasia intestinal múltipla (MIN) (Bonnet et 

al., 2014). Diferente de outros estudos, o estudo de Shimpoh et al., mostrou que a prevalência 

de pks + E. coli em amostras de CCR foi menor do que no controle saudável. No entanto, é 

interessante notar que Shimpoh et al. usaram lavagem colônica em vez de amostras de biópsias 

(Shimpoh et al., 2017). É particularmente relevante mencionar que, em pacientes com CCR, a 

maioria das cepas de E. coli produtoras de ciclomodulina abrigam o agrupamento de genes pks 

ou a combinação de ilha pks com genes cnf. Esta ilha genômica pode desempenhar um papel 

crucial na distribuição de E. coli produtora de ciclomodulina. Além disso, foi sugerido que a 

presença da ilha genômica pks pode facilitar a colonização da E. coli no trato intestinal (Buc et 

al., 2013). 
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Pesquisas sobre a genotoxina bacteriana mostraram que, em camundongos Il10 -/− 

tratados com azoximetano (AOM), a presença de E. coli comensal induziu mais danos em 

comparação ao controle. A colibactina induz danos no DNA, levando a mutações e instabilidade 

cromossômica. Além deste efeito genotóxico, a E. coli produtora de colibactina pode induzir 

senescência celular associada à produção de fatores de crescimento, promovendo crescimento 

tumoral (Dougherty; Jobin, 2021; Pleguezuelos-Manzano et al., 2020). Em geral, parece que a 

E. coli pode desempenhar um papel significativo na carcinogênese do CCR, mas são necessárias 

mais pesquisas para confirmar o potencial desta bactéria na promoção do CCR (Dougherty; 

Jobin, 2021; Nouri et al., 2022; Sadeghi; Mestivier; Sobhani, 2024). 

Bacteroides fragilis 

O gênero Bacteroides, principalmente Bacteroides fragilis (B. fragilis), tem sido 

associado ao desenvolvimento do CCR. Assim como o Fusobacterium, alguns estudos 

encontraram que Bacteroides enriquecido em amostras de fezes de pacientes com CCR e em 

tecido tumoral em comparação com a mucosa normal (Feng et al., 2015; Marchesi et al., 2011; 

Nakatsu et al., 2015; Zeller et al., 2014). No entanto, outros estudos não encontraram diferença 

ou relataram uma diminuição relativa na abundância de Bacteroides no CCR (Bundgaard-

Nielsen et al., 2019; Kostic et al., 2012; Zackular et al., 2014).  

Sabe-se que B. fragilis enterotoxigênico (BFET), mas não B. fragilis não toxigênico, 

induz a formação de tumores no modelo de camundongo ApcMin / + (Geis et al., 2015; 

Housseau et al., 2016; Wu et al., 2009), indicando que qualquer associação entre esta espécie e 

o desenvolvimento de CCR pode estar especificamente relacionada à presença da toxina de B. 

fragilis (BFT). Consistente com isso, descobriu-se que o gene BFT é expresso em uma taxa 

mais alta em isolados de B. fragilis obtidos de amostras de mucosas e de fezes de pacientes com 

CCR em comparação com controles (Boleij et al., 2015; Toprak et al., 2006) e foi demonstrado 

que BFT ativa a β-catenina. sinalização em células CCR humanas (Wu et al., 2003). 

2.9 O sequenciamento da microbiota intestinal 

O conhecimento sobre microbiota intestinal, inicialmente proveniente de estudos de 

culturas de microrganismos, expandiu-se, permitindo o entendimento da organização 

microbiana e das interações entre várias espécies em comunidades complexas (Mackie; Sghir; 

Gaskins, 1999). Resultados de experimentos em animais e estudos celulares, fisiológicos e 

epidemiológicos têm demonstraram que essas comunidades podem desempenhar um papel 

importante sobre a saúde humana, no risco de doenças, e participam ativamente no 

desenvolvimento de resistência microbiana e na resposta a medicamentos (Burcelin et al., 
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2013). O advento da biologia molecular reduziu as limitações encontradas no uso de métodos 

de cultivo, além de revelar novas perspectivas sobre a diversidade de microrganismos existentes 

na microbiota intestinal humana (Li et al., 2012).  

Os estudos de microbiota têm sido impulsionados pelo desenvolvimento de técnicas 

para análise de metagenômica, na qual o conjunto dos genomas de uma comunidade microbiana 

é determinado. O sequenciamento de nova geração (NGS) permite determinar a diversidade 

microbiana por duas abordagens: sequenciamento de amplicon e shotgun. O primeiro consiste 

em amplificar alvos taxonomicamente informativos como o rRNA 16S de procariotos. O 

sequenciamento shotgun reconstrói grandes fragmentos ou até todo o genoma dos organismos, 

sendo mais oneroso (Escobar-Zepeda; Vera-Ponce de León; Sanchez-Flores, 2015). O 

sequenciamento de amplicon também é chamado de metabarcoding. 

O processo de metagenômica por shotgun se diferencia do metabarcoding pelo método 

de construção de bibliotecas e pelo processo de montagem, que envolve genomas inteiros. A 

chamada de genes pode ser realizada através de reads individuais, sequências maiores de reads 

com sobreposição chamadas contigs, ou ambos (Kunin et al., 2008). Sequências repetidas, 

cobertura insuficiente, erros de sequenciamento e variação no conteúdo gênico a nível de cepas 

resultam em genomas fragmentados após a montagem, necessitando de mais uma etapa 

chamada binning para classificar os contigs em grupos a nível de espécie (Alneberg et al., 2014) 

O principal alvo molecular para a análise das comunidades bacterianas é a subunidade 

menor do RNA ribossomal, 16S rRNA, que possui regiões altamente conservadas no domínio, 

intercaladas por regiões variáveis, as quais possibilitam estudos de caracterização filogenética 

de grupos e de espécies de bactérias. Essas regiões são denominadas de V1 a V9 (Figura 9) 

(Tannock, 2002). De maneira geral, a região V4 é a mais utilizada em estudos de microbioma, 

por representar fielmente o perfil taxonômico das comunidades microbianas, quando 

comparada à caracterização utilizando a sequência completa do gene 16S rRNA (Liang et al., 

2019; Tannock, 2002). Na análise de metabarcoding, é realizado um PCR com primers 

específicos para a região V4 do gene 16S rRNA para amplificação em bactérias e arqueias. Aos 

produtos amplificados são adicionados um barcodes para identificação das amostras. Os 

produtos de PCR das amostras individuais podem então ser combinados para a reação de 

sequenciamento massivo paralelo (Kumar et al., 2014).  
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FIGURA 9: Regiões variáveis do RNA ribossomal 16S.  

Nota: As regiões estão representadas por cores diferentes. VERMELHO: V1 e V2; LARANJA: V3; 

AMARELO: V4; VERDE: V5 e V6; AZUL: V7 e V8; ROXO: V9. 

Fonte: Adaptado de Yarza et al., 2014.  

 

As plataformas de NGS disponíveis são capazes de sequenciar simultaneamente milhões 

de moléculas de DNA com baixo custo, cada um com diferentes comprimentos de sequência e 

rendimentos. Exemplos dessas plataformas incluem Roche 454, Illumina, Ion Torrent/S5 e 

PacBio RSII. A plataforma Ion Torrent/S5 (Thermo Fisher Scientific) detecta a mudança no 

potencial de hidrogênio gerado após a adição de um nucleotídeo em cada um de seus 

micropoços. O rendimento máximo dessa plataforma é de aproximadamente 60 milhões de 

reads com a média do comprimento de até 400 pb (Escobar-Zepeda; Vera-Ponce de León; 

Sanchez-Flores, 2015). 

2.10 Estratégias de sequenciamento  

O sequenciamento metagenômico fornece uma análise aprofundada das capacidades 

funcionais do microbioma. Essa técnica permite não apenas a descoberta de novas funções 

enzimáticas, microrganismos e genes úteis para biorremediação, mas também melhora a 

compreensão das interações entre hospedeiros e patógenos. Ademais, a metagenômica 

pavimenta o caminho para a criação de novas abordagens terapêuticas para doenças humanas 

(Vázquez-Castellanos et al., 2014). 



46 
 

Caracterização da microbiota intestinal e de mediadores imunológicos solúveis de pacientes com câncer colorretal tratados em 

uma unidade terciária na amazônia brasileira. 

No perfil do gene 16S rRNA, as sequências brutas são filtradas para eliminar artefatos 

de sequenciamento. As sequências semelhantes são agrupadas em unidades taxonômicas 

operacionais (OTUs) ou filotipos, que servem como rótulos para grupos de bactérias 

relacionadas. As contagens de OTUs são organizadas em tabelas que mostram suas abundâncias 

relativas em cada amostra. Em seguida, são comparadas com um banco de dados de sequências 

ribossômicas de referência para atribuir a classificação taxonômica. Na fase final, os dados são 

usados para quantificar a diversidade populacional nas amostras (Bikel et al., 2015). 

Em metodologias shotgun, são realizadas análises metagenômicas, 

metatranscriptômicas e virômicas. Na metagenômica, sequências de DNA são mapeadas para 

genomas ou genes de referência ou usadas na montagem de novos genomas, avaliando a 

abundância relativa e o potencial funcional das sequências com base em bancos de dados 

funcionais anotados (Figura 10) (Bikel et al., 2015). 

Em conclusão, o sequenciamento metagenômico e as metodologias associadas oferecem 

uma visão detalhada e multifacetada do microbioma. Ao analisar as capacidades funcionais, 

essas técnicas não apenas revelam novas funções enzimáticas e microrganismos com potencial 

para biorremediação, mas também aprofundam a compreensão das interações complexas entre 

hospedeiros e patógenos. Assim, essas ferramentas avançadas não só ampliam nosso 

conhecimento sobre o microbioma, mas também abrem novas perspectivas para o 

desenvolvimento de estratégias terapêuticas e a melhoria da saúde humana. 

 

FIGURA 10: Representação esquemática dos diversos métodos de sequenciamento de nova geração (NGS) 

utilizados para a avaliação da microbiota intestinal. 

Fonte: Adaptado de (Szychowiak et al., 2022). 
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3 JUSTIFICATIVA 

O câncer colorretal (CCR) é o segundo tipo de tumor mais letal em homens e mulheres, 

afetando principalmente indivíduos acima de 45 anos ou com histórico familiar da doença. No 

Brasil, são registrados aproximadamente 40 mil novos casos anualmente. Exames 

endoscópicos, como colonoscopia e retossigmoidoscopia, desempenham papel fundamental no 

diagnóstico precoce e no manejo terapêutico do CCR. 

Apesar dos avanços no diagnóstico e tratamento, uma proporção significativa dos casos 

de CCR ainda é identificada em estágios avançados, especialmente na região Amazônica. Essa 

realidade está associada, em grande parte, à ausência de manifestações clínicas específicas nas 

fases iniciais da doença e à limitada disponibilidade de métodos de rastreamento eficazes e 

acessíveis na rede pública de saúde. Além disso, observa-se uma escassez de estudos voltados 

à caracterização do CCR na população amazônica, o que resulta em um conhecimento restrito 

acerca dos perfis sociodemográfico, clínico, molecular e microbiológico dos indivíduos 

acometidos. 

A carcinogênese colorretal é um processo complexo, associado a múltiplas alterações 

moleculares somáticas e influenciado por fatores ambientais, dietéticos e microbiológicos. A 

inflamação crônica tem sido identificada como um importante fator de risco, destacando-se o 

papel de Fusobacterium nucleatum na ativação de respostas inflamatórias e sua relevância no 

desenvolvimento do CCR. No entanto, persistem lacunas significativas no entendimento de 

como esses fatores microbiológicos e inflamatórios impactam especificamente os pacientes da 

região amazônica. 

Diante dessa necessidade de dados locais e robustos, este estudo buscou aprofundar o 

conhecimento sobre o perfil da microbiota intestinal de pacientes com CCR atendidos na 

Fundação CECON, investigando possíveis relações com a progressão da doença. Amostras 

fecais e de sangue periférico foram analisadas, com ênfase na quantificação de citocinas 

inflamatórias como potenciais biomarcadores. 

Os dados obtidos do estudo, ainda não publicados, têm potencial para contribuir 

significativamente para a compreensão do papel da microbiota na carcinogênese colorretal na 

região Norte do Brasil, fornecendo subsídios para estratégias de prevenção, diagnóstico precoce 

e tratamentos personalizados voltados à população atendida no Amazonas. Ademais, os 

resultados reforçaram a necessidade de estudos futuros para validação de biomarcadores, 

ampliação do conhecimento sobre as interações hospedeiro-microbiota e desenvolvimento de 

abordagens terapêuticas mais direcionadas e eficazes.
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4 OBJETIVOS 

 

4.1 Objetivo Geral 

Descrever o perfil da microbiota intestinal e dos mediadores imunológicos solúveis em 

pacientes com câncer colorretal tratados em uma unidade terciária na Amazônia brasileira. 

4.2 Objetivos Específicos 

A. Caracterizar o perfil sociodemográfico, epidemiológico e clínico dos participantes do 

estudo; 

B. Descrever a composição da microbiota intestinal de pacientes com câncer colorretal;  

C. Relacionar o perfil  da mirobiota com a lateralidade do tumor e o prognóstico da doença 

após um ano de tratamento; 

D. Quantificar os níveis de mediadores imunológicos solúveis nas amostras de sangue dos 

participantes do estudo antes do tratamento; 

E. Investigar a associação dos níveis de mediadores imunológicos solúveis com a 

microbiota intestinal.
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5 METODOLOGIA 

5.1 Tipo de estudo 

Trata-se de um estudo observacional, descritivo e retrospectivo com abordagem 

quantitativa. O objetivo foi caracterizar os perfis sociodemográfico, clínico, epidemiológico, 

bem como descrever os mediadores imunológicos solúveis e a microbiota intestinal de pacientes 

com diagnóstico confirmado de câncer colorretal (CCR) tratados na Fundação CECON. 

5.2 Desenho do estudo, população do estudo e locais de execução 

O estudo foi realizado na Fundação Centro de Oncologia do Estado do Amazonas 

(FCECON), uma instituição de referência em oncologia para o Amazonas e toda a região norte 

do país. Localizada na Rua Francisco Orellana, nº 215, Planalto, Manaus - AM, CEP: 69040-

010. A FCECON desempenha um papel crucial no diagnóstico e tratamento do câncer, 

abrangendo toda a Amazônia Ocidental. Além disso, a instituição está envolvida em atividades 

de prevenção, ensino e pesquisa. 

Este projeto é um desdobramento de estudo maior do mesmo grupo de pesquisa 

intitulado "Análise do Espectro Molecular e Clínico do Câncer Colorretal: Da Epidemiologia e 

Qualidade de Vida à Genética e Análises Ômicas", aprovado pelo CEP/FCECON, com o 

número de CAAE: 52343821.2.0000.0004 e Número do Parecer: 5.180.654 (ANEXO I). Este 

estudo recebeu financiamento dos programas "AMAZÔNIDAS – MULHERES E MENINAS 

NA CIÊNCIA" e "PRO-ESTADO" da FAPEAM, estabelecidos pelo grupo de pesquisa da 

orientadora, em colaboração com a Fundação Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do 

Amazonas (FHEMOAM) e o A. C. Camargo Cancer Center. 

5.3 Amostragem 

Considerando a média atual de novos casos diagnosticados com CCR na FCECON, os 

dados do relatório de gestão, são registrados aproximadamente 95 novos casos por ano. Para 

este estudo, estimou-se uma frequência de 20 casos de Câncer Colorretal de Lateralidade Direita 

(CCRLD) (CID C18 – C18.4) e 40 casos de Câncer Colorretal de Lateralidade Esquerda 

(CCRLE) (CID C18.5 – C20). Foram incluídos 60 casos diagnosticados de adenocarcinoma 

colorretal, selecionados por amostragem por conveniência, com base na lateralidade do tumor 

primário. Destes, 11 casos correspondiam a CCRLD e 49 casos a CCRLE. Os pacientes foram 

recrutados de forma contínua, por demanda espontânea, no ambulatório oncológico da 

instituição, no período de novembro de 2021 a fevereiro de 2025. 
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5.4 Critérios de elegibilidade 

5.4.1 Critérios de inclusão 

• Indivíduos de ambos os sexos, maiores de 18 anos, oriundos dos Estados da Amazônia 

Legal.  

• Diagnosticados histopatologicamente com adenocarcinoma colorretal em qualquer 

estágio clínico, com os seguintes CIDs: C18 – Neoplasia maligna do cólon; C19 – 

Neoplasia maligna da junção retossigmoide; C20 – Neoplasia maligna do reto. 

• Pacientes sem tratamento prévio (quimioterapia, radioterapia ou cirurgia). 

5.4.2 Critérios de exclusão 

• Pacientes sem diagnóstico histopatológico compatível com adenocarcinoma colorretal; 

• Pacientes que tiveram amostras insuficientes para realização da pesquisa; 

• Pacientes com informações incompletas no prontuário, impedindo a caracterização 

clínica da doença. 

5.5 Métodos a serem aplicados e materiais a serem utilizados  

5.5.1 Abordagem aos pacientes 

Todos os pacientes elegíveis foram abordados durante a consulta ambulatorial de rotina 

no serviço de cirurgia oncológica (antes do procedimento cirúrgico) ou no serviço de 

endoscopia da FCECON. As abordagens ocorreram em uma sala reservada, onde foram 

realizadas a entrevista e a explanação sobre a pesquisa e foram fornecidas as devidas 

orientações sobre o estudo e seus objetivos, além de os pacientes terem sido convidados a 

participar do mesmo.    

Ao concordarem com os termos do estudo, os pacientes receberam orientação referente 

à assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Em seguida, com a 

utilização de um questionário padrão (APÊNDICE II), foram coletadas informações 

sociodemográficas e epidemiológicas sobre os fatores de risco e os determinantes de saúde 

relacionados ao CCR. Da mesma forma, foram coletados dados clínicos e características da 

lesão durante o tratamento da doença, através da consulta de prontuários dos pacientes. 

5.5.2 Coleta e conservação de amostras biológicas 

De acordo com o atendimento dos pacientes no serviço ambulatorial da FCECON, e 

após o consentimento livre e esclarecido dos pacientes, mediante a assinatura do TCLE, 

precedeu-se à coleta de material biológico (sangue total) com a finalidade de quantificação de 
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citocinas. Paralelamente, foi entregue aos pacientes um kit de coleta de amostra fecal, 

acompanhado de instruções detalhadas previamente fornecidas, visando à análise da 

composição da microbiota intestinal. 

Todos resultados obtidos serão disponibilizados aos participantes e aos médicos 

oncologistas responsáveis, assim que todas as análises forem finalizadas. As normas para a 

operacionalização, compartilhamento e utilização do material biológico humano coletado e 

armazenado estão descritas no Termo de Composição do Biorrepositório (APÊNDICE III). 

O procedimento de coleta de material biológico está descrito a seguir: 

1. Coleta das mostras de sangue periférico 

Após o atendimento ambulatorial dos pacientes, foi realizada a coleta do volume de 

sangue total necessário para as análises do estudo. O procedimento seguiu as técnicas 

estabelecidas nos protocolos de segurança do paciente, onde foram coletados 10 mL de sangue 

periférico em tubos contendo EDTA (tubo PPT: Plasm Preparations Tube). Após a coleta, foi 

realizada uma centrifugação por 10 min. a 3500 RPM, dentro do prazo máximo de 2 horas após 

a coleta. Em seguida, o soro foi aliquotado e armazenado em freezer -80ºC, conforme detalhado 

no Apêndice IV. 

2. Coleta de material fecal  

O participante recebeu instruções para coletar uma amostra fecal utilizando um kit que 

inclui um frasco plástico estéril (tubo Falcon) contendo 2 mL de solução conservante de DNA 

e RNA (Zymo Research©), um swab para a coleta e um protetor para o assento sanitário 

(ColOFF®), para evitar a contaminação ambiental do microbioma (Figura 11 - A). Após 

coletar uma pequena amostra de fezes frescas (2 a 5g) com o swab, o material foi transferido 

para o tubo Falcon com a solução conservante e entregue à equipe de pesquisa no dia dos 

exames pré-operatórios ou na enfermaria, antes de qualquer procedimento cirúrgico ou 

endoscópico (Figura 11 - B). A amostra foi levada ao Laboratório de Biologia Molecular da 

FCECON, onde foi devidamente identificada e armazenada a -80ºC. 
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FIGURA 11: Kit fornecido pela equipe de pesquisa para a coleta de amostras de fezes. 
Fonte: A – Arquivo pessoal; B – Adaptado de Coloff® (“ColOff”, 2019) 

5.5.3 Caracterização dos mediadores imunológicos solúveis  

As citocinas avaliadas, foram: Interleucina 1 beta (IL-1β), Interleucina 2 (IL-2), 

Interleucina 4 (IL-4), Interleucina 6 (IL-6), Interleucina 8 (IL-8), Interleucina 10 (IL-10), Fator 

de Necrose Tumoral (TNF), Interferon gama (IFN-γ), Interleucina 12p70 (IL-12p70) e 

Interleucina 17A (IL-17A). A caracterização do perfil dessas citocinas no sangue periférico foi 

realizada por meio da técnica de citometria de fluxo. As amostras destinadas para à análise das 

foram inicialmente armazenadas em freezer a -80ºC no Laboratório de Biologia Molecular da 

FCECON e, em seguida, transportadas para o Laboratório LABGEN 2 da FHEMOAM, onde 

foram processadas e quantificadas conforme o workflow esquematizado na Figura 12. 

 

FIGURA 12: Etapas para quantificação de citocinas por citometria de fluxo. 
Fonte: Adaptado de BD Cytometric Bead Array – CBA 

Os níveis de citocinas foram quantificados utilizando-se o citômetro de fluxo 

FACSCanto®II e o software FCAP-Array v3.0.1 (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA), o kit 

de citocinas inflamatórias humanas BD Cytometric Bead Array – CBA (BD™ Human 

A B 
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Inflammatory Cytokines) e do kit BD™ Human Cytokine Th1/Th2/Th17 (BD Biosciences, San 

Diego, CA, EUA). Essa abordagem permitiu a análise simultânea de múltiplas citocinas de 

interesse em um único ensaio, utilizando pequenos volumes de amostra (o protocolo de 

quantificação das citocinas pelo método CBA segue descrito no APÊNDICE V). Utilizou-se 

misturas de matrizes de esferas citométricas de poliestireno, com intensidades de fluorescência 

distintas e específicas, revestidas com anticorpos específicos para as citocinas humanas 

(FIGURA 13). 

 
FIGURA 13: Visão geral da análise BD® CBA. 

Fonte: Adaptado de BD Cytometric Bead Array – CBA 

Para cada citocina avaliada, os dados foram apresentados em concentrações de 

picogramas por mililitro (pg/mL), conforme as curvas padrão fornecidas no kit e com a 

intensidade média de fluorescência (MFI), calculadas com o auxílio do software FCAP-Array 

v3.0.1. Os resultados foram analisados utilizando o GraphPad Prism, v8.0.1 (GraphPad 

Software, San Diego, CA, EUA) e submetidos a testes não paramétricos como Kruskal-Wallis 

e Mann-Whitney, considerando-se significância estatística para valores se p < 0,05, conforme 

as recomendações. 

5.5.4 Análise da microbiota intestinal 

5.5.4.1 Processamento das amostras de fezes 

O DNA genômico da microbiota das amostras de fezes foi extraído utilizando o 

EXTRACTA® KIT MPTA-PV96-B MDx, seguindo rigorosamente o protocolo padronizado 

fornecido pelo fabricante. Após a extração, o DNA foi cuidadosamente armazenado em um 

freezer a -80 ºC na FCECON, garantindo a preservação da integridade e estabilidade das 

amostras para análises subsequentes. Todo procedimento, detalhado no APÊNDICE V, incluiu 

etapas e condições específicas para assegurar a qualidade e a confiabilidade dos dados obtidos, 

sendo executado conforme padrões estabelecidos e com monitoramento contínuo do 

processamento e conservação das amostras ao longo do estudo. O fluxograma do 

processamento das amostras até o sequenciamento é apresentado na Figura 14. 
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FIGURA 14: Fluxograma das etapas do processamento das amostras de fezes. 

Fonte: O autor. 

Antes do armazenamento a -80 ºC, as amostras de DNA extraídas foram quantificadas 

por espectrofotometria, utilizando o equipamento NanoDrop Lite™ (Thermo Scientific™, 

840281500), conforme as recomendações técnicas do fabricante. Em seguida, foi-se realizada 

também, uma quantificação  por fluorimetria, empregando o aparelho Qubit™ Fluorometer 4.0 

(Invitrogen, Q33238) em conjunto com o kit Qubit™ dsDNA Quantification Assay Kits - Hight 

Sensitivity (Invitrogen, Q32851), seguindo o protocolo do fabricante. Para o preparo da solução 

de trabalho, o reagente Qubit™ dsDNA Assay HS foi diluído na proporção 1:200 em tampão 

do kit, sendo utilizado volume suficiente para a preparação dos dois padrões e as amostras 

analisadas. 

As soluções resultantes foram homogeneizadas em vórtex por aproximadamente três 

segundos e incubadas em temperatura ambiente por dois minutos antes da leitura no 

fluorímetro. A concentração final do DNA foi determinada automaticamente pelo equipamento, 

de acordo com a fórmula, e expressa em  ng/µL: 𝐶 = 𝑄𝐹 ∗ 10^−1. Em que C representa a 

concentração estoque (ng/μL) e QF corresponde à concentração obtida pelo Qubit™ (ng/μL).  

5.5.4.2 Sequenciamento de nova geração (NGS) 

A caracterização da microbiota intestinal foi realizada por meio da amplificação do 

domínio V3 e V4 do segmento 16S ribossômico bacteriano, utilizando os oligonucleotídeos 

iniciadores F515 (5’-GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3’) e R806 (5’-

GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3’), conforme apresentados no Quadro 03. A amplificação 

foi conduzida em reações de PCR com condições termocíclicas otimizadas para garantir 

especificidade e rendimento adequados, incluindo ciclos de desnaturação, anelamento e 

extensão. As amostras amplificadas foram posteriormente verificadas quanto à integridade e 
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tamanho esperado do produto por eletroforese em gel de agarose, antes do sequenciamento de 

nova geração. Essa abordagem permitiu a captura de uma ampla diversidade bacteriana, sendo 

adequada para análises comparativas da composição da microbiota intestinal entre os 

participantes do estudo. 

QUADRO 03: Primers sintetizados para sequenciamento. 

Primer  Sequência 

806R_trP1_rev CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATGGACTACHVGGGTWTCTAAT 

515F_A_for_BC01 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCTAAGGTAACGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA 

515F_A_for_BC02 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTAAGGAGAACGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA 

515F_A_for_BC03 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGAAGAGGATTCGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA 

515F_A_for_BC04 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTACCAAGATCGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA 

515F_A_for_BC05 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCAGAAGGAACGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA 

515F_A_for_BC06 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCTGCAAGTTCGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA 

515F_A_for_BC07 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTTCGTGATTCGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA 

515F_A_for_BC08 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTTCCGATAACGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA 

515F_A_for_BC09 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTGAGCGGAACGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA 

515F_A_for_BC10 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCTGACCGAACGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA 

515F_A_for_BC11 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCCTCGAATCGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA 

515F_A_for_BC12 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTAGGTGGTTCGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA 

515F_A_for_BC13 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCTAACGGACGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA 

515F_A_for_BC14 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTTGGAGTGTCGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA 

515F_A_for_BC15 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCTAGAGGTCGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA 

515F_A_for_BC16 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCTGGATGACGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA 

515F_A_for_BC17 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCTATTCGTCGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA 

515F_A_for_BC18 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGAGGCAATTGCGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA 

515F_A_for_BC19 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTTAGTCGGACGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA 

515F_A_for_BC20 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCAGATCCATCGATGTGCCAGCMGCCGCGGTAA 

Todos os procedimentos seguiram o protocolo Ion Amplicon Library Preparation - 

Fusion Method (ThermoFisher Scientific) (Figura 15). Esse método foi empregado para 

preparar bibliotecas de DNA para sequenciamento nas plataformas da Ion Torrent e é 

especialmente adequado para a amplificação de regiões específicas do genoma, conhecidas 

como amplicons, que foram sequenciadas para análise genética. 
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FIGURA 15: Etapas para análise da microbiota intestinal por sequenciamento NGS. 

Fonte: O autor. Adaptado de Ion Amplicon Library Preparation (Fusion Method). 

• Amplificação de sequências-alvo 

Para a amplificação das sequências-alvo, foram utilizados 45µL do Platinum PCR Super 

Mix High Fidelity, de 20-50ng de DNA genômico e 1µL da solução estoque de primer a 10 µM, 

obtendo um volume total de 50 µL. A reação foi realizada nas seguintes condições: 

desnaturação 94 ºC por 3 minutos, seguida de 40 ciclos de desnaturação 94 ºC por 30 segundos, 

anelamento 58 ºC por 30 segundos, extensão 68 ºC por 1 minuto e mantidos a 4 ºC.  

• Purificação da biblioteca 

Para purificar a biblioteca, foram adicionados 90 µL do reagente Agencourt® AMPure® 

XP Reagent a cada tubo contendo o amplicon, seguido de incubação por 30 minutos à 

temperatura ambiente. Em seguida, os tubos foram colocados em uma estante magnética por 2 

minutos ou até a solução ficasse límpida. Os sobrenadantes foram removidos cuidadosamente, 

e foram adicionados 500 µL de etanol 70%, com uma nova incubação de 30 segundos. Ao final, 

o etanol foi descartado sem que os sedimentos se desprendessem, e o processo foi repetido para 

realizar duas lavagens. 

Após a lavagem, os tubos foram centrifugados rapidamente e reposicionados na estante 

magnética para a remoção do sobrenadante remanescente. Posteriormente, foram incubados por 

5 minutos à temperatura ambiente para secagem das beads. Em seguida, foram adicionados 40 

µL de tampão TE (tris−HCl 10 mM, EDTA 1 mM), homogeneizados com pipeta (up and 

down) e agitados por 10 segundos no vórtex e incubadas por 1 minuto. O sobrenadante 

contendo o DNA eluído foi transferido para novo microtubo de 1,5 mL, evitando a dissolução 

dos sedimentos. 
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• Preparo do Pool equimolar das bibliotecas amplificadas 

Para garantir cobertura igualitária das regiões-alvos, as amostras foram agrupadas em 

quantidades equimolares. Cada biblioteca foi quantificada por fluorometria no equipamento 

Qubit™ Fluorometer 4.0 (Invitrogen, Q33238) utilizando o kit Qubit™ dsDNA HS Assay, e 

avaliadas com o equipamento Agilent Bioanalyzer® 2100 e o Kit Agilent Chip DNA 1000. 

• Index PCR, purificação, montagem da biblioteca e sequenciamento 

Foram adicionados a cada amostras os indexes através da etapa de Index utilizando o 

kit Nextera XT Library prep (Illumina, San Diego, CA, USA), conforme instruções do 

protocolo (16S Metagenomic Sequencing Library Preparation da Illumina). Uma segunda 

amplificação por PCR foi executada para inclusão dos iniciadores de indexação duplos e 

adaptadores de sequenciamento aos produtos de PCR purificados. Essa segunda amplificação 

foi realizada com 5µL de DNA, 5µL de cada primer Nextera XT (index 1 e 2), 25µL do mix 

enzimático Kapa Hifi HotStart Ready Mix 2x e 10 µL de água ultrapura, totalizando 50 µL por 

reação. A reação de Index PCR foi conduzida nas seguintes condições: desnaturação inicial a 

95°C por 3 minutos, seguida por 8 ciclos de amplificação (30s a 95ºC, 30s a 55ºC, 30s a 70ºC), 

com extensão final por 5 minutos a 72ºC. O produto resultante foi purificado novamente com 

o kit Agencourt Ampure XP beads, conforme protocolo. 

A preparação geral da biblioteca foi automatizada utilizando o equipamento Ion Chef 

System (Thermo Fisher Scientific) conforme as instruções do fabricante (Figura 16). 

Resumidamente, bibliotecas com barcodes foram geradas a partir de 10 ng de DNA por amostra, 

utilizando o kit Ion 530™ – Chef (Thermo Fisher Scientific). A amplificação clonal das 

bibliotecas foi empregada por PCR em emulsão utilizando o kit Ion AmpliSeq IC 200 (Thermo 

Fisher Scientific). As bibliotecas preparadas foram sequenciadas no equipamento Ion S5 XL 

usando um chip Ion 530 e o kit Ion 530 – Chef Kit (Thermo Fisher Scientific). As sequências 

foram avaliadas no FastQC v0.11.9 e processadas no DADA2 com filtros de qualidade correção 

de erros e remoção de quimeras. As variantes de sequência do amplicon (ASVs) foram geradas 

e classificadas taxonomicamente usando o banco de dados SILVA v132. 

 

FIGURA 16: Workflow do Ion AmpliSeq Microbiome Health Research Assay no Ion GeneStudio S5 System. 

Fonte: Adaptado de Flyer Ion AmpliSeq Microbiome Health Research Kit (Thermo Fisher Scientific). 
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5.5.4.3 Processamento das reads 

Com o objetivo de determinar o número de reads necessárias para garantir a cobertura 

completa da diversidade bacteriana (saturação), foi realizado o carregamento dos Chips Ion 5S 

de acordo com os protocolos estabelecidos para preparação das bibliotecas e template. A 

eficiência da clonagem e a deposição das moléculas nos poços do chip foram monitoradas pelo 

software Torrent Suite, permitindo avaliar tanto a porcentagem de poços carregados quanto a 

qualidade das partículas (APÊNDICE VII). Nos chips utilizados, o comprimento médio de 

leitura variou entre 261 pb e 273 bp, enquanto o comprimento mediano de leitura foi de 292 pb 

e o carregamento de Partículas Ion Sphere™ (ISP) e o número de leituras utilizáveis na 

biblioteca final foram distribuídos conforme descrito a seguir: 

• CHIP A- 87% poços carregados, com 46% de reads utilizáveis, correspondendo a 

15.085.045 leituras; 

• CHIP B- 89% poços carregados, com 44% de reads utilizáveis, correspondendo a 

14.964.488 leituras; 

• CHIP C- 91% poços carregados, com 33% de reads utilizáveis, correspondendo a 

11.290.83 leitura;  

• CHIP D- 90% poços carregados, com 38% de reads utilizáveis, correspondendo a 

13.038.019 leituras; 

• CHIP E- 88% poços carregados, com 43% de reads utilizáveis, correspondendo a 

14.364.735 leituras; 

• CHIP F- 84% poços carregados, com 33% de reads utilizáveis, correspondendo a 

10.503.630. 

Foram observados diferentes perfis de saturação entre as amostras analisadas. Algumas 

amostras atingiram saturação próxima a 655.977 reads, a maioria saturou em torno de 

1.174.605 reads, enquanto poucas amostras apresentaram saturação igual ou superior a 

1.503.829 reads. Essa variação pode ser atribuída a fatores como a diversidade microbiana 

individual entre os participantes, refletindo diferenças na composição e complexidade da 

microbiota intestinal. 
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6 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os dados foram organizados no Epi-Info v7.2.2.2 (CDC, Atlanta, EUA) e analisados 

por estatística descritiva. Variáveis qualitativas foram expressas em frequência absoluta (n) e 

relativa (%), comparadas pelo teste do Qui-quadrado ou exato de Fisher, e variáveis 

quantitativas foram apresentadas por média e desvio padrão. Adotou-se nível de significância 

de 5% (α= 0,05), margem de erro foi definida em 5% e intervalo de confiabilidade de 95%. 

A qualidade das sequências foi avaliada utilizando o FastQC v0.11.9 (Andrews, 2019), 

considerando duplicatas, bases ambíguas e necessidade de truncamento. Em seguida, os dados 

foram processados no script R com o pipeline do pacote DADA2 (Callahan et al., 2016). 

Leituras de baixa qualidade foram filtradas com os seguintes parâmetros: maxN = 0, 

truncamento de 240 nucleotídeos para leituras forward e 160 para leituras reverse (truncLen = 

240,160), e erros máximos esperados de 2 e 5 para leituras forward e reverse, respectivamente 

(maxEE = 2,5), seguido de uma correção paramétrica das taxas de erro e a composição das 

amostras até convergirem. Sequências idênticas foram agrupadas para gerar a tabela de 

variantes de sequência do amplicon (ASVs), e quimeras removidas para reduzir vieses de PCR. 

A classificação taxonômica foi realizada com o banco de dados SILVA v132 (Callahan, 2018), 

resultando na tabela final de composição microbiana. A diversidade alfa foi avaliada por meio 

do Índice de Shannon (Kim et al., 2017) e analisada estatisticamente por ANOVA (análise de 

variância), enquanto a abundância de filos e gêneros foi comparada pelo teste de Mann-Whitney, 

considerando p <0,05 como paramêtro de significância. 

A análise de assinaturas de mediadores consistiu no cálculo da mediana global de cada 

variável avaliada, utilizada como ponto de corte individual para estratificar os participantes em 

dois grupos: valores acima ou abaixo do limiar. Para facilitar a visualização das proporções nos 

gráficos, adotou-se um ponto de corte fixo de 50% na categorização da produção de cada 

mediador. Diferenças estatísticas entre os grupos foram avaliadas pelo teste exato de Fisher. 

As assinaturas foram representadas em gráficos de dispersão ascendente e mapas de calor, 

confeccionados no Microsoft Excel. Para identificar parâmetros comuns ou exclusivos entre 

grupos, utilizou-se Diagrama de Venn https://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/, 

ilustrando grupos, interseções e elementos. 

Os pontos de corte adotados para os grupos de lateralidade foram: CXCL8 = 561,06; 

IL-1b = 171,99; IL-6 = 311,26; TNF = 98,60; IL-12 = 86,37; IFN-g = 51,84; IL-17A = 48,96; 

IL-4 = 90,00; IL-10 = 137,45; IL-2 = 269,28. Para estadiamento da doença, os valores foram: 

CXCL8 = 549,05; IL-1b = 174,20; IL-6 = 271,95; TNF = 99,05; IL-12 = 86,37; IFN-g = 

51,84; IL-17A = 49,68; IL-4 = 89,28; IL-10 = 137,45; IL-2 = 269,28.    

https://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/
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7 ASPÉCTOS ÉTICOS 

Este estudo esteve vinculado ao projeto de pesquisa intitulado “ANÁLISE DO 

ESPECTRO MOLECULAR E CLÍNICO DO CÂNCER COLORRETAL: DA 

EPIDEMIOLOGIA E QUALIDADE DE VIDA À GENÉTICA E ANÁLISES ÔMICAS 

(EMCOR)”, coordenado pela Dra. Valquíria do Carmo Alves Martins. O projeto foi submetido 

e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa - CEP da Fundação Centro de Controle de 

Oncologia do Estado do Amazonas - FCECON com CAAE: 52343821.2.0000.0004, com 

aprovação no dia 20 de dezembro de 2021 (Apêndice 15.1).   

O estudo contou com financiamento dos programas “AMAZÔNIDAS – MULHERES 

E MENINAS NA CIÊNCIA” e “PRO-ESTADO” da FAPEAM, previamente firmados pelo 

grupo de pesquisa, além de parcerias institucionais com a Fundação Hospitalar de Hematologia 

e Hemoterapia do Amazonas (FHEMOAM) e o A. C. Camargo Cancer Center. 

Para fins investigativos, foram utilizados dados clínicos, laboratoriais e dados obtidos 

de testes moleculares dos participantes. Todas as informações foram tratadas de forma sigilosa 

e anonimizada durante o desenvolvimento e após a conclusão do estudo. A equipe médica 

assistencial e os pacientes poderão ter acesso aos resultados das análises durante a consulta 

médica de acompanhamento. A equipe de pesquisadores do estudo se comprometeu com ampla 

divulgação dos resultados obtidos, conforme a Resolução 466/2012 e Resolução 510/2016 do 

Conselho Nacional de Saúde.
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8 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

8.1 Descrição sociodemográfica, clínica-epidemiológica dos participantes do estudo 

Entre o período de novembro de 2021 (início das coletas do estudo maior – Projeto 

EMCOR) e março de 2025, um total de 219 indivíduos com diagnóstico confirmado de 

adenocarcinoma colorretal foram inicialmente incluídos no estudo. Após a aplicação dos 

critérios de elegibilidade, 159 participantes foram excluídos por não apresentarem amostras 

biológicas pareadas (sangue e fezes), indispensáveis para responder os objetivos deste estudo. 

Dentre os indivíduos elegíveis (n = 60), 81,7% foram caracterizados com CCRLE (n = 49), dos 

quais 32 (65,3%) eram do sexo feminino e 17 (34,7%) do sexo masculino. E aqueles 

participantes que tinham CCRLD, corresponderam a 18,3% (n = 11), com predomínio do sexo 

masculino (n = 7; 36,4%) em relação ao feminino (n = 4; 63,6%) (Figura 17). 

 
FIGURA 17: Fluxograma da seleção inicial de participantes 

Nota: CCRLE= Câncer Colorretal de Lateralidade Esquerda; CCRLD= Câncer Colorretal de Lateralidade 

Direita. CID= C18 - Neoplasia maligna do cólon/ceco; C18.1 - Neoplasia maligna do apêndice (vermiforme); 

C18.2 - Neoplasia maligna do cólon ascendente; C18.3 - Neoplasia maligna da flexura (ângulo) hepática(o); C18.4 

- Neoplasia maligna do cólon transverso; C18.5    Neoplasia maligna da flexura (ângulo) esplênica(o); C18.6 - 

Neoplasia maligna do cólon descendente; C18.7    Neoplasia maligna do cólon sigmoide; C18.8 - Neoplasia 

maligna do cólon com lesão invasiva; C18.9 - Neoplasia maligna do cólon, não especificada; C19 - Neoplasia 

maligna da junção retossigmóide; C20 - Neoplasia Maligna do Reto; C21.8 - Neoplasia maligna do reto, ânus e 

do canal anal com lesão invasiva.  
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A análise do perfil sociodemográfico da população do estudo, revelou uma distribuição 

heterogênea entre os sexos, com uma predominância de participantes do sexo feminino (n = 36; 

60,0%) em comparação com os do sexo masculino (n = 24; 40,0%) (Tabela 1). No que diz 

respeito a distribuição etária, a análise indicou maior frequência de participantes com 66 anos 

ou mais (n = 28; 46,7%), seguida pela faixa etária de 51 a 65 anos (n = 24; 40,0%) e também 

se observou a presença de uma parcela jovem abaixo dos 50 anos (n = 8; 13,3%). A idade média 

dos participantes foi de 65,0 ± 12,4 anos, sugerindo um perfil etário predominantemente mais 

avançado.  

Ainda na Tabela 1, no que se refere a etnia, a predominância foi dos indivíduos que se 

declararam pardos (n = 37; 61,7%). Em relação à procedência geográfica, a maior parte dos 

participantes era oriunda do estado do Amazonas (n = 38; 63,3%), enquanto 21 (35,0%) 

provinham de outros estados brasileiros e 1 indivíduo (1,7%) de outro país, evidenciando um 

predomínio de participantes locais e regionais. Em conjunto, esses dados indicam uma 

amostragem formada predominantemente por mulheres, de idade avançada, majoritariamente 

pardas e provenientes do Amazonas, informações relevantes para contextualizar a interpretação 

de achados clínicos e epidemiológicos do estudo. 

Tabela 1: Características sociodemográficas dos pacientes incluídos no estudo, na FCECON 

Participantes do estudo 

[n=60] 

Média de idade, [±DP]  

65,85 [±16,4]  

Distribuição etária, n [%] 

≤ 50 8 [13,33] 

51 – 65 24 [40,00] 

≥ 66 28 [46,67] 

Sexo, n [%] 

Masculino 24 [40,00] 

Feminino  36 [60,00] 

Etniaα n [%]  

Amarela  2 [3,33] 

Branca 12 [20,00] 

Indígena 1 [1,67] 

Negra 8 [13,33] 

Parda  37 [61,67] 

Procedência, n [%] 

Amazonas 38 [63,33] 

Outro Estado  21 [35,00] 

Outro País  1 [1,67] 
α: autodeclarada 

De acordo com o estudo conduzido no Brasil por Remonatto et al. (2024), foram 

avaliados um total de 310 pacientes diagnosticados com câncer colorretal, sendo 157 mulheres 

(50,6%) e 153 homens (49,4%), demonstrando uma distribuição de gênero praticamente 
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equilibrada. A idade média ao diagnóstico foi de 60 anos, com uma amplitude que variou de 18 

a 84 anos. Quanto à localização anatômica dos tumores, 68 pacientes apresentaram lesões no 

cólon direito, 145 no cólon esquerdo e 89 no reto, evidenciando uma maior prevalência de 

tumores no cólon esquerdo. Em oito casos (2,6%), a localização exata do tumor não foi 

especificada nos registros clínicos (Remonatto et al., 2024). 

Em outro estudo, realizado na China por Chen. B., et al. (2025), os participantes foram 

divididos em três grupos com base em colonoscopia e biópsia: pacientes com CCR (n = 104), 

indivíduos com lesões colorretais benignas (n = 138) e controles saudáveis (n = 106). A idade 

mediana foi de 55 anos (27–75) no grupo CCR, 51 anos (24–77) no grupo benigno e 47 anos 

(23–67) nos controles. A distribuição por sexo foi relativamente homogênea: 54,8% homens e 

45,2% mulheres no CCR; 61,6% e 38,4% no benigno; e 52,8% e 47,2% nos controles. Entre os 

pacientes com CCR, a localização tumoral foi predominantemente retal (51,9%), seguida pelo 

cólon (45,2%) (Chen et al., 2025).  

A análise dos principais fatores de risco, conforme descrito na Tabela 2, evidenciou 

aspectos importantes sobre a amostragem estudada. Entre os participantes, 39 (65,0%) não 

apresentaram histórico tabagista e 34 (56,7%) relataram não consumir bebidas alcoólicas. Em 

relação ao consumo de alimentos industrializados, foi relatado por 30 indivíduos (50,0%), 

sendo que a maioria dos que consumiam (n = 27; 90,0%) o fazia entre 1 a 7 vezes por semana, 

2 (6,7%) mais de 7 vezes e 1 (3,3%) não soube informar a frequência. Em relação ao consumo 

de carne vermelha ou processada, 35 participantes (58,3%) referiram consumo, sendo que 33 

(91,4%) consumiam entre 1 a 7 vezes por semana, 1 (2,9%) mais de 7 vezes e 2 (5,7%) não 

souberam informar. Quanto à carne salgada, 36 indivíduos (60,0%) consumiam regularmente, 

predominando a frequência de 1 a 7 vezes semanais (n = 30; 83,3%), seguida de mais de 7 vezes 

(n = 4; 11,1%) e não souberam informar a frequência 2 (5,6%). 

Em relação ao histórico familiar de câncer, 43 indivíduos (71,7%) relataram ocorrência 

familiar da doença. Quanto às comorbidades, a maioria dos participantes (40; 66,7%) não 

possuía condições crônicas, enquanto 14 (23,3%) apresentavam hipertensão arterial sistêmica 

isolada e 6 (10,0%) tinham hipertensão associada ao diabetes mellitus (DM). 

Segundo o estudo de Foppa et al., 2021, foram diagnosticados 101 casos de câncer retal 

esporádico em adolescentes e jovens adultos (2,4% da amostra), com idade média de 33,5 anos. 

Dentre eles, 51,5% eram homens, 17,8% fumantes, 25,7% apresentavam histórico familiar de 

CCR e 24,7% eram obesos. A maioria dos diagnósticos (92,1%) ocorreu após o surgimento de 

sintomas, com intervalo médio de 13,7 meses, sendo o sangramento retal o mais frequente 

(68,8%) (Foppa et al., 2021).  
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Em uma revisão, Gupta et al., 2024, destacam que o CCR é influenciado por fatores 

demográficos, de estilo de vida, da infância, ambientais, genéticos e somáticos, bem como pela 

interação entre eles. Os autores também ressaltam que a soma das exposições ao longo da vida 

pode ser representada pelo conceito de expossoma (Gupta et al., 2024), que engloba fatores 

ambientais e comportamentais, como poluição, dieta, estresse e radiação, buscando 

compreender seu impacto na saúde e no desenvolvimento de doenças ao longo do tempo. 

Tabela 2: Características dos fatores de risco dos pacientes incluídos no estudo, na FCECON 

Participantes do estudo 

[n=60] 

Tabagismo, n [%]  

Sim 21 [35,00] 

Não 39 [65,00] 

Etilismo, n [%] 

Sim 26 [43,33] 

Não 34 [56,67] 

Consumo de alimentos industrializados, n [%] 

Sim 30 [50,00] 

Não  30 [50,00] 

Frequência semanal entre os que consomem, n [%]  

1 a 7 vezes  27 [90,00] 

Mais de 7 vezes 2 [6,67] 

Não se informar a frequência 1 [3,33] 

Consumo de carne vermelha/processados, n [%] 

Sim 35 [58,33] 

Não  25 [41,67] 

Frequência semanal entre os que consomem, n [%]  

1 a 7 vezes  33 [94,29] 

Mais de 7 vezes 1 [2,86] 

Não se informar a frequência 2 [5,71] 

Consumo de carne salgada, n [%] 

Sim 36 [60,00] 

Não  24 [40,00] 

Frequência semanal entre os que consomem, n [%]  

1 a 7 vezes  30 [83,33] 

Mais de 7 vezes 4 [11,11] 

Não se informar a frequência 2 [5,56] 

Histórico familiar de câncer, n [%] 

Sim 43 [71,67] 

Não  17 [28,33] 

Comorbidades, n [%] 

Nega comorbidades 40 [66,67] 

HAS 14 [23,33] 

HAS + DM 6 [10,00] 

Nota: HAS (Hipertensão arterial sistêmica); DM (Diabetes mellitus). 
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A Tabela 3 apresenta a classificação anatomopatológica, estadiamento e condutas 

terapêuticas da população estudada. Observou-se predominância de lesões localizadas no lado 

esquerdo, identificadas em 49 indivíduos (81,67%), enquanto a lateralidade direita foi 

registrada em 11 participantes (18,33%). Quanto à localização primária dos tumores segundo o 

CID-10, a maioria dos casos ocorreu no reto (C20; n = 25; 41,67%), seguida pelo cólon 

sigmoide (C21.8; n = 9; 15,0%), cólon direito (C18; n = 10; 16,67%) e cólon descendente 

(C18.7; n = 7; 11,67%). Outras localizações incluíram cólon transverso (C18.2, C18.4, C18.5, 

C18.6), cada uma com um caso isolado (n = 1; 1,67%) e cólon sigmoide proximal (C19; n = 5; 

8,33%). 

Esses achados corroboram dados populacionais prévios, como os relatados por 

Mangone et al. (2021), entre 2000 e 2012, os quais analisaram 29.358 casos de câncer colorretal 

na região da Emilia-Romagna, Itália, identificando maior incidência no colón esquerdo (18.852 

casos) em comparação ao lado direito (8.828 casos) e transverso (1.678 casos). Além disso, 

foram registradas 16.976 mortes (57,8%) e 352 perdas no acompanhamento (1,2%). A 

conclusão do estudo indica que, embora o CCRLD esteja associado a piores resultados 

comparado ao CCRLE, essa diferença só se mantém significativa quando ajustada para o 

histórico de triagem (Mangone et al., 2021). 

Complementando essas observações sobre um melhor prognóstico do CCRLE, Baran et 

al., (2018) evidenciaram, em revisão do estudo CALGB/SWOG 80405, que pacientes com 

tumores no lado esquerdo tratados com cetuximabe apresentaram sobrevida global mediana de 

36 meses, em contraste com 16,7 meses para aqueles com tumores no lado direito, indicando 

um aumento significativo da mortalidade associada ao CCRLD (Razão de Risco = 1,87; IC 

95% = 1,48 - 2,32, P < 0,0001) (Baran et al., 2018). 

Estudos recentes reforçam a resistência maior do CCRLD à terapia quimioterápica 

padrão e o benefício específico de agentes bloqueadores de EGFR para tumores do lado 

esquerdo, especialmente em pacientes KRAS selvagem, destacando diferenças terapêuticas e 

prognósticas importantes entre os sítios tumorais (Aljama et al., 2023). O estudo retrospectivo 

de Ra, H. (2024), conduzido na Coreia do Sul entre 2005 e 2015 com 1.268 pacientes, mostrou 

predominância de CCR de lateralidade esquerda (74,9%), sendo o câncer retal (C20; 45,1%) a 

localização mais frequente, seguido pelo cólon direito (C18; 15,7%), cólon descendente (C18.7; 

15,7%) e junção retossigmoide (C19; 9,8%). A ocorrência de CCR de lateralidade esquerda foi 

aproximadamente três vezes superior à de lateralidade direita (25,1%) reforçando a tendência 

global de maior incidência de tumores em regiões distais do cólon (Ra et al., 2024). 
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As diferenças embriológicas do CCRLD e do CCRLE contribuem para variações 

moleculares, histológicas e prognósticas. O CCRLD origina-se a partir do intestino proximal, 

enquanto o CCRLE deriva do intestino posterior. Estudos têm demonstrado associações entre 

fatores de risco carcinogênicos, vias moleculares e mecanismos patogênicos e a localização 

anatômica do CCR (Baran et al., 2018; Hu et al., 2018). Essas distinções tornam o sítio do 

tumor clinicamente relevante. De forma consistente com estudos prévios (Gonçalves et al., 

2023; Kalantzis et al., 2020; Qaderi et al., 2021), o estudo de Ra, H. (2024) demonstraram que 

pacientes com CCRLD apresentam maior incidência de anemia e maior frequência de tumores 

indiferenciados em comparação aos portadores de CCRLE (Ra et al., 2024). 

Em relação ao estadiamento clínico, verifica-se uma predominância de pacientes que 

apresentavam doença em estágios mais avançados Estágios III e IV com 60% dos casos (n = 

36), sendo o Estágio III o mais frequente (48,33%), seguido pelo Estágio IV (11,67%). Estágios 

I e II representaram 33,34% dos casos, e 6,67% não apresentavam informação sobre o 

estadiamento, o mesmo foi observado por outros autores (Lansom et al., 2024; Ponvilawan et 

al., 2025). Além disso, 6,67% dos registros não apresentavam informação sobre o estadiamento. 

Esses achados sugerem que quase aproximadamente 60% dos pacientes foram diagnosticados 

em fases localmente avançadas ou metastáticas. Em uma coorte conduzida na Tailândia por 

Ponvilawan et al., (2025), foram incluídos 90 indivíduos para análise, no qual 78% dos 

participantes foram diagnosticados em estágios avançados (III–IV), com predomínio de 

tumores primários na região retossigmoide (66%) (Ponvilawan et al., 2025). 

A análise das condutas terapêuticas, evidenciou que a estratégia combinada de cirurgia 

e adjuvância (quimioterapia ± radioterapia) foi a mais utilizada (n = 34; 56,66%), seguida por 

cirurgia isolada e a quimioterapia combinada com radioterapia (QT + RT) realizadas em 14 

(23,33%). O esquema de QT + RT sem cirurgia ocorreu em 11,67%, enquanto 3 pacientes 

(5,00%) receberam tratamento paliativo, e 2 (3,33%) não apresentavam registro sobre o 

tratamento. Em conjunto, os achados refletem protocolos multimodais atuais, ajustados ao 

estadiamento tumoral, e destacam a complexidade do manejo clínico em pacientes com doença 

avançada. 
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Tabela 3: Características da classificação anatomopatológica, estadiamento e condutas terapêuticas dos 

pacientes incluídos no estudo, na FCECON 

Participantes do estudo 

[n=60] 

Lateralidade, n [%]  

Direita 11 [18,33] 

Esquerda 49 [81,67] 

Localização primária de acordo com o CID, n [%] 

C18 10 [16,67] 

C18.2 1 [1,67] 

C18.4 1 [1,67] 

C18.5 1 [1,67] 

C18.6 1 [1,67] 

C18.7 7 [11,67] 

C19 5 [8,33] 

C20 25 [41,67] 

C21.8 9 [15,00] 

Estadiamento, n [%] 

Estadio I 4 [6,67] 

Estadio II 16 [26,67] 

Estadio III 29 [48,33] 

Estadio IV 7 [11,67] 

Não possui registro 4 [6,67] 

Conduta terapêutica, n [%] 

Cirurgia 14 [23,33] 

Cirurgia + Adjuvância (QT) 14 [23,33] 

Cirurgia + Adjuvância (QT + RT) 20 [33,33] 

QT + RT 7 [11,67] 

Paliativo 3 [5,00] 

Não possui registro 2 [3,33] 
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8.2 Descrição da composição da microbiota intestinal de pacientes com câncer colorretal 

8.2.2 Avaliação da diversidade alfa 

A análise da diversidade alfa busca avaliar a diversidade presente na comunidade 

bacteriana de uma amostra individual, considerando dois aspectos principais: a riqueza, que 

corresponde ao número total de espécies observadas, e a abundância (frequência), que se refere 

à distribuição relativa dessas espécies na amostra. Entre os índices mais utilizados para sua 

avaliação, destacam-se o Observed (que avalia exclusivamente a riqueza de bactérias), 

Shannon (que considera tanto a riqueza quanto a abundância, atribuindo maior peso à riqueza), 

o Simpson (que também avalia riqueza e abundância, porém dá maior peso à abundância das 

espécies) e Chao1 (que estima a riqueza total considerando também as espécies menos 

abundantes, ou seja, aquelas identificadas apenas uma ou duas vezes), embora não tenha sido 

avaliado neste estudo (Cassol; Ibañez; Bustamante, 2025; Fisher; Corbet; Williams, 1943; 

Shannon, 1948; Simpson, 1949; Willis, 2019). 

Na Figura 18, a avaliação da diversidade evidencia diferenças entre as amostras, 

mostrando uma diversidade intrínseca que indica que, embora cada amostra seja relativamente 

distinta, elas apresentam níveis de diversidade próximos aos observados globalmente. Alguns 

outliers com valores inferiores sugerem variações específicas em indivíduos que possuem uma 

microbiota menos complexa, possivelmente influenciada por fatores como dieta, idade, estado 

de saúde ou algum tipo de exposição ambiental. A análise estatística reforçou essas 

observações, com o índice de Shannon apresentando p = 0,0043 e o índice de Simpson p = 

0,0035, indicando diferenças significativas na diversidade microbiana. O elevado grau de 

modulação observado reflete a heterogeneidade natural da microbiota intestinal humana, que, 

mesmo entre indivíduos da mesma população, demonstra variações na abundância e 

distribuição relativa das espécies bacterianas, corroborando a literatura que descreve este 

ecossistema dinâmico, sugerindo que alterações na diversidade podem ter implicações 

funcionais relevantes para a saúde (Fusco et al., 2024; Grellier et al., 2024; Li et al., 2023). 
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Figura 18: Diversidade alfa da microbiota bacteriana recuperada de amostras fecais de pacientes com 

CCR, atendidos na FCECON.  

De forma integrativa, os resultados obtidos na avaliação da diversidade alfa reforçam a 

importância de se considerar a variabilidade interindividual na caracterização da microbiota 

intestinal. A presença de níveis de diversidade relativamente homogêneos, associados à 

detecção de alguns indivíduos com índices mais baixos, sugere que a estrutura da comunidade 

bacteriana se mantém funcional na maior parte da população estudada, mas que certos 

subgrupos podem estar mais suscetíveis a disbiose ou alterações metabólicas relevantes. 

Esse achado é particularmente significativo com contexto câncer colorretal, pois estudos 

têm associado a redução da diversidade microbiana a processos inflamatórios crônicos e ao 

aumento do risco de desenvolvimento e progressão tumoral (Fernandes et al., 2024; García 

Menéndez et al., 2024; Yoo et al., 2020). Assim, a análise da diversidade não apenas permite 

descrever o estado ecológico das amostras, mas também fornece informações valiosas para 

futuras investigações sobre o papel de perfis microbianos específicos na modulação da resposta 

imune e no prognóstico clínico. Ademais, como apontado na literatura, a microbiota intestinal 

contribui ativamente para a patogênese de várias doenças por meio de interações complexas 

com o metabolismo do hospedeiro e com o sistema imunológico, destacando-se como um 

potencial alvo para estratégias preventivas e terapêuticas (Yoo et al., 2020).   

8.2.3 Avaliação da abundância relativa 

A análise das amostras resultou na detecção de 879 Unidades Taxonômicas 

Operacionais (OTUs). Todas as OTUs listadas apresentaram pelo menos uma leitura em pelo 
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menos uma amostra, indicando ausência de OTUs com contagem nula no conjunto de dados. O 

total de leituras obtidas foi de 89.535.032, correspondendo a uma média de aproximadamente 

1.377.462 leituras por amostra, o que indica adequada profundidade de sequenciamento. 

Considerando o número de OTUs, observou-se uma média de ~101.860 leituras por OTU, 

apontando boa representatividade da diversidade microbiana presente nas amostras.  

A Figura 19 apresenta a distribuição relativa das 20 OTUs mais abundantes nas 

amostras fecais analisadas, permitindo visualizar o perfil de abundância das principais famílias 

e gêneros bacterianos da microbiota intestinal. Destaca-se o predomínio de membros da família 

Bacteroidaceae (incluindo Bacteroides dorei, Bacteroides fragilis e Bacteroides vulgatus) e do 

gênero Bacteroides, associadas ao metabolismo de carboidratos e à modulação imunológica 

intestinal, que aparecem de forma consistente em praticamente todas as amostras, corroborando 

o papel dominante destes táxons na microbiota intestinal humana (Baldelli et al., 2021). 

Destacou-se também a presença de Faecalibacterium, especialmente Faecalibacterium 

prausnitzii, importante produtora de butirato, com reconhecidas propriedades anti-inflamatórias 

e papel na manutenção da integridade da barreira intestinal (Baldelli et al., 2021; Rinninella et 

al., 2019). Além disso, apareceram membros de Lachnospiraceae, Moraxellaceae, 

Porphyromonadaceae, Odoribacter, Prevotella (incluindo Prevotella copri), Prevotellaceae, 

Ruminococcaceae, Succinivibrionaceae e Verrucomicrobiaceae, que desempenham funções 

complementares na degradação de polissacarídeos, produção de vitaminas e interação com o 

sistema imune (Fernandes et al., 2024; Li et al., 2023; Ren et al., 2021). Esses achados ressaltam 

a ampla diversidade funcional e a heterogeneidade da microbiota intestinal, com variação 

significativa entre os indivíduos. 

Membros das famílias Prevotellaceae, Lachnospiraceae e Ruminococcaceae tiveram 

representatividade marcante, refletindo a diversidade funcional da microbiota e o papel desses 

grupos na fermentação de polissacarídeos complexos e produção de ácidos graxos de cadeia 

curta, importantes para a homeostase intestinal (Barot et al., 2024; Pinto et al., 2025; Ren et al., 

2021). Recentemente, estudos apontam que membros da família Verrucomicrobiaceae podem 

representar um marcador promissor para melhora de desfechos metabólicos em pacientes 

obesos; entretanto, seus efeitos a longo prazo sobre inflamação crônica e os potenciais 

implicações no CCR ainda necessitam de investigação (Niu et al., 2024; Ren et al., 2021). 

Em um estudo de rastreamento de CCR em indivíduos com doenças inflamatórias 

intestinais, Pratt et al. (2022), identificaram uma associação consistente entre o CCR e diversos 

anaeróbios. Entre os microrganismos destacados estavam Bacteroides fragilis , Clostridium 

spp, Fusobacterium nucleatum , Parvimonas micra , Peptostreptococcus spp., Porphyromonas 
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spp., Gemella morbillorum, Solobacterium moorei e Prevotella intermedia, detectados tanto 

em análise de metagenoma fecal quanto em metanálises, evidenciando seu papel na 

carcinogênese colorretal (Pratt et al., 2022). Tais resultados, estão em consonância com os 

achados de outros estudos que reportaram o envolvimento desses gêneros bacterianos na 

iniciação e progressão do CCR (Islam et al., 2022; Lichtenstern; Lamichhane-Khadka, 2023; 

Liu et al., 2022; Vestby et al., 2020).  

 
Figura 19: Distribuição da abundância absoluta (log2) das OTUs identificadas nas amostras fecais de 

pacientes com CCR, atendidos na FCECON. 

Em indivíduos saudáveis, a microbiota é predominantemente formada por 

microorganismos anaeróbios obrigatórios, pertencentes aos filos Firmicutes (Clostridiaceae, 

Lachnospiraceae, Ruminococcaceae, Eubacteriaceae e o gênero Faecalibacterium) e 

Bacteroidetes e do gênero Bacteroides (incluindo espécies como Bacteroides dorei, B. fragilis 

e B. vulgatus) e, em menor proporção aos filos Actinobacteroas, Proteobacteria. Esses 

microrganismos desempenham funções metabólicas essenciais, incluindo a degradação de 

componentes alimentares indigeríveis, a produção de ácidos graxos de cadeia curta, a 

modulação da resposta imune, a estimulação da renovação das células epiteliais e a manutenção 

da integridade da mucosa intestinal. Além disso, secretam produtos antimicrobianos eu 

contribuem para o equilíbrio ecológico da microbiota e para a proteção (Lafay; Ancellin, 2015; 

Netto; Marques, 2024; Song; Chan; Sun, 2020). 

Estudos recentes demonstram alterações significativas na composição do microbioma 

fecal de pacientes com CCR em comparação a indivíduos saudáveis. De forma semelhante ao 
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observado na doença inflamatória intestinal (DII), a disbiose no CCR é marcada por redução 

da diversidade alfa, perda de bactérias com potencial anti-inflamatório e aumento de 

microrganismos oportunistas (Cao et al., 2024, 2024; Nouri et al., 2022; Wong; Yu, 2023). A 

notável heterogeneidade interindividual observada nas amostras, sugere a influência de 

múltiplos fatores moduladores, como dieta, uso de medicamentos, condições ambientais ou 

fisiopatológicas. 

A detecção da família Enterobacteriaceae, ainda que em baixa abundância em algumas 

amostras, pode ser considerada um marcador de disbiose. Essa família inclui espécies 

oportunistas e potencialmente patogênicas, frequentemente associadas a processos 

inflamatórios e à progressão de doenças intestinais (Baldelli et al., 2021; Rubin; Pitout, 2014).  

Em DIIs, por exemplo, a disbiose envolve a redução de microrganismos benéficos e o aumento 

de Enterobacteriaceae, grupo que inclui cepas com propriedades pró-inflamatória, como as 

Adherent-Invasive Escherichia coli (AIEC). Essas cepas têm sido implicadas na intensificação 

da inflamação intestinal, embora o papel específico de cada espécie ainda não esteja totalmente 

esclarecido, em parte devido às limitações da metagenômica baseada em 16S rRNA, que 

dificulta a resolução taxonômica em níveis mais específicos (Baldelli et al., 2021). 

8.2.3.1 Firmicutes 

Neste estudo, verificou-se que aproximadamente 100% dos gêneros bacterianos 

identificados como diferencialmente abundantes pertenciam ao filo Firmicutes, corroborando 

sua posição como o grupo filogenético mais predominante na microbiota intestinal da 

população estudada. Os representantes de Firmicutes, como Clostridiaceae, Lachnospiraceae, 

Ruminococcaceae, Eubacteriaceae e o gênero Faecalibacterium (especialmente F. prausnitzii), 

são importantes produtores de butirato, como efeito anti-inflamatório e potencial papel protetor 

contra a progressão tumoral. A presença abundante desses grupos sugere uma microbiota com 

potencial de manutenção da homeostase intestinal, embora variações interindividuais possam 

refletir disbiose em determinados pacientes (Grellier et al., 2024). 

A família Clostridiaceae é composta por bactérias anaeróbias gram-positivas e 

formadoras de esporos, amplamente distribuídas dentro do filo Firmicutes, sendo uma parte 

significativa da microbiota intestinal humana. . Embora algumas espécies dessa família estejam 

associadas a infecções intestinais, elas desempenham um papel crucial no metabolismo 

intestinal, catalisando uma série de reações metabólicas. Entre essas reações, destacam-se o 

catabolismo de carboidratos complexos e a produção de butirato e acetato. O butirato, 

produzido principalmente por Clostridium butyricum pela via butirado quinase, é um dos 
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principais produtos da fermentação anaeróbia no intestino. Contudo, os mecanismos envolvidos 

no desenvolvimento do CCR ainda não estão completamente caracterizados (Xu et al., 2023) . 

Em um estudo recente, Zhang et al. (2023), observaram que a expressão da  

metiltransferase-like 3 aumentou progressivamente com a evolução do CCR, e que níveis 

elevados dessa proteína podem promover o desenvolvimento do câncer por meio da transição 

epitelial-mesenquimal. A superexpressão de metiltransferase-like 3 in vitro confirmou esse 

efeito. Notavelmente, os resultados de experimentos com células e modelos murinos mostraram 

que Clostridium butyricum pode atenuar os efeitos da metiltransferase-like 3  e retardar  o 

progresso do CCR    (Zhang et al., 2023). 

Além disso, estudos indicam que a família Lachnospiraceae pode exercer um efeito 

inibitório na ocorrência e no desenvolvimento do CCR (Salmon et al., 2012). Metabólitos 

produzidos pelo microbioma, como o butirato, podem retardar o crescimento do CCR ao inibir 

o efeito Warburg, enquanto promovem um metabolismo energético favorável (Li et al., 2018; 

Wang et al., 2019). De acordo com os resultados apresentados por Hexun et al. (2022), a taxa 

de proliferação das células de CCR mostrou-se inversamente proporcional à abundância relativa 

de Lachnospiraceae, indicando que os metabólitos desta bactéria podem continuar a suprimir a 

proliferação celular tumoral, mesmo em um ambiente intestinal complexo  (Hexun et al., 2022).   

A família Ruminococcaceae é composta por bactérias anaeróbicas, gram-positivas, e 

desempenha o papel na fermentação de carboidratos complexos e no metabolismo de fibras 

alimentares. Embora essas bactérias sejam frequentemente encontradas em probióticos e 

apresentem benefícios para a integridade da barreira intestinal e a supressão da a carcinogênese 

colônica, há evidências conflitantes na literatura (Centuori; Martinez, 2014; Lee et al., 2013; 

Pandey et al., 2023). Em um estudo, foi observado uma maior abundância de Ruminococcaceae 

no cólon de camundongos com lesões pré-cancerosas induzidas por 12-dimetilhidrazina (Wei 

et al., 2010). Outro estudo em camundongos revelou um aumento significativo da 

Ruminococcaceae no grupo com CCR (Richard et al., 2018; Sarhadi et al., 2020; Yang et al., 

2019). Porém, uma pesquisa comparando tecidos colônicos normais, pré-cancerosos e 

cancerosos encontrou maior abundância de Ruminococcus nos tecidos normais. Além disso, um 

estudo demonstrou a diminuição de Ruminococcus  gnavus  em camundongos tratados com 

azoximetano, que induz inflamação colônica, com uma correlação negativa entre essa bactéria 

e o número de tumores, mas positiva com células T reguladoras e IL-10 (Alrafas et al., 2020). 

As Eubacteriace, pertencentes ao gêneto Eubacterium, são bactérias anaeróbicas gram-

positivas com morfologia em bastonete, reconhecidas por suas propriedades anti-inflamatórias, 

com estudos demonstrando efeitos anti-inflamatórios reduzidos em modelos murinos eficientes 
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nas espécies Faecalibacterium e Eubacteriaceae (Sobhani et al., 2019). Em outro estudo, com 

foco na identificação de cepas candidatas com atividade anti-CCR, observou-se que 

Eubacterium callanderi apresenta propriedades antiproliferativas contra células de CCR, 

induzindo apoptose e morte celular de maneira dependente da dose. Além disso, o estudo 

revelou que a injeção peritumoral de sobrenadante livre de células Eubactérias aumentou as 

concentrações de butirato e inibiu o crescimento tumoral, destacando o potencial terapêutico 

dessas bactérias na prevenção do CCR por meio de terapias probióticas (Ryu et al., 2022). 

Em termos gerais, a homeostase intestinal é caracterizada pela predominância de 

membros anaeróbicos obrigatórios do filo Firmicutes. No entanto, diversos estudos relatam 

que, na Doença de Crohn, há redução desses microrganismos e aumento concomitante de 

Proteobacteria, indicando disbiose na microbiota intestinal (Nishino et al., 2018; Yoo et al., 

2020).   

8.2.3.2 Bacteroidaceae 

Semelhante ao filo Firmicutes, a família Bacteroidaceae apresentou níveis elevados de 

abundância neste estudo, sendo composta predominantemente por bactérias gram-negativas. 

Essa família possui características fermentativas e é capaz de modular o sistema imunológico 

de maneira benéfica. Dentro da Bacteroidaceae, o gênero Bacteroides, incluindo as espécies 

Bacteroides dorei, Bacteroides fragilis e Bacteroides vulgatus, estão associados à manutenção 

da saúde intestinal e à prevenção de doenças. Embora as espécies de Bacteroides sejam 

geralmente mais abundantes, a presença de Prevotella, mesmo sendo um gênero altamente 

diverso, exibe variações composicionais em comparações interindividuais e interpopulacionais 

do microbioma intestinal humano. As espécies de Prevotella no lúmen e intestino posterior são 

conhecidas por possuírem extensos repertórios de loci de utilização de polissacarídeos e 

enzimas ativas em carboidratos para metabolismo de vários polissacarídeos vegetais e pode 

tornar este gênero prevalente em determinados indivíduos (Liang et al., 2019; Prasoodanan P. 

K. et al., 2021). 

8.2.3.3 Enterobacteriaceae 

A família Enterobacteriaceae pertence ao filo Proteobacteria e é composta por gram-

negativas amplamente distribuídas no ambiente, encontrando-se no solo, na água, em plantas e 

no trato intestinal de animais. A exposição humana a estas bactérias está intrinsecamente 

relacionada a alterações nos hábitos alimentares e na contaminação de alimento, fator este que 

desempenha um papel crucial no desenvolvimento de doenças infecciosas (Donaldson; Lee; 
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Mazmanian, 2016). Esta família inclui várias espécies de grande importância clínica, muitas 

das quais são reconhecidas como agentes etiológicos de uma gama diversificada de infecções 

humanas, especialmente as gastrointestinais e sistêmicas. Dentre as principais espécies 

patogênicas, destacam-se Escherichia coli, Shigella flexneri, Yersinia enterocolítica, 

Salmonella, Klebsiella pneumoniae e outros, as quais são frequentemente associadas a 

infecções intestinais e sistêmicas (Gillespie, 1994; Rubin; Pitout, 2014; Wang; Li, 2023). 

Cao et al. (2024), relatam um modelo bacteriano denominado “condutor-passageiro”, 

no qual bactérias “condutoras”, como as do gênero Bacteroides e da família 

Enterobacteriaceae, colonizam o intestino e iniciam a indução da tumorigênese. À medida que 

o microambiente intestinal sofre alterações/disbiose, essas bactérias condutoras são 

progressivamente substituídas por bactérias “passageiras”, incluindo patógenos oportunistas e 

bactérias comensais ou probióticas. Essas mudanças bacterianas subsequente continuam a 

influenciar e a promover a progressão tumoral (Cao et al., 2024; Tjalsma et al., 2012). 

Nas doenças inflamatórias intestinais, é muito comum observar mudanças substanciais 

nas comunidades microbianas que habitam o lúmen intestinal, destacando-se o aumento da 

abundância relativa de bactérias facultativas pertencentes à família Enterobacteriaceae (Zhu et 

al., 2018). Essa família possui características pró-inflamatórias, e seu aumento pode contribuir 

para o início ou agravamento da resposta inflamatória no hospedeiro (Jalanka et al., 2020).  

Entre as espécies da família Enterobacteriaceae, Escherichia coli é uma das mais 

significativas no contexto das doenças inflamatórias intestinais. Embora seja uma bactéria 

comensal frequentemente encontrada no trato gastrointestinal de humanos (Allocati et al., 2013; 

Nouri et al., 2022). A espécie E. coli apresenta uma ampla diversidade filogenética, com 

linhagens bacterianas que possuem diferentes perfis de gene de virulência (Kittana et al., 2018). 

A patogenicidade de E. coli está fortemente associada à sua capacidade de aderir e invadir 

células epiteliais, além de se multiplicar dentro de macrófagos (Mirsepasi-Lauridsen et al., 

2019).  

No contexto da retocolite ulcerativa, induz a morte de células dendríticas e a liberação 

de citocinas pró-inflamatórias, como TNF-α, IL-6 e IL-23. Por outro lado, em pacientes com 

retocolite exacerbada, E. coli pode reduzir a necrose do epitélio intestinal, modulando a 

produção de espécies reativas de oxigênio, que aceleram a necrose do epitélio (Pilarczyk-Zurek 

et al., 2016).  

8.2.3.4 Prevotellaceae 

A abundância da família Prevotellaceae, gênero Prevotella refere-se a um gênero de 

bactérias que quando seus níveis estão reduzidos, são significativos devido ao seu papel na 
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produção de mucina, que serve como uma barreira mecânica contra agentes patogênicos. Em 

um estudo realizado por Hein et al. (2024),  a presença de Prevotellaceae foi associada a 

características positivas, como dieta baseadas em vegetais e melhorias (Hein et al., 2024).  

Outro estudo, de Xu et al. (2024) encontrou que uma maior abundância de 

Prevotellaceae no CCR está relacionada ao aumento da infiltração imunológica e à maior 

eficácia da imunoterapia com anti-PD-L. Esse estudo confirma que Prevotellaceae pode 

melhorar a resposta à imunoterapia. Terapias que modulam a microbiota intestinal, como 

probióticos, surgem como promissoras no tratamento do CCR. No entanto, mais estudos em 

humanos são necessários para validar esses resultados (Xu et al., 2024). 

8.2.4 Análise do mapeamento de assinaturas microbianas em câncer colorretal em 

pacientes atendidos na Fundação CECON 

A Figura 20 apresentada consiste em um mapa de calor (heatmap) que ilustra o 

agrupamento hierárquico de amostras com base na abundância relativa de diferentes gêneros e 

famílias bacterianas. No eixo vertical, estão listados os táxons microbianos, enquanto no eixo 

horizontal são representadas as amostras, identificadas por códigos específicos. As cores variam 

em um gradiente do azul ao vermelho, passando pelo amarelo, indicando níveis de abundância 

relativa padronizados: tons de azul representam valores mais baixos de abundância, próximos 

de -6 na escala, o amarelo indica valores intermediários próximos de zero, e os tons de laranja 

a vermelho indicam abundâncias mais elevadas, chegando a valores próximos de 6. A maior 

parte do mapa apresenta coloração amarela clara, sugerindo predominância de abundâncias 

próximas à média, enquanto blocos isolados em vermelho e laranja evidenciam táxons com 

abundâncias significativamente maiores em determinadas amostras.  

Notam-se padrões de co-ocorrência, com grupos de bactérias como Bacteroides, 

Prevotella, Fusobacterium e Porphyromonas mostrando concentrações elevadas em 

subconjuntos específicos de amostras, refletindo possíveis perfis microbianos distintos. As 

dendrogramas, tanto horizontais quanto verticais, indicam relações hierárquicas entre amostras 

e táxons, sugerindo similaridade composicional dentro de clusters específicos e diferenciando 

amostras com perfis microbianos mais heterogêneos. Essa distribuição reflete a existência de 

perfis microbianos distintos entre os indivíduos analisados, evidenciando possíveis 

agrupamentos a fatores biológicos, clínicos ou ambientais.  

Um desses perfis é caracterizado pelo enriquecimento de Fusobacterium e outros 

gêneros anaeróbios tipicamente associados à mucosa tumoral. O outro perfil mostra 

predominância relativa de representantes dos gêneros Bacteroides e Prevotella, distribuídos em 

diferentes subconjuntos. Esses padrões sugerem a coexistência de assinaturas microbianas 
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possivelmente universais associadas ao carcinoma colorretal, concomitantemente a variações 

regionais e dietéticas características da coorte amazônica.   (Berbert et al., 2022; De Carvalho 

et al., 2019). 

A detecção de focos de Fusobacterium nas amostras analisadas está em consonância 

com estudos prévios que descrevem a acumulação desse gênero tanto em tecidos quanto em 

amostras fecais de pacientes com neoplasia colorretal. A literatura destaca seu papel na 

modulação do microambiente tumoral, bem como sua associação com pior prognóstico e 

resistência a terapias (Reis; Da Conceição; Peluzio, 2019; Zhu et al., 2019). Entre os 

mecanismos implicados, destacam-se a adesão ao epitélio intestinal por meio de proteínas de 

superfície, a ativação de vias de sinalização pró-oncogênicas e a supressão da resposta imune 

antitumoral. Tais evidências fornecem base biológica robusta para considerar Fusobacterium 

não apenas como um marcador, mas também como um possível cofator na carcinogênese. A 

presença deste sinal na Figura 22 sugere que processos semelhantes estão em curso na 

população amazônica estudada. 

De forma complementar, observou-se enriquecimento localizado de membros do gênero 

Bacteroides, com indícios compatíveis com a presença de Bacteroides fragilis. Tal achado 

aponta para a possível contribuição de linhagens enterotoxigênicas (Enterotoxigenic 

Bacteroides fragilis — ETBF) na promoção tumoral. As toxinas produzidas por essas linhagens 

são conhecidas por comprometerem a integridade epitelial, induzirem inflamação e 

favorecerem a proliferação celular (De Carvalho et al., 2019; Thomas et al., 2019). Assim, os 

dados da Figura 22 reforçam a hipótese de que mecanismos mediados por ETBF estejam 

atuando em parte da coorte analisada. 

A presença pontual de Prevotella em determinados agrupamentos deve ser interpretada 

à luz de variações dietéticas e microambientais. Estudos como os de Berbert et al. (2022) e 

Kunzmann et al. (2019) demonstram que diferentes cepas desse gênero podem estar associadas 

a padrões alimentares específicos e a fenótipos inflamatórios diversos (Berbert et al., 2022; 

Kunzmann et al., 2019). Na coorte amazônica, a detecção de Prevotella pode refletir tanto 

hábitos alimentares regionais quanto possíveis efeitos imunomodulatórios. Portanto, este táxon 

pode atuar como marcador de exposição dietética e, simultaneamente, como modulador de vias 

inflamatórias com potencial relevância na carcinogênese. 

Em alguns pacientes, foram identificados sinais de expansão de Proteobacteria, 

particularmente da família Enterobacteriaceae. Este padrão está frequentemente relacionado a 

estados de inflamação intestinal e alterações no microambiente colônico. A literatura associa a 

expansão dessas linhagens à disbiose, frequentemente acompanhada por fenótipos oportunistas 
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e fatores genotóxicos em determinadas cepas (Quaglio et al., 2022b; Thomas et al., 2019). No 

contexto da Figura 22, a presença pontual dessas famílias fortalece a hipótese de existência de 

microambientes pró-inflamatórios em subgrupos da população estudada. 

Por outro lado, táxons reconhecidamente benéficos, como Faecalibacterium e 

Roseburia, produtores de ácidos graxos de cadeia curta (principalmente butirato), apresentaram 

abundância geralmente baixa a moderada, com poucos picos isolados. A redução relativa dessas 

populações é compatível com estudos que apontam sua perda como um marcador de diminuição 

das funções coloprotetoras, aumento da inflamação intestinal e maior suscetibilidade à 

progressão neoplásica (Berbert et al., 2022; Corrie et al., 2022). Assim, o padrão observado 

sugere uma possível perda de mecanismos de proteção epitelial, favorecendo a emergência ou 

manutenção de microrganismos pró-tumorais. 

A interpretação integrada dos achados revela um quadro de disbiose heterogênea na 

coorte amazônica, combinando características descritas em estudos internacionais — como o 

enriquecimento de Fusobacterium e Bacteroides enterotoxigênicos — com padrões 

possivelmente influenciados por fatores regionais, como dieta, ambiente e genética. Por ser a 

primeira análise com NGS em pacientes com câncer colorretal no Amazonas, os resultados 

representam uma contribuição inicial relevante para o mapeamento de assinaturas microbianas 

regionais e para a formulação de hipóteses a serem exploradas em estudos futuros (Berbert et 

al., 2022; De Souza; Brelaz-de-Castro; Cavalcanti, 2022; Kunzmann et al., 2019).
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Figura 20: Mapa de calor da abundância relativa de gêneros bacterianos identificados em amostras fecais de pacientes com CCR, atendidos na FCECON. 

Legenda:  A figura exibe a intensidade da presença de cada gênero bacteriano nas amostras, com cores variando de vermelho (alta abundância) a amarelo (baixa 

abundância).  As amostras estão agrupadas conforme padrões de expressão similares, indicando pelo dendrograma à esquerda e acima da matriz. A variação de 

cor nas células reflete a abundância relativa de cada gênero bacteriano nas amostras, mostrando uma diversidade na composição microbiota entre os indivíduos 

analisados.
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8.3 Descrição da avaliação dos mediadores imunológicos solúveis 

8.3.1 Perfil geral de mediadores imunológicos séricos em pacientes com câncer colorretal 

de acordo com a lateralidade e estadiamento da doença 

A Figura 21 apresenta o perfil dos mediadores imunológicos solúveis da população 

estudada, considerando a lateralidade tumoral (direita e esquerda) e o estadiamento (I-II e III-

IV). Conforme estudos recentes, pacientes com CCRLE tendem a apresentar maior frequência 

de diagnóstico, bem como admissão em emergência que aqueles com CCRLD, com taxas de 

17% (CCRLE) e 8,5% (CCRLD). Observou-se também o predomínio em estágios mais 

avançados , com 53,6% dos CCRLE  no estádio III e 43,6% dos CCRLD no estágio III (Szostek 

et al., 2025; Yang et al., 2022). A análise por lateralidade e estadiamento torna-se fundamental, 

pois a localização e extensão do tumor influenciam diretamente o microambiente tumoral e 

modulam a produção de mediadores pró-inflamatórios e antitumorais. Tumores em estágios 

avançados tendem a apresentar um perfil mais pró-inflamatório e imunossupressor.  

Observou-se aumento significativo das concentrações séricas de CXCL8 (p = 0,01) e 

IL-6 (p = 0,03) em pacientes com CCR de lateralidade direita. Em contrapartida, IFN-γ (p = 

0,009) e IL-2 (p = 0,007) apresentaram-se concentrações reduzidas em comparação à 

lateralidade esquerda.  Ao considerar o estadiamento da doença, observou-se um aumento 

significativo de CXCL8 nos estágios III–IV (p = 0,04), enquanto o aumento de IL-6 nesse grupo 

não alcançou significância estatística. Esse conjunto de achados indicam um microambiente 

tumoral pró-inflamatório e imunossupressor, favorecendo à progressão neoplásica, a evasão 

imunológica e a redução de mediadores envolvidos na indução de respostas antitumoral efetora.  

Tais achados estão em consonância aos resultados de Bazzicheto et al. (2022), que 

associaram níveis elevados de IL-8 circulante a pior prognóstico no CRR, incluindo redução de 

sobrevida global e progressão mais acelerada da doença (Bazzichetto et al., 2022). De forma 

complementar, Czajka-Francuz et al. (2022), destacam que a CXCL8 desempenha papel central 

no crescimento tumoral, promovendo angiogênese, proliferação, invasão, migração e 

sobrevivência de células do CCR, além de induzir a transição epitelial-mesenquimal, 

favorecendo a evasão imunológica (Czajka-Francuz et al., 2022).   

Samadi et al. (2023) destacam a dualidade funcional das citocinas no contexto tumoral: 

IL-2 e IL-12 potencializam a resposta antitumoral e podem prevenir o crescimento neoplásico, 

sendo a IL-2 proposta como biomarcador para avaliar a resposta à imunoterapia. Em contraste, 

IL-6 e IL-17 favorecem um ambiente inflamatório crônico, associado à proliferação celular 

desregulada  e maior potencial de progressão tumoral (Samadi et al., 2023). 
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FIGURA 21: Perfil de mediadores imunológicos séricos em pacientes com câncer colorretal de acordo com a 

lateralidade e estadiamento da doença. 

Legenda: A figura mostra um panorama geral do perfil de mediadores imunológicos em pacientes de acordo com 

lateralidade, esquerda (   ) e direita (   ) e de acordo com o estadiamento da doença, estágios I-II (   ) e III-IV (   ). 

Foram utilizados gráficos de dispersão com mediana, os valores foram expressos em intensidade média de 

fluorescência (MFI), utilizamos a escala logarítmica (Log10) para representar os valores. O teste estatístico 

utilizado foi o Mann-Whitney. As diferenças significativas (p <0,05) são representadas pelas barras com asteriscos. 

0,01* (CXCL8), 0.03* (IL-6), 0,009** (IFN-g), 0,007** (IL-2), para as análises esquerda vs direita. 0,04* 

(CXCL8) para as análises I-II vs III-IV. 
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8.3.2 Assinaturas de mediadores imunológicos séricos em pacientes com câncer colorretal 

de acordo com a lateralidade e o estadiamento da doença 

A análise dos perfis imunológicos, representada nos gráficos e mapas de calor da Figura 

22, revelou padrões distintos de produção de mediadores inflamatórios quando estratificada 

pela lateralidade tumoral. Observou-se que pacientes com CCR de lateralidade esquerda 

apresentaram proporções significativamente maiores de altos produtores de IFN-γ (p = 0,0001; 

56%), em contraste com a lateralidade direita, onde apenas 18% apresentaram níveis acima da 

mediana global. Padrão semelhante foi identificado para IL-1β, com 51% na esquerda (p = 

0,0456) e 36% na direita. A citocina IL-2 apresentou redução proporcional em ambos os grupos, 

com 49% na esquerda (p = 0,0001) e 18% na direita. Em relação à quimiocina CXCL8, houve 

diminuição na proporção de produtores na lateralidade esquerda (45%), enquanto a direita 

apresentou aumento expressivo de 73% (p = 0,0001). Embora não tenham sido identificadas 

diferenças estatisticamente significativas para IL-4, IL-12 e IL-6, as proporções desses 

mediadores foram superiores na lateralidade direita, sugerindo uma possível polarização do 

microambiente tumoral em função a localização anatômica do tumor.  

Quando estratificados pelo estadiamento clínico, os mediadores analisados 

evidenciaram variações expressivas entres fases iniciais (I–II) e avançadas (III–IV). IL-12 

apresentou aumento significativo na proporção de produtores nos estágios I–II (p = 0,0335; 

60%), com redução para 44% nos estágios III–IV. Em contraste, a quimiocina CXCL8 

apresentou redução no grupo I–II, enquanto no grupo III–IV foi observado aumento para 56% 

(p = 0,0035), padrão também identificado para IL-4 com 39% no grupo I–II e 53% no grupo 

III–IV (p = 0,047). Destaca-se ainda que, nos estágios I-II as citocinas IL-10 e TNF 

apresentaram proporção elevada de produtores (55% para ambas), assim como nos estágios III–

IV para a citocina IL-6 (53%), embora a comparação entre os grupos não tenha revelado 

diferença estatisticamente significativa.   

O diagrama de Venn (Figura 22) reforçou essa distinção, evidenciando mediadores 

específicos para cada grupo, com IL-1β, TNF, IFN-γ, IL-17A e IL-10 predominando na 

lateralidade esquerda, enquanto CXCL8, IL-6, IL-12 e IL-4 predominavam na lateralidade 

direita. Em relação ao estadiamento, nos estágios I–II foram observados TNF, IL-12 e IL-10, 

ao passo que nos estágios III–IV se destacaram CXCL8, IL-6 e IL-4.  

Os indicadores obtidos corroboram a literatura existente a regulação do microambiente 

inflamatório em CCR. Estudos recentes demonstram que estágios avançados de CCR 

apresentam predomínio de perfil Th2, evidenciada pelo aumento de IL-4 e IL-10, enquanto em 
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fases iniciais a elevação dessas citocinas reflete principalmente atividades de células Th2. 

(Czajka-Francuz et al., 2022). IL-4 e IL-10 podem modular a resposta imune, suprimindo 

citocinas pró-inflamatórias, como TNF-α, IL-6 e IL-1β, e contribuindo para a imunossupressão 

local (Vebr et al., 2023). Além disso, níveis elevados de IL-6, IL-12p70, IL-17 e TNF-α tem 

sido associado a metástases linfonodais, estadiamento TNM e o grau de diferenciação tumoral 

em pacientes com CCR, sugerindo que a modulação dessas citocinas influencia o prognóstico 

e pode refletir um estado de imunossupressão com relevância preditiva para a resposta 

terapêutica (Zheng et al., 2022).  

No contexto inflamatório, a  IL-1β e  TNF-α apresentam papel consolidado na 

patogênese da DII e, apesar de existirem indícios de seus efeitos profibróticos, o impacto 

preciso in vivo ainda não está totalmente esclarecido (Yang et al., 2020). No ambiente do CCR,  

IL-1β produzida por neutrófilos pode induzir fagócitos mononucleares intestinais a secretar IL-

6, promovendo assim a formação de tumores (Li et al., 2020). Além disso, IL-1β e TNF-α 

estimulam miofibroblastos subepiteliais colônicos a produzirem colágeno I/IV, CXCL8, 

proteína quimiotática de monócitos-1 e metaloproteinase de matriz-1, a atuam sobre células 

endoteliais além disso, seus efeitos alcançam células endoteliais microvasculares intestinais 

humanas, onde contribuem para processos profibrogênicos por meio da indução da transição 

endotelial-mesenquimal (Yang et al., 2020). 

A IL-8 é fortemente induzida por IL-1β, TNF-α e LPS, funcionando como um potente 

quimioatraente na ativação de neutrófilos, processo cuja transcrição é regulada pela via de 

sinalização NF-κB. Evidências sugerem que essa citocina exerce papel fundamental na 

amplificação da resposta inflamatória em DII, sendo a desregulação do eixo IL-8/CXCR1/2 

apontada como um dos mecanismos envolvidos na imunopatogênese da doença (Vebr et al., 

2023). Nesse contexto, Gijsbers et al. (2004) investigaram a expressão intestinal das 

quimiocinas ligantes do CXCR1, CXCL8 e GCP-2/CXCL6, bem como a atuação de células 

imunocompetentes no processo inflamatório. Os autores identificaram regulação negativa da 

produção de CXCL8 por leucócitos em casos de doença de Crohn e expressão seletiva de GCP-

2/CXCL6 em tecido intestinal inflamado, reforçando a complexidade do papel dessas 

quimiocinas na modulação da resposta inflamatória intestinal (Gijsbers et al., 2004; Vebr et al., 

2023). Já a IL-17 contribui para angiogênese, crescimento tumoral e metástases por indução da 

via STAT3, além de aumentar os níveis de citocinas e quimiocinas produzidas por células 

mieloides, remodelando o microambiente tumoral, incluindo alterações da microbiota associada 

ao CCR (Li et al., 2020).
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FIGURA 22: Assinaturas de mediadores imunológicos séricos em pacientes com câncer colorretal de acordo com a lateralidade e o estadiamento da doença.  

Legenda: As assinaturas foram construídas para mediadores imunológicos solúveis séricos, em pacientes com cancer colorretal. Os pacientes foram categorizados de acordo 

com a lateralidade da doença, esquerda (   ) e direita    (   ), e de acordo com estadiamento I-II (   ) e III-IV (   ). Os dados contínuos foram convertidos em variáveis categóricas 

e os resultados apresentados como a proporção (%) de indivíduos com níveis de mediadores acima do ponto de corte da mediana global calculado para cada mediador. Utilizamos 

gráficos ascendentes para assinatura em cada grupo do estudo, para ilustrar os mediadores que apresentam proporção acima de 50%, utilizamos uma linha tracejada com fundo 

cinza no ponto 50%. Mapas de calor foram montados para ilustrar as mudanças nas assinaturas de mediadores entre os grupos, usando chaves de cores para exibir a proporção 

ascendente de 0 a 100 por cento (azul – proporção mínima, rosa – 50%, vermelho – proporção máxima), as mudanças no conjunto de biomarcadores com proporções acima do 

50º percentil são destacadas pelo retângulo, com borda tracejada e com as respectivas cores dos grupos. Utilizamos Diagrama de Venn para ilustrar o que era seletivo em cada 

grupo, utilizamos aqueles mediadores que se apresentaram com a proporção acima da mediana global. O teste estatístico de Fisher foi realizado para comparar as proporções 

entre os grupos, aqueles com diferenças estatísticas significativas são apresentados nas cores dos seus respectivos grupos e com asterisco (*)
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8.3.3 Matrizes e redes integrativas de correlação de mediadores imunológicos séricos em 

pacientes com CCR de acordo com a lateralidade e estadiamento da doença. 

As análises de correlação foram conduzidas utilizando o teste de correlação por postos 

de Spearman, considerando um nível de significância de p < 0,05. Os coeficientes de correlação 

significativos (r) foram empregados para a construção das matrizes de correlação e subsequente 

elaboração das redes, realizadas no Microsoft Excel e na plataforma de software de código 

aberto Cytoscape (disponível em https://cytoscape.org), respectivamente.  

A análise integrativa entre a lateralidade esquerda e direita foi realizada a partir de 

matrizes de correlação entre citocinas e posterior representação em grafos de rede. O objetivo 

foi identificar padrões de conectividade, interações compartilhadas e características seletivas 

de cada hemisfério, de modo a compreender o comportamento das vias imunorregulatórias de 

forma comparativa. 

Na Figura 23, as matrizes de correlação para a análise da lateralidade (esquerda e 

direita) representam a intensidade e direção das associações entre as citocinas, sendo que os 

tons de azul indicam correlações positivas, enquanto os tons de vermelho denotam correlações 

negativas. Já as matrizes de correlação para a análise por estadiamento (I–II e III–IV), 

representam a intensidade e a direção das associações entre as citocinas, sendo que os tons de 

laranja representam correlações positivas, enquanto os tons de vermelho indicam correlações 

negativas, permitindo a visualização dos padrões de coexpressão entre os mediadores 

imunológicos. 

Os grafos de rede que acompanham as matrizes apresentam as citocinas como “nós” 

interligados por arestas, representando as correlações significativas identificadas. As linhas 

vermelhas correspondem às conexões mais fortes e relevantes dentro da rede, destacando os 

principais eixos de comunicação e integração funcional entre as citocinas. As linhas tracejadas 

indicam conexões negativas, enquanto as linhas cinzas representam conexões seletivas do 

grupo analisado. 

8.3.3.1 Análise das matrizes e redes integrativas de correlação de mediadores 

imunológicos séricos em pacientes com CCR de acordo com a lateralidade da doença. 

A rede da lateralidade esquerda mostrou uma estrutura de conectividade 

moderadamente integrada, com interações predominantes envolvendo IL-1β, IL-6, TNF, IL-12, 

IL-10 e CXCL8. Essas citocinas compõem um núcleo funcional misto, unindo mediadores pró-

https://cytoscape.org/
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inflamatórios e anti-inflamatórios. A presença de IL-10 em múltiplas conexões reforça seu 

papel central como moduladora da inflamação, atuando na contenção dos efeitos pró-

inflamatórios de IL-1β e TNF. As citocinas IL-2 e IL-4 apresentaram correlações de menor 

intensidade. O grafo da rede esquerda indica uma densidade conectiva intermediária, com 

destaque para os pares IL-1β–IL-6, TNF–IL-12 e CXCL8–IL-10, refletindo uma interação 

coordenada entre mediadores inflamatórios e quimiocinas. 

A rede da lateralidade direita revelou maior densidade de conexões e diversificação nas 

interações, sugerindo maior complexidade funcional. Nesse grupo, observou-se um reforço das 

interações envolvendo IFN-γ, IL-17 e IL-12, associadas a perfis de resposta Th1 e Th17. A 

presença de IL-17 e IFN-γ como nós fortemente conectados indica um padrão imunológico 

mais ativado, possivelmente vinculado à amplificação da resposta inflamatória. Além disso, as 

citocinas CXCL8 e TNF mantêm-se como componentes centrais de comunicação, garantindo a 

integração entre vias pró-inflamatórias e regulatórias. Em comparação com a rede esquerda, a 

rede direita apresenta uma estrutura mais densa e heterogênea, o que pode indicar maior 

plasticidade da resposta imune, refletindo capacidade adaptativa diferenciada frente a estímulos 

específicos. 

O Diagrama de Venn (Figura 23, à baixo) evidencia três conjuntos principais:  

• b3 – interações exclusivas da lateralidade esquerda;  

• a11 – interações compartilhadas por ambos as lateralidades;  

• c11 – interações exclusivas da lateralidade direita.  

O predomínio da interseção (a11) demonstra uma alta sobreposição funcional, 

reforçando a simetria entre as lateralidades. Essa sobreposição inclui as principais citocinas IL-

1β, IL-6, TNF, IL-10, IL-12, IFN-γ e CXCL8, que formam o núcleo comum das redes 

integrativas. Contudo, a lateralidade direita exibe um conjunto mais amplo de interações 

exclusivas (c11), principalmente envolvendo IL-17 e IFN-γ, destacando um perfil mais seletivo 

e possivelmente relacionado à resposta adaptativa e inflamatória tardia. Já a lateralidade 

esquerda apresentou menor número de interações exclusivas (b3), centradas em CXCL8 e IL-

10, indicativas de uma resposta mais regulatória e moduladora. 
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8.3.3.2 Análise das matrizes e redes integrativas de correlação de mediadores 

imunológicos séricos em pacientes com CCR de acordo com o estadiamento da doença. 

A rede do estadiamento I–II revelou uma estrutura de conectividade moderada, na qual 

se destacaram as interações entre IL-1β, IL-6, TNF e IL-12, formando um núcleo central pró-

inflamatório. A presença de IL-10 e CXCL8 interligadas a esses mediadores sugere uma 

regulação cruzada entre vias inflamatórias e anti-inflamatórias, configurando uma rede 

equilibrada e coordenada. Citocinas como IL-2, IL-4, IFN-γ e IL-17 apresentaram menor 

número de conexões diretas, o que pode indicar funções mais específicas e moduladas dentro 

da rede. 

A rede correspondente ao estadiamento III–IV apresentou maior densidade de conexões 

e diversificação nas interações, refletindo um padrão mais complexo e funcionalmente ativo. 

Foram observadas fortes interações entre IL-1β, IL-6, TNF e IL-12, reforçando o papel dessas 

citocinas como núcleo de ativação inflamatória. Além disso, as citocinas IL-17 e IFN-γ surgem 

como conexões adicionais relevantes, indicando a ativação de vias adaptativas (Th1/Th17) que 

amplificam a resposta imune. A participação de IL-10 e CXCL8 no centro das interações 

reforça a importância dessas moléculas como elementos integradores, capazes de modular tanto 

a inflamação quanto a migração celular. Em comparação com o estadiamento I–II, o 

estadiamento III–IV exibe maior conectividade global e interações mais distribuídas, sugerindo 

maior especialização funcional e capacidade de resposta dinâmica frente a estímulos 

imunológicos complexos. 

O Diagrama de Venn (Figura 24, à baixo) evidencia três subconjuntos principais:  

• b1 – interações exclusivas do estadiamento I–II;  

• a9 – interações comuns entre ambos os grupos de estadiamento;  

• c13 – interações exclusivas do estadiamento III–IV.  

Observou-se que a região de sobreposição (a9) representa nove interações 

compartilhadas, refletindo um núcleo comum de integração imunológica, composto 

principalmente por IL-1β, IL-6, TNF, IL-10 e IL-12. Esses mediadores constituem o eixo 

central de comunicação entre as respostas pró e anti-inflamatórias. Contudo, o estadiamento 

III–IV (c13) apresentaram um número significativamente maior de interações exclusivas, 

caracterizadas pela presença de IFN-γ e IL-17, sugerindo maior especialização adaptativa e 

potencial ativação de vias efetoras. Já o estadiamento I–II (b1) apresentaram apenas uma 

interação exclusiva, reforçando seu caráter mais conservador e regulatório.
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FIGURA 23: Matrizes e redes integrativas de correlação de mediadores imunológicos séricos em pacientes com câncer colorretal de acordo com a lateralidade e estadiamento 

da doença. 

Legenda: Matrizes de correlação construídas a partir dos coeficientes (r) de Spearman entre mediadores séricos de pacientes com câncer colorretal. As correlações significativas 

(p < 0,05) são apresentadas em matrizes triangulares, variando de -1 a +1, com gradiente de cores representando correlações negativas (vermelho)  e positivas (azul) para os 

grupos de lateralidade, e negativas (vermelho) e positivas (laranja) para os grupos de estadiamento (I–II e III–IV). Células brancas indicam correlações não significativas. As 

redes de correlação, construídas em layout circular, apresentam nós correspondentes aos mediadores e arestas (linhas) indicando o tipo e a força da correlação: fraca (<0,20), 

moderada (0,36–0,68) ou forte (>0,68), conforme Taylor (1990). Correlações negativas são representadas por linhas tracejadas e as linhas em bordô (         ) indicam correlações 

comuns entre os grupos. A análise de eixos concatenados evidencia as correlações seletivas e compartilhadas entre os grupos, representadas por diagramas de Venn.
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9 CONCLUSÕES 

Observou-se que variáveis clínicas, sociodemográficas e de estilo de vida influenciaram 

fortemente o perfil clínico-epidemiológico dos pacientes com câncer colorretal incluídos no 

estudo. Destacam-se a distribuição etária, o sexo, a etnia, a procedência, fatores de risco como 

tabagismo e etilismo, a frequência do consumo de alimentos industrializados, de carne 

vermelha/processada e de carne salgada, bem como histórico familiar de câncer e presença de 

comorbidades. Do ponto de vista clínico-patológico, foram avaliadas lateralidade, localização 

primária do tumor segundo o CID, estadiamento da doença e condutas terapêuticas. Pode-se 

afirmar que idade, localização do tumor, presença de comorbidades e hábitos alimentares 

mostraram-se consistentes com dados previamente descritos na literatura, refletindo impactos 

relevantes sobre o estadiamento da doença e as estratégias de manejo clínico adotadas.  

Quanto à microbiota intestinal, foi identificado um ecossistema diverso, porém 

funcionalmente heterogêneo, apresentando perfis microbianos distintos entre os pacientes. Dois 

padrões principais se destacaram: um caracterizado pelo enriquecimento de Fusobacterium e 

linhagens enterotoxigênicas de Bacteroides fragilis, sugerindo papel ativo na inflamação, 

modulação imune e progressão tumoral; e outro com predominância de Bacteroides e 

Prevotella, possivelmente relacionados aos hábitos alimentares regionais. Além disso, 

observou-se expansão de Enterobacteriaceae e baixa abundância de táxons benéficos como 

Faecalibacterium e Roseburia, indicando um quadro de disbiose e possível perda de funções 

protetoras. Esses achados revelam assinaturas microbianas regionais do câncer colorretal na 

população amazônica e apontam para potenciais biomarcadores diagnósticos e terapêuticos. 

No que se refere aos perfis imunológicos, observou-se um desequilíbrio entre citocinas 

inflamatórias e reguladoras, com variações ligadas à lateralidade e ao estadiamento tumoral. 

Tumores localizados no lado direito apresentaram maior expressão de mediadores como 

CXCL8 e IL-6, enquanto o lado esquerdo mostrou maior proporção de citocinas efetoras, como 

IFN-γ e IL-1β. Essas variações apontam para um microambiente tumoral diferencial, 

possivelmente relacionado à evasão imunológica em estágios mais avançados. 

Considera-se, portanto, que os achados deste estudo reforçam a importância de 

abordagens integradas entre clínica, microbiota e imunologia para compreensão mais ampla da 

biologia tumoral. Os dados obtidos contribuem para o entendimento de potenciais marcadores 

inflamatórios e microbianos associados ao câncer colorretal e oferecem base para futuras 

investigações voltadas à personalização terapêutica e à formulação de estratégias regionais mais 

adequadas ao perfil da população estudada. 
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10 LIMITAÇÕES DO ESTUDO 

As limitações deste estudo decorrem principalmente do uso de dados agregados 

provenientes de bancos preexistentes. Tais fontes, além de eventualmente apresentarem lacunas 

nas notificações pelo sistema de registro, carecem de informações detalhadas em nível 

individual, essenciais para análises mais precisas sobre a exposição a fatores de risco e os 

desfechos clínicos do câncer. Apesar dessas restrições, elas não foram suficientes para 

comprometer a validade dos resultados obtidos. 

Além das limitações inerentes ao uso de dados agregados, o estudo enfrentou desafios 

práticos significativos na obtenção de informações e amostras biológicas. A disponibilidade de 

salas privativas ou consultórios adequados para abordagem dos pacientes, explicação detalhada 

do estudo e coleta de dados mostrou-se limitada. Essa restrição dificultou entrevistas e a 

obtenção de informações individuais essenciais para avaliar com precisão a exposição a fatores 

de risco e os desfechos clínicos do CCR. 

Outro desafio importante foi a obtenção de amostras pareadas, particularmente de fezes. 

Muitos pacientes chegam à unidade terciária de saúde em estágio avançado da doença, 

frequentemente necessitando de intervenções cirúrgicas imediatas. Nessas condições, não há 

tempo hábil para a coleta prévia de material fecal antes de procedimentos cirúrgicos, 

quimioterápicos ou radioterápicos, limitando a disponibilidade de amostras comparáveis para 

análises da microbiota intestinal. 

Essas limitações têm implicações diretas para o estudo da microbiota intestinal e dos 

perfis moleculares ligados ao CCR. A impossibilidade de coletar amostras antes de intervenções 

pode influenciar a composição microbiana observada, dificultando a interpretação de 

associações entre alterações da microbiota, estágio da doença e resposta terapêutica. Além 

disso, a ausência de dados detalhados individuais reduz a capacidade de correlacionar fatores 

epidemiológicos, hábitos alimentares e características clínicas com os achados microbiológicos, 

restringindo a profundidade das análises e a identificação de potenciais biomarcadores 

diagnósticos e prognósticos.  
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11 PERSPECTIVAS FUTURAS  

Os objetivos específicos C e, embora não tenham sido contemplados na presente etapa 

da dissertação, serão abordados em análises subsequentes a fim de ampliar a compreensão sobre 

a interação entre microbiota intestinal, lateralidade tumoral e resposta imunológica em 

pacientes com câncer colorretal. Para o Objetivo C, está previsto realizar a caracterização do 

perfil microbiano estratificado pela lateralidade do tumor (cólon direito vs. esquerdo) e 

correlacioná-lo com os desfechos clínicos e prognósticos após 12 meses de acompanhamento, 

permitindo identificar potenciais assinaturas microbianas associadas à evolução da doença. 

Quanto ao Objetivo E, será conduzida a avaliação integrada dos mediadores imunológicos 

solúveis e da composição microbiana, com o intuito de investigar potenciais correlações entre 

a resposta inflamatória sistêmica e o microbioma intestinal. A realização dessas análises 

fornecerá informações valiosas para elucidar mecanismos fisiopatológicos, identificar possíveis 

biomarcadores prognósticos e contribuir para o desenvolvimento de estratégias terapêuticas 

personalizadas, resultando em publicações científicas de impacto. 
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12 ORÇAMENTO 

ITEM Quantidade Unidade 
Custo 

Unitário 
Custo Total 

Kit De Extração Magmax 

Micrbiom Ultra 
100 Reações R$ 3.254,73 R$ 3.254,73 

PRIMERS 21 Uni R$ 101,00 R$ 2.121,00 

Platinum PCR SuperMix High 

Fidelity 
100 Reações R$ 2.060,80 R$ 2.060,80 

ChargeSwitch™ PCR Clean - Up 

Kit 
1 Uni R$ 1.518,00 R$ 1.518,00 

DynaMag™-2 Magnet 1 Uni R$ 4.121,28 R$ 4.121,28 

Qubit™ dsDNA - Quantification 

Assay Kits 
100 Reações R$ 730,80 R$ 730,80 

Qubit™ TUBOS DE REACAO  500 Uni R$ 643,80 R$ 643,80 

Ion 510™ Chip Kit 8 Uni R$ 20.217,93 R$ 20.217,93 

Kit Chef (ION 510, 520, 530) 2 

Sequenciamentos por 

inicialização  

8 Reações R$ 47.873,55 R$ 47.873,55 

Água Livre de Nuclease (1L) 1 Uni R$ 572,24 R$ 572,24 

Etanol Absoluto 99,8% PA ACS 

(1L) 
1 Uni R$ 325,35 R$ 325,35 

Material de plástico para coleta de 

amostra, de expediente (papel, 

tinta para impressora, etc.) e EPI's 

1 Uni R$ 2.000,00 R$ 2.000,00 

Passagens aéreas para congressos 2 Uni R$ 1.900,00 R$ 3.800,00 

 TOTAL R$ 89.239,48 
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Nível Superior (CAPES) pela concessão da bolsa de estudo, e à Fundação de Amparo à Pesquisa 

do Estado do Amazonas (FAPEAM) pelo projeto intitulado “Identificação de mutações em 

genes supressores e de suscetibilidade envolvidos na resistência ao tratamento de pacientes 

com Câncer de Colorretal do Estado do Amazonas”, coordenado pela Dra. Valquíria do Carmo 

Alves Martins e aprovado pelo Edital no 002/2021 do “Programa Amazônidas – Mulheres e 

Meninas na Ciência”. Os recursos para a caracterização genética de oncogenes e genes 

supressores relacionados ao câncer colorretal foram oriundos desse projeto, que também contou 

com o apoio financeiro da “Rede Genômica de Vigilância em Saúde: Otimização da Assistência 

e Pesquisa no Estado do Amazonas – REGESAM”, no âmbito do Programa/FAPEAM – 

Programa Pró Estado, Resolução N. 002/2008-FAPEAM.  
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14 CRONOGRAMA 

ATIVIDADES 
2023 

J F M A M J J A S O N D 

Elaboração do projeto        R R R R R 

Pesquisa bibliográfica e documental        R R R R R 

Coleta de Dados        R R R R R 

Coleta de Amostras        R R R R R 

 

ATIVIDADES 
2024 

J F M A M J J A S O N D 

Coleta de Dados R R R R R R R R R R R R 

Coleta de Amostras R R R R R R R R R R R R 

Tabulação de dados obtidos  R R R R R R R R R R R R 

Estruturação da dissertação para a 

qualificação 
    R R R R R    

Quantificação das citocinas       R R    R R 

Qualificação da dissertação de Mestrado          R   

 

ATIVIDADES 
2025 

J F M A M J J A S O N D 

Sequenciamento das amostras de fezes      R       

Tabulação de dados obtidos      R R R R     

Elaboração de dissertação - Final     R R R R     

Revisão e correção da dissertação      R R R     

Publicação em periódicos          X X X 

Defesa final da dissertação         R    
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Colaboradora, 

presente nas análises 

de citocinas. 
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17 APÊNDICES 

17.1 APÊNDICE I - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)  
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17.2 APÊNDICE II - Instrumento De Coleta De Dados 
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17.3 APÊNDICE III - Termo de Composição Biorrepositório 
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17.4 APÊNDICE IV – Protocolo de separação de plasma e buffycoat 
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17.5 APÊNDICE V – Protocolo de quantificação das citocinas por Cytometric Bead Array 

– CBA 

 

1) Verificar o número de amostras a ser feita; 

Observação: O Kit faz aproximadamente 200 testes, ou seja, 180 amostras e 2 curvas 

de calibração. É possível otimizar o Kit no meio, portanto, dá para fazer 2 experimentos 

com 90 amostras cada. 

2) Separar as amostras em alíquotas de 100 μL em microtubos menores; 

Observação: Para aliquotar as amostras, descongelar no banho maria (37 °C) e 

centrifugar por 10 min. a 14.000 rpm. Retirar o sobrenadante e colocar em microtubos 

menores. É importante realizar a manipulação das amostras em uma cabine de fluxo 

laminar para não haver contaminação. 

3) Colocar novamente as amostras no freezer; 

4) Identificar os tubos das amostras a serem utilizadas. É preferível utilizar números 

sequenciais para facilitar o procedimento. (ex: 1, 2, 3, 4, 5, 6, ...); 

5) Identificar um tubo para o controle negativo com a sigla “CN”; 

6) Identificar um tubo para fazer o pool de BEADS (citocinas) com a sigla “BD”; 

7) Identificar os 9 tubos da curva padrão para fazer a diluição. Identificar todos com o 

número 1 e sua respectiva concentração e diluição; 

8) Identificar os outros 9 tubos da curva padrão para fazer a reação para a leitura no 

citômetro. Identificar todos com o número 2 e sua respectiva concentração e diluição.  

9) Calcular quanto vai se gastar de cada BEAD. Exemplo: para realizar 08 amostras. 

    

• Preparo das amostras e Reagentes “G” e “F” (Dia do experimento) 

 

Exemplo de cálculo:  

08 Amostras 

09 Curva 

01 CN 

I. 2 tubos (segurança) – Para não faltar reagente 20 tubos 

II. 20 tubos x 25 (quantidade do pool de BEADS que eu vou colocar em cada tubo) = 500 

III. 500 / 07 (Número de BEADS que vou utilizar) = 72 μL 

IV. Vou pegar 72 μL de cada BEAD. 

 

*Guardar todos os tubos em estantes e protegidos da poeira 
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I. Descongelar as amostras em banho maria (37°C). Centrifugar por 10 min. a 14.000 rpm. 

Utilizar este mesmo procedimento se precisar diluir as amostras, caso seja necessário. 

Utilizar o REAGENTE G do kit para diluição. 

II. Colocar os Reagentes G e F em tubo Falcon e centrifugar por 10 min. a 2.000 rpm.  

Observação: É importante aliquotar os reagentes no fluxo laminar para não contaminar, 

ainda mais se for usar novamente o kit.  

III. Retirar os tubos identificados e deixar todos prontos para o início do experimento, 

separar pipetas, ponteiras, descartes, etc. 

 

• Preparo dos Padrões 

 

I. Reconstituir o padrão 15 minutos antes de começar o experimento. O padrão deve ser 

reconstituído com 2,0 ml do REAGENTE G. Após abrir o padrão, colocar 1,0 ml do 

REAGENTE G e agitar bem lentamente e com movimentos circulares por uns 5 

minutos. Colocar mais 1000 μL do REAGENTE G e continuar mexendo bem 

suavemente. Com uma pipeta, passar o padrão para o TUBO TS “1”. Colocar mais 1,0 

ml (REAG. G) para lavar o recipiente do padrão e com a pipeta transferir para o TUBO 

TS “1” Repetir o procedimento com mais 1000 μL (REAG. G). Por 15 minutos ficar 

mexendo bem suavemente de tempo em tempo para solubilizar bem. OBS: Nunca agitar 

no vórtex o padrão e nem agitar fortemente. 

II. Colocar 300 μL do REAGENTE G em cada tubo da curva de diluição “1” exceto no 

tubo TS (tubo com as citocinas liofilizadas) que está com o padrão. Fazer as diluições 

sucessivas conforme exemplo abaixo: 
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Observação: No tubo CN colocar apenas o REAGENTE “G”. 

 

• Preparo do pool de BEADS 

I. Pegar o cálculo de quanto você vai precisar utilizar das BEADS (Ex: 72 μL); 

II. Colocar 72 μL de cada BEAD (reagentes A1 – A5 do kit) no Tubo “BD”. 

Observação: Agitar no vórtex as BEADS toda vez que for tirá-las. Se demorar a tirar, 

vortexar novamente.  

III. Utilizaremos 25 μL do pool de BEADS para cada tubo de amostra, curva de diluição 

“2” e controle negativo (CN). 

• Execução das reações 

I. Colocar 25 μL do pool de BEADS em cada tudo da curva de diluição “2”. Não esquecer 

de agitar as BEADS no vórtex de tempo em tempo; 

II. Colocar 25 μL do pool de BEADS em todos os tubos das amostras e no tubo CN, sempre 

agitar as BEADS nos vórtex;  

III. Colocar 25 μL do padrão dos tubos da curva de diluição “1” nos tubos da curva de 

diluição “2”. Colocar respeitando as respectivas diluições; 

IV. Colocar 25 μL de amostra nos seus respectivos tubos. É importante pegar somente o 

sobrenadante dos tubos; 

V. Colocar 25 μL do REAGENTE “G” no tubo CN; 

VI. Colocar 25 μL do REAGENTE “B” (anticorpo de detecção) em cada tubo. Tanto nos 

tubos da curva de diluição “2”, quanto nos das amostras e CN; 

VII. Agitar todos os tubos no vórtex por 30 segundos; 

VIII. Incubar por 3h à T.A. e ao abrigo da luz; 

IX. Após incubação, adicionar 1 mL do ‘REAGENTE “F” em cada tubo; 

X. Centrifugar os tubos por 5 min. a 1.500 rpm, 20°C; 
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XI. Verter os tubos e adicionar 200 μL do REAGENTE “F” em cada tubo; 

XII. Agitar todos os tubos no vórtex por 30 segundos para proceder à leitura 

• Execução das reações 

I. Identificar um tubo para o Setup Beads com a sigla “Setup”; 

II. Colocar 50 μL do Cytometer Setup Beads no tubo. 

Observação: Agitar o frasco no vórtex com Cytometer Setup Beads antes de tirá-las;  

III. Colocar 450 μL de “Reagente F” no tubo e agitar no vórtex. 

• Aquisição setup, padrões e amostras no citômetro 

I. Criar 2 pastas: “Standard” e “Samples”. Pode adquirir todas as amostras em uma única 

pasta e depois separar as 10 primeiras para a pasta Standard e o restante para a Samples; 

II. Abrir o Template de aquisição do CBA; 

III. Conectar o citômetro e acionar os parâmetros do instrumento determinado após 

calibração do aparelho. Certificar que no item “Aquisition and Storage” a resolução do 

canal está em 1024;  

IV. Ajustar o número de eventos a serem contados para 2.100 em R1 (300 beads de cada 

analito); 

V. Colocar o nome do arquivo no item FILE com caracteres alfanuméricos. Exemplo: As 

iniciais de quem está́ fazendo o experimento e data do dia do procedimento. Ex: 

JP02052008.001; 

VI. Identificar os padrões e amostras no item SAMPLE ID. Ex: Padrões: CN; 1:256; 1:128, 

etc. Amostras: 01, 02, 03, etc.; 

VII. Assegurar que a gate R1 está delimitando todas as beads. Acionar a velocidade High; 

VIII. Começar a leitura com o Setup. Realizar os ajustes na voltagem que forem necessários;  

IX. Iniciar a aquisição da curva com o tubo CN e depois em ordem crescente de 

concentração dos padrões, ou seja, ler da maior diluição para a menor até́ o tubo TS; 

X. Seguir a aquisição das amostras em ordem crescente.  
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17.6 APÊNDICE VI - Protocolo de extração do DNA genômico da microbiota 

 

• Processamento da amostra de fezes 

I. Foram pesadas 100mg das amostras de fezes. Em seguida, transferidas para um 

microtubo estéril de 2 mL e, então, adicionadas a cada tubo, 1 mL do tampão LS1 e 20 

µL de Proteinase K; 

II. Homogeneizou-se em vórtex por 2 minutos até que estejam completamente dissolvidas 

e em seguida, foram incubadas a 56 ºC por 30 minutos para o processo de lise; 

III. Terminada a incubação, as amostras foram homogeneizadas em vórtex por 1 minuto; 

IV. Centrifugou-se as amostras a 10.000 x g por 5 minutos à temperatura ambiente; 

V. Após a centrifugação, apenas os sobrenadantes foram transferidos para novos 

microtubos estéreis, os microtubos anteriores foram descartados e deu-se continuidade 

ao processo de extração automatizada; 

• Procedimento (Extração Automatizada) 

I. Antes de começar, o equipamento foi ligado e foi-se separado o material necessário e 

de apoio para a realização do ensaio: 

a) Ficha de identificação das amostras de acordo com a distribuição das placas; 

b) Amostras previamente tratadas; 

c) Tubos ou selos para armazenamento do DNA e RNA extraído. 

II. O plástico que envolve a placa foi recortado e aberto;  

Observação: Os invólucros possuem um pré-corte para facilitar a abertura. 

III. Sem retirar o alumínio selante, foi realizado uma rápida centrifugação da placa para que 

todo o volume de reagentes ficasse concentrado no fundo dos poços; 

IV. Em uma cabine de segurança biológica adequada e com o mapeamento das amostras em 

mãos indicando a posição onde cada amostra deve ser adicionada, foi removida 

cuidadosamente a película de alumínio que veda a placa; 

V. Após a remoção da película de alumínio, foi adicionado entre 100-300 µL de amostra, 

pré-tratada, nos poços das colunas nº 1 e 7 (em azul) contendo tampão de lise (Figura 

11). 
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Observação: A cada amostra pipetada, foi-se trocado a ponteira. 

VI. As tiras plásticas foram instaladas na parte superior do extrator automatizado de ácidos 

nucleicos para a proteção das hastes magnéticas. 

Nota: Cada placa de extração foi-se utilizada 2 unidades de tiras plásticas de proteção. 

VII. Cuidadosamente, a placa foi posicionada no extrator automatizado de forma que a 

extremidade A1 da base se encontrasse na posição superior esquerda. A linha “A” da 

placa ficou voltada para a parte interior do equipamento e a linha “H” voltada para a 

parte fora (frente) do sistema; 

VIII. Em seguida, foi selecionado e executado o protocolo de extração “MPTAMDx” 

(Extracta® 16); 

IX. Após 40 minutos, com o término do processo de extração automatizada, a placa de 

extração foi removida do equipamento imediatamente, para evitar possível evaporação 

do eluído. 

X. Retirada a placa do equipamento, foram pipetadas as amostras de DNA das colunas nº 

6 e 12 (em roxo) para micortubos de 0,5 mL (Figura 12); 

XI. Em microtubos estéreis de 0,5 mL, fracione o eluído em duas alíquotas e armazene o 

DNA em freezer -80 ºC. 

Observação: 

Os poços coloridos 

representam onde 

foram aplicadas as 

amostras. 

 

Observação: 

Os poços coloridos 

representam o local     

de onde as amostras 

foram transferidas 

para microtubos. 
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17.7 APÊNDICE VII - Resultado do processamento das reads 

                                    

                   

                  

                   

CHIP D: 

CHIP C: 

CHIP B: 

CHIP A: 
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CHIP E: 

CHIP F: 
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18 ANEXOS 

ANEXO I - Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa (CEP – FCECON)  
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