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INSTITUTO NACIONAL DE CÂNCER 

 

AVALIAÇÃO DE GLICOBIOMARCADORES EM CÉLULAS TRONCO TUMORAIS 

DE CÂNCER COLORRETAL 

 

RESUMO 

 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO 

 

Jéssica de Andrade da Costa 

 

O câncer colorretal (CCR) apresenta alta taxa de mortalidade, resultado dos processos de metástase 
e recorrência da doença. Acredita-se que as células tronco tumorais (CTTs) são cruciais para ambos 
os processos, pois asseguram a manutenção da massa tumoral, além de serem intrinsecamente 
resistentes às terapias convencionais. Embora diversos trabalhos venham tentando caracterizar as 
CTTs, aqueles que se dedicam a avaliar o papel de glicanos (carboidratos covalentemente ligados a 
proteínas ou lipídios) na identificação dessa população e na manutenção do fenótipo tronco ainda são 
relativamente poucos. Assim, o objetivo do presente estudo foi investigar e caracterizar 
glicobiomarcadores em subpopulações de células tronco tumorais de câncer colorretal. Para isso, 
inicialmente foi padronizado um protocolo de formação de esferas para as linhagens Caco-2 e HT-29. 
Após o crescimento das esferas, foram monitoradas variações na expressão de cinco conhecidos 
marcadores de CTTs (CD24, CD44, ALDH1, LGR5 e PROM1). Em comparação ao que se observa na 
condição parental (2D), em Caco-2 foi vista uma redução da expressão de CD24, enquanto em HT-29 
foi observado um aumento dos níveis de expressão de ALDH1, LGR5 e PROM1. Com relação aos 
glicogenes (genes relevantes para a glicosilação), oito destes tiveram seus níveis de expressão 
monitorados (ST3GAL1, OGT, OGA, MGAT5, GFAT1, GFAT2, B4GALT1 e B3GNT2), tendo sido 
observado aumento de B3GNT2, OGT e OGA na condição de esferas em HT-29. Já em Caco-2, 
amplas variações experimentais impossibilitaram qualquer conclusão no que tange a mudanças na 
expressão de glicogenes. Análises de correlação in silico (marcadores de CTTs versus glicogenes), 
utilizando amostras de carcinoma de cólon e reto provenientes do The Cancer Genome Atlas 
Program, mostraram uma correlação positiva entre a expressão de CD44xOGA, CD44xB3GNT2 e 
LGR5xOGA para carcinomas de cólon e CD44xOGA, LGR5xOGA, CD44xOGT e CD24xB3GNT2 
para carcinomas de reto. Também foi observado aumento na expressão de LGR5, CD44, MGAT5, 
OGA, OGT e ST3GAL1 e diminuição de CD24, ALDH1 e B4GALT1 em amostras de carcinoma de 
cólon quando comparadas ao tecido normal adjacente, bem como aumento na expressão de LGR5, 
CD44, PROM1 e OGT e redução de ALDH1, B3GNT2 e ST3GAL1 em amostras de carcinoma de reto 
quando comparadas com amostras de tecido normal adjacente. Surpreendentemente, nenhum dos 
marcadores de CTTs foi capaz de predizer a sobrevida livre de doença (SLD) ou a sobrevida global 
(SG) de pacientes com CCR, no entanto, pacientes com carcinoma de cólon que apresentaram maior 
expressão de MGAT5 tiveram menor SLD. Além disso, a maior expressão de OGA também resultou 
em menor SG de pacientes com câncer de cólon. Portanto, nossos dados sugerem que os níveis de 
expressão OGA, além de correlacionarem-se com os de marcadores de CTTs, impactam diretamente 
na sobrevida de pacientes com carcinoma de cólon, fornecendo indícios de uma possível função 
dessa enzima em mecanismos de manutenção do fenótipo tronco.         
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INSTITUTO NACIONAL DE CÂNCER 

 

ASSESSMENT OF GLYCOBIOMARKERS IN COLORECTAL CANCER STEM 

CELLS 

 

ABSTRACT 

 

MASTER THESIS 

 

Jéssica de Andrade da Costa 

 

Colorectal cancer (CRC) has a high mortality rate, resulting from the processes of metastasis and 
disease recurrence. Cancer stem cells (CSCs) are believed to be crucial for both processes, as they 
ensure the maintenance of tumor bulk, in addition to being intrinsically resistant to conventional 
therapies. Although several studies have been trying to characterize CSCs, those dedicated to 
assessing the role of glycans (carbohydrates covalently linked to proteins or lipids) in the identification 
of this population and in the maintenance of stemness are yet relatively scarse. Thus, the aim of the 
present study was to investigate and characterize glycobiomarkers in colorectal cancer stem cell 
subpopulations. For this purpose, a sphere formation assay was initially standardized for Caco-2 and 
HT-29 cell lines. After the spheres growth, variations in the expression of five known CSC markers 
(CD24, CD44, ALDH1, LGR5 e PROM1) were monitored. In comparison to the parental condition 
(2D), a reduction of CD24 expression was seen in Caco-2, while in HT-29 an increase in the 
expression levels of ALDH1, LGR5 and PROM1 was observed. Regarding glycogenes (glycosylation 
relevant genes), eight of them (ST3GAL1, OGT, OGA, MGAT5, GFAT1, GFAT2, B4GALT1 e 
B3GNT2) have had their expression monitored. An increase in B3GNT2, OGT and OGA was observed 
in HT-29 sphere condition. In Caco-2, on the other hand, wide experimental variations precluded any 
conclusion regarding changes in glycogenes expression. In silico correlation analyzes (CSCs markers 
versus glycogenes) using colon and rectum carcinoma samples from The Cancer Genome Atlas 
Program showed a positive correlation between CD44xOGA, CD44xB3GNT2 and LGR5xOGA 
expressions for colon carcinoma and CD44xOGA, LGR5xOGA, CD44xOGT and CD24xB3GNT2 for 
rectum carcinoma. In addition, increased LGR5, CD44, MGAT5, OGA, OGT and ST3GAL1 
expressions and decreased CD24, ALDH1 and B4GALT1 expressions were also observed in colon 
carcinoma samples when compared to adjacent normal tissue. Moreover, increased LGR5, CD44, 
PROM1 and OGT expressions and reduced ALDH1, B3GNT2 and ST3GAL1 expressions were noted 
in rectal carcinoma samples when compared to adjacent normal tissue samples. Surprisingly, none of 
the CSC markers was able to predict disease-free survival (DFS) or the overall survival (OS) of CRC 
patients, however, colon carcinoma patients who have higher MGAT5 expression had lower DFS. In 
addition, greater OGA expression resulted in lower OS of colon carcinoma patients. Therefore, our 
data suggest that OGA expression correlates with CSC markers and directly impacts the survival of 
colon carcinoma patients suggesting a possible function for this enzyme in the regulation of stemness. 
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1. Introdução 

 
1.1. Câncer colorretal 

 
1.1.1. Epidemiologia e fatores de risco 

 
O câncer figura entre os mais relevantes problemas de saúde pública, seja no 

Brasil ou no exterior. De acordo com dados da Organização Mundial da Saúde, uma 

em cada seis mortes ocorre em função do câncer, conferindo a ele o posto de 

segunda maior causa de morte no mundo (World Health Organization, 2018). 

Estimativas da GLOBOCAN (base de dados da Agência Internacional de Pesquisa 

em Câncer que reúne informações de 185 países) apontaram a ocorrência de 18,1 

milhões de novos casos de câncer e 9,6 milhões de mortes decorrentes da doença 

para o ano de 2018 (BRAY et al., 2018). No Brasil, a estimativa foi de 

aproximadamente 625 mil novos casos a cada ano do triênio 2020-2022 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2019). O câncer colorretal (CCR) é um dos principais 

tipos de câncer que acometem a população mundial, ocupando a terceira posição 

em incidência e a segunda em mortalidade (BRAY et al., 2018). No que diz respeito 

à população brasileira, quando se exclui o câncer de pele não melanoma, ele 

corresponde ao segundo tipo mais frequente em homens e mulheres, conforme 

ilustrado na figura 1.1 (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2019). 

 

 

Figura 1.1: Distribuição proporcional por sexo dos dez tipos de câncer mais incidentes no 
Brasil, segundo estimativas para 2020, com exceção de pele não melanoma. Retirado de 
Estimativa 2020: incidência de câncer no Brasil. INCA-RJ. 

 

O recente desenvolvimento econômico do Brasil repercute no aumento da 

incidência do CCR, uma vez que, para esse tipo de câncer, as taxas de incidência 
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são influenciadas pelo Índice de Desenvolvimento Humano (IDH) do país (FIDLER; 

SOERJOMATARAM; BRAY, 2016). Muito desse aumento é explicado pela 

incorporação de hábitos ocidentais que afetam tanto a dieta quanto o estilo de vida. 

No entanto, o que se observa em países altamente desenvolvidos é a redução da 

incidência e mortalidade devido à implementação de estratégias que visam a 

detecção precoce da doença, visto que a taxa de sobrevida em cinco anos para 

pacientes diagnosticados nos estadios I e II é, respectivamente, de 91% e 82%, 

valores que podem chegar a apenas 12% para pacientes no estadio IV (ARNOLD et 

al., 2017; MILLER et al., 2019). 

O desenvolvimento do CCR está atrelado não apenas a fatores genéticos, 

mas também a fatores ambientais. Um dos principais fatores de risco associados ao 

seu desenvolvimento é o envelhecimento. Além dele, também figuram nessa lista o 

tipo de dieta (rica em carne vermelha e alimentos embutidos, com alto consumo de 

gordura e baixo consumo de fibras), o sedentarismo, a obesidade, o tabagismo e o 

consumo de álcool (ARAN et al., 2016; THANIKACHALAM; KHAN, 2019). Também 

são incluídos como fatores de risco o histórico familiar e as doenças inflamatórias 

que acometem o intestino, como a colite ulcerativa e a doença de Crohn (STIDHAM; 

HIGGINS, 2018; SCHUBERT et al., 2019). 

No que diz respeito às disfunções genéticas, a Síndrome de Lynch (ou câncer 

colorretal não poliposo hereditário; HNPCC, do inglês Hereditary Non-Polyposis 

Colorectal Cancer) e a Polipose Adenomatosa Familiar (FAP, do inglês Familial 

Adenomatous Polyposis) representam os fatores de risco mais comuns e mais bem 

relatados. A Síndrome de Lynch se caracteriza por se originar a partir de uma 

mutação de caráter autossômico dominante na linhagem germinativa, que afeta os 

genes MLH1 (do inglês MutL Homolog 1), MSH2 (do inglês MutS Homolog 2), MSH6 

(do inglês MutS Homolog 6) ou PMS2 (do inglês Postmeiotic Segregation Increased 

2), responsáveis pelo reparo do DNA durante o pareamento incorreto (MMR, do 

inglês Mismatch Repair). Como consequência, os pacientes acometidos por essa 

síndrome apresentam alta instabilidade genômica em pequenas regiões do DNA que 

apresentam de um a quatro pares de base repetidos em tandem, denominadas 

microssatélites (MA et al., 2018). Já a FAP ocorre mediante uma mutação 

germinativa no gene supressor tumoral APC (do inglês, Adenomatous Polyposis 

Coli), o que leva seus portadores a desenvolverem muitos pólipos adenomatosos em 

idade precoce (MA et al., 2018).  
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Conforme ilustrado na figura 1.2, existem três possibilidades de manifestação 

do CCR: esporádica, familiar e hereditária. A maior porcentagem dos casos se 

enquadra na forma esporádica, já que ocorre em pacientes sem histórico familiar ou 

presença de mutações germinativas que predisponham à doença. Por sua vez, a 

forma familiar é caracterizada por maior incidência da doença em uma determinada 

família do que o esperado para a maioria da população, embora os indivíduos 

acometidos não sejam portadores de nenhuma das predisposições genéticas 

conhecidas. Já a forma hereditária é definida pelo acometimento dos pacientes por 

anomalias genéticas hereditárias, como a FAP e a Síndrome de Lynch (GIGLIA; 

CHU, 2016).  
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Tendo em vista o exposto, é possível perceber o caráter multifatorial do CCR, 

o qual sofre influência de fatores ambientais e genéticos. No entanto, para um 

melhor entendimento dos diferentes aspectos que culminam na aquisição do 

fenótipo maligno em CCR, é necessário esclarecer alguns mecanismos que 

constituem as bases celulares e moleculares desta doença. 

 

1.1.2. Bases moleculares e heterogeneidade tumoral 

 
O CCR se desenvolve lentamente ao longo dos anos e é resultado do 

acúmulo de alterações genéticas e epigenéticas. Um aspecto crucial envolvido na 

progressão da doença é a instabilidade genômica, a qual pode ser explicada por três 

mecanismos distintos: instabilidade cromossômica (CIN, do inglês Chromossomal 

Instability), instabilidade de microssatélites (MSI, do inglês Microsatellite Instability) e 

instabilidade epigenética, decorrente do fenótipo metilador de ilhas CpG (CIMP, do 

inglês CpG Island Methylator Phenotype). Em torno de 70% dos casos de CCR de 

cunho esporádico há CIN, a qual pode ser percebida pelas diferentes alterações que 

ocorrem em nível cromossômico. Tais alterações podem envolver o cromossomo 

Figura 1.2: Distribuição do CCR de acordo com as manifestações esporádica, familiar e 
hereditária. O CCR esporádico responde por 70% dos casos, o familiar por 25% e o hereditário 
por 5%, sendo que em 2-4% dos casos os pacientes são acometidos pela Síndrome de Lynch e em 
menos de 1% dos casos pela FAP (do inglês Familial Adenomatous Polyposis). Adaptado de 
MOKARRAM et al., 2017. 
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inteiro, resultando em aneuploidia (alteração do número de cromossomos), ou 

podem comprometer a estrutura deles, seja em menor grau devido a mutações que 

frequentemente resultam em perda de heterozigosidade em genes supressores 

tumorais, ou em maior grau com a presença de translocações cromossômicas 

(PINO; CHUNG, 2010; SANSREGRET; VANHAESEBROECK; SWANTON, 2018). 

Em circunstâncias que se verificam anomalias no mecanismo de reparo de DNA do 

tipo MMR, regiões de microssatélites são diretamente afetadas, uma vez que os 

erros que ali ocorrem no decorrer do processo de replicação se acumulam gerando 

MSI. Conforme descrito anteriormente, a MSI é uma característica da Síndrome de 

Lynch, no entanto, pode estar presente também em 15% das manifestações 

esporádicas de CCR. Neste caso, é fruto da inibição da expressão de MLH1, devido 

à hipermetilação da região promotora deste gene, situação que evidencia a 

associação entre MSI e CIMP (DE' ANGELIS et al., 2018). Finalmente, o CIMP é 

caracterizado pela presença da hipermetilação global de ilhas CpG em regiões 

promotoras, resultando na inativação de genes. Além da metilação do promotor de 

MLH1 também é comum observar mutação no oncogene BRAF (do inglês v-raf 

murine sarcoma viral oncogene homolog B) em amostras consideradas CIMP-high 

(RHEE; KIM; KANG, 2017). 

Como consequência desses processos, genes supressores de tumor sofrem 

perda de função, enquanto o contrário ocorre com os oncogenes, levando assim a 

um desequilíbrio na homeostase tecidual (DREWES; HOUSSEAU; SEARS, 2016). 

Essa quebra na homeostase é percebida por meio de alterações morfológicas e 

moleculares que ocorrem ao longo do desenvolvimento da doença nas criptas do 

intestino grosso. A essa sucessão de eventos histopatológicos, primeiramente 

descritos por Fearon e Vogelstein (1990), deu-se o nome de sequência adenoma-

carcinoma. Nesse modelo clássico, a tumorigênese surge a partir de mutações 

capazes de gerar um estado hiperplásico (com perda do equilíbrio proliferativo sem 

alterações morfológicas), que é sucedido por um estado displásico (desregulação 

proliferativa somada a mudanças no fenótipo celular), favorecendo desta forma o 

surgimento de lesões precursoras inicialmente benignas (pólipos adenomatosos) 

que evoluem até atingirem o estágio de adenocarcinoma. Inicialmente, mutações no 

gene supressor tumoral APC favorecem o surgimento de adenomas, já que 

impactam na montagem do complexo responsável pela degradação da β-catenina. 

Isso permite o acúmulo dessa proteína no citoplasma e sua posterior translocação 

para o núcleo, onde, ao interagir com os fatores de transcrição TCF/LEF (do inglês 
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T-cell factor/ lymphoid enhancer binding factor), ativa a transcrição de genes 

relacionados à proliferação, indiferenciação celular e sobrevivência (HANKEY; 

FRANKEL; GRODEN, 2018). Também vale ressaltar o papel de APC no 

estabelecimento da CIN, já que determinadas mutações neste gene podem 

comprometer a formação do fuso mitótico (ZHANG; SHAY, 2017). Após esse evento, 

diversas mutações ocorrem em diferentes genes afetando a sinalização mediada por 

PI3K (do inglês Phosphoinositide 3-Kinase), TGF-β (do inglês Transforming Growth 

Factor-β) e receptores tirosina quinase. É interessante evidenciar que mutações 

acometendo o gene KRAS (do inglês Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog) e 

BRAF se comportam de forma mutuamente exclusiva, o que evidencia a existência 

de múltiplas vias de progressão (NETWORK, 2012; GOTO; MARUSAWA; CHIBA, 

2013; CARETHERS; JUNG, 2015).  

Além da sequência adenoma-carcinoma, outra possibilidade para explicar a 

carcinogênese colorretal é através da chamada via serrátil. Nesse modelo, a 

evolução da doença se inicia com o aparecimento de outro tipo de lesão benigna 

denominada pólipo serrátil. A maioria dos tumores que se desenvolvem através 

dessa via apresentam mutações em BRAF e podem ser associados tanto com MSI 

quanto com CIMP (DE PALMA et al., 2019).  

Como é possível perceber, os mecanismos a partir dos quais os tumores 

colorretais se desenvolvem podem variar de um paciente para o outro, evidenciando 

assim a questão da heterogeneidade intertumoral. Por esse motivo, durante mais de 

uma década, diversos grupos buscaram maneiras de identificar subtipos moleculares 

do CCR que pudessem guiar a prática clínica, predizendo o desfecho e indicando o 

tratamento adequado para cada subconjunto de indivíduos. Finalmente, em 2015, 

um consórcio internacional conseguiu chegar a um consenso e estabeleceu quatro 

subtipos moleculares, chamados de CMS (do inglês Consensus Molecular Subtype). 

O CMS1 (MSI Imune) apresenta MSI e CIMP-high, sofre grande influência do 

infiltrado imunológico, possui mutações em BRAF e é o subtipo com a pior sobrevida 

após a recorrência. O CMS2 (Canônico) é regido pela via de WNT (do inglês 

wingless-type MMTV integration site family) e apresenta a melhor sobrevida após a 

recorrência. Já o CMS3 (Metabólico) se caracteriza pela ativação de diversas vias 

metabólicas e pela presença de mutações em KRAS. Por fim, o CMS4 

(Mesenquimal) é aquele que apresenta uma assinatura relacionada à EMT (do inglês 

Epithelial Mesenchymal Transition), envolvendo alterações mediadas pela via de 

TGF-β e presença de infiltrado estromal. Ele configura o subtipo com a pior 



 

7 
 

sobrevida global e sobrevida livre de recorrência (GUINNEY et al., 2015). A figura 

1.3 apresenta um resumo das principais características de cada subtipo. 

 

Figura 1.3: Subtipos moleculares do CCR segundo o classificador CMS. A figura mostra os 
quatro subtipos moleculares de acordo com suas características. Essa classificação leva em 
consideração aspectos moleculares, clínicos e as principais vias de sinalização acometidas. CAFs (do 
inglês Cancer Associated Fibroblasts); JAK/STAT (do inglês Janus Kinase/Signal Transducers and 
Activators of Transcription); MSI (do inglês Microsatellite Instability); CIMP (do inglês CpG Island 
Methylator Phenotype); BRAF(do inglês v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B); DSF (do 
inglês Disease Free Survival); SRC (do inglês v-src avian sarcoma viral oncogene); WNT (do inglês 
wingless-type MMTV integration site family); CIN (do inglês Chromossomal Instability); KRAS (do 
inglês Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog); TGF-β (do inglês Transforming Growth Factor-β); 
EMT (do inglês Epithelial Mesenchymal Transition); VEGF (do inglês Vascular Endothelial Growth 
Factor). Adaptado de FESSLER; MEDEMA, 2016. 

 

Embora esse classificador seja capaz de estratificar a maioria das amostras, 

13% delas não foram passíveis de classificação o que, em alguns casos, se deu 

devido à presença de parâmetros comuns a mais de um CMS (GUINNEY et al., 

2015). Uma possível explicação para isso poderia estar relacionada à 
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heterogeneidade intratumoral. Um estudo evidenciou o impacto dessa 

heterogeneidade nos sistemas de classificação por subtipos ao demonstrar que 

amostras provenientes de regiões tumorais distintas de uma mesma peça cirúrgica 

(fronte invasivo e região central), apresentavam um painel de genes diferencialmente 

expressos capazes de agrupá-las em categorias distintas (DUNNE et al., 2016). 

Outra limitação do CMS diz respeito ao fato dos subtipos sofrerem influência de 

fatores oriundos do microambiente tumoral, impossibilitando o estabelecimento de 

grupos formados somente a partir de características inerentes ao tumor. Com o 

intuito de solucionar essa questão, pesquisadores utilizando o modelo de PDX (do 

inglês Patient-Derived Xenografts) conseguiram chegar a cinco subtipos 

denominados CRIS (do inglês Colorectal Cancer Intrinsic Subtypes). CRIS-A 

engloba tumores mucinosos com intensa ativação de vias glicolíticas, presença de 

MSI ou mutação em KRAS. CRIS-B caracteriza-se por tumores com ativação da 

sinalização por TGF-β e indução de EMT, sendo o subtipo com o pior prognóstico. 

CRIS-C representa tumores que respondem à inibidores de EGFR, já que são 

bastante dependentes dessa sinalização. No subtipo CRIS-D, há sinalização 

mediada por WNT e amplificação, com consequente superexpressão, de IGF2 (do 

inglês Insulin-like Growth Factor 2). Por fim, CRIS-E tem um fenótipo semelhante às 

células de Paneth e apresenta mutações em TP53 (do inglês Tumor Protein p53) 

(ISELLA et al., 2017). 

Dados mostraram que o algoritmo de CRIS parece ser superior ao de CMS 

em relação à classificação de amostras tumorais pareadas (fronte invasivo, região 

central e metástase linfonodal) de um mesmo paciente (DUNNE et al., 2017) e 

também em relação à classificação de biópsias parafinadas (ALDERDICE et al., 

2018). Além disso, o sistema CRIS mantém a fidelidade de classificação mesmo 

após o tratamento dos pacientes por três semanas com bevacizumab (anticorpo 

monoclonal que tem como alvo o VEGF), demonstrando assim a robustez do 

algoritmo (ALDERDICE et al., 2018). 

O amplo debate acerca dos diferentes sistemas de classificação do CCR 

demonstra a dimensão da complexa arquitetura que rege essa enfermidade. 

Características inerentes às células tumorais, somadas a fatores relacionados ao 

microambiente, proporcionam o estabelecimento de subclones heterogêneos dentro 

da massa tumoral. Assim, ao longo da progressão da doença, células com diferentes 

arcabouços genéticos e epigenéticos sofrem pressões seletivas oriundas de um 

microambiente dinâmico, em que há oscilações de nutrientes e oxigênio. A 
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consequência é a seleção de clones mais adaptados, gerando assim – seja temporal 

ou espacialmente – a chamada heterogeneidade intratumoral, conforme ilustra a 

figura 1.4 (MCGRANAHAN; SWANTON, 2017).  

 

Figura 1.4: Tipos de heterogeneidade intratumoral. A heterogeneidade espacial (a) diz respeito à 
diferença entre subclones encontrada ao se comparar sítio primário e secundário ou mesmo ao se 
analisar diferentes regiões da mesma massa tumoral. Já a heterogeneidade temporal (b) pode se 
referir às mudanças moleculares que ocorrem no tumor ao longo do tempo, seja em relação à 
evolução da doença ou mesmo em relação à diferentes tratamentos que, consequentemente, geram 

diferentes pressões seletivas. Adaptado de DAGOGO-JACK; SHAW, 2018.  

 

Temporalmente, conforme a doença evolui, um subclone dentro do tumor 

primário que possua menor capacidade de proliferação pode representar o grupo 

mais bem adaptado para os processos de disseminação e colonização do sítio 

secundário e, com isso, ser aquele capaz de dar origem à metástase. De outra 

maneira, durante um determinado tratamento, pode existir a seleção de subclones 

que não são afetados pela terapia e, posteriormente, recompõem o tumor a partir de 

subclones diferentes a cada nova intervenção (DAGOGO-JACK; SHAW, 2018). Por 

outro lado, espacialmente, a própria composição, seja do tumor primário ou de cada 

foco metastático, é estabelecida pela presença de clones variados com diferentes 

capacidades funcionais (KELLER; PANTEL, 2019). Análises de amostras oriundas 

de diferentes regiões do tumor primário de CCR evidenciaram a existência de 

diversos clones e subclones dentro da massa tumoral (SOTTORIVA et al., 2015; 

UCHI et al., 2016; SUZUKI et al., 2017). Além disso, já foi mostrado que metástases 

linfonodais e distantes podem ser originadas a partir de diferentes subclones do 

tumor primário (NAXEROVA et al., 2017). Análises do perfil genômico de amostras 
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pareadas de tumor primário e de metástase pela técnica de WGS (do inglês Whole 

Genome Sequencing) demonstraram que, embora exista uma sobreposição de 

mutações em ambas as amostras, 15% delas são únicas do tumor primário, 

enquanto 19% são únicas das metástases e, nesse último caso, parecem impactar 

vias de sinalização que favoreceriam a colonização de determinado sítio secundário 

(ISHAQUE et al., 2018).  

Em contraste com a ideia de evolução clonal, a heterogeneidade intratumoral 

também vem sendo discutida sob a ótica das células tronco tumorais (CTTs). Nesta 

perspectiva, nem todas as células dentro da massa tumoral seriam capazes de dar 

origem ao tumor, sendo esse papel exercido somente pelas CTTs. Três estudos 

distintos possibilitaram essa conclusão ao rastrear células in vivo através de 

proteínas fluorescentes. Utilizando um modelo murino sofisticado que combina três 

aparatos distintos para observar in situ o crescimento de adenomas (geração de 

adenoma intestinal pelo knockout de APC; identificação por fluorescência do 

marcador LGR5 de células tronco da cripta intestinal; e sistema R26R-Confetti para 

rastrear as progênies através da mudança de cores induzida pelo tamoxifeno), foi 

possível observar nos adenomas a mesma hierarquia do intestino sadio com um 

pequeno grupo de células LGR5+ dando origem a células iguais a elas, mas também 

a células LGR5- (SCHEPERS et al., 2012). De forma semelhante, outro estudo 

mostrou que essa hierarquia foi observada em tumores de pele benignos, no 

entanto, parece ocorrer um deslocamento desse equilíbrio durante a transformação 

maligna, já que, no carcinoma de células escamosas da pele há um aumento no 

número de CTTs sem que isso represente um aumento nas células destinadas à 

diferenciação. Assim, os autores sugerem que a heterogeneidade intratumoral seria 

decorrente da evolução neutra, uma vez que as CTTs estão envolvidas nos 

processos aleatórios de divisão simétrica ou assimétrica que ditam o destino das 

células (DRIESSENS et al., 2012). Ou seja, essa heterogeneidade seria resultado 

desses processos supostamente aleatórios, sem que isso envolvesse qualquer 

mecanismo de seleção natural. Já o terceiro trabalho mostrou que após a 

administração de uma droga que eliminava as células proliferativas presentes em 

gliomas murinos, o crescimento tumoral era retomado por um pequeno grupo de 

células que expressavam um marcador de células tronco neurais (nestina), e davam 

origem a uma progênie que gradativamente perdia a expressão deste marcador. 

Entretanto, a eliminação conjunta dessa subpopulação e de suas células 

progenitoras proliferativas proporcionou a, praticamente completa, eliminação do 
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tumor (CHEN et al., 2012). Um quarto estudo confirmou que o crescimento de 

glioblastomas seguia uma hierarquia regida por evolução neutra. No entanto, este 

mesmo estudo demonstrou a presença de clones que escapavam a essa regra, pois 

podiam ser expandidos mediante o tratamento com quimioterápicos (LAN et al., 

2017).  

É interessante ressaltar, no entanto, que essa hierarquia pode ser plástica, 

pois em determinadas circunstâncias células diferenciadas podem sofrer 

desdiferenciação e adquirir características de CTTs. Um elegante estudo corroborou 

para essa conclusão ao documentar que após a depleção de células positivas para o 

marcador LGR5, em tumores primários de cólon, esta subpopulação era 

reestabelecida a partir da população negativa para este marcador, o que permitiu 

novo crescimento tumoral. Por outro lado, o mesmo tipo de depleção em células de 

tumor secundário (metástase hepática) resultava na sua redução (DE SOUSA E 

MELO et al., 2017). As diferentes respostas encontradas durante a eliminação das 

CTTs nos sítios primário e secundário dão indícios de que o microambiente pode 

desempenhar um papel na ativação de programas que induzem a desdiferenciação. 

Um exemplo disso foi descrito em ambiente inflamatório onde há presença de TNF-α 

(do inglês Tumor Necrosis Factor α). O TNF-α causa ativação de NF-κB (do inglês 

Nuclear Factor-Kappa B) e, em contextos em que a β-catenina se encontra 

constitutivamente ativa, esse fator transcricional causa uma superestimulação da via 

de WNT que faz com que células não-tronco do intestino apresentem características 

de CTTs (SCHWITALLA et al., 2013).  

Considerando a relevância clínica da heterogeneidade tumoral no âmbito da 

falha terapêutica e da progressão da doença, é possível presumir que uma melhor 

compreensão dos mecanismos envolvidos nesse processo pode contribuir 

efetivamente para o avanço da medicina de precisão.  

 

1.2. Células tronco tumorais 

 
O conceito de CTTs surgiu com o trabalho pioneiro de Bonnet e Dick (1997) 

em leucemia mieloide aguda, que descreveu nesta doença uma população de 

células – isoladas a partir do perfil de marcadores de superfície relacionados às 

células tronco hematopoiéticas (CD34+/CD38-) – capazes de se diferenciar ao 

mesmo tempo que mantinham capacidade de autorrenovação quando 

transplantadas em camundongos imunodeficientes. Essas observações permitiram 
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afirmar que a leucemia mieloide aguda se estabelecia segundo uma hierarquia. 

Posteriormente, os mesmos achados foram descritos em câncer de mama, em que o 

transplante de somente 100 células CD44+/CD24-/low em camundongos 

imunodeficientes era suficiente para iniciar o crescimento tumoral (AL-HAJJ et al., 

2003). Essa população também foi descrita em outros tumores sólidos, como câncer 

colorretal, de ovário, de próstata, de pulmão, dentre outros (BATLLE; CLEVERS, 

2017). No entanto, a frequência das CTTs, embora geralmente muito baixa, parece 

variar de acordo com o tipo de tumor e mesmo dentro do mesmo tipo tumoral. Por 

exemplo, em adenocarcinoma pancreático essa frequência variou entre 1/2500 e 

1/18000 células, já em adenocarcinoma de não pequenas células de pulmão a 

frequência foi de 1/16000 a 1/30000 células, mas aumentou após sucessivos 

xenotransplantes (ISHIZAWA et al., 2010). 

Como já foi mencionado anteriormente, as CTTs representam uma população 

de células raras que normalmente são quiescentes e detêm capacidade de 

autorrenovação, além de darem origem também a células progenitoras, as quais 

apresentam capacidade transiente de proliferação. Dessa forma, pode-se afirmar 

que as CTTs obedecem a uma hierarquia (Figura 1.5a) e são responsáveis pelo 

crescimento em longo prazo do tumor e, por esse motivo, são aquelas que quando 

xenotransplantadas conseguem promover o crescimento da nova massa tumoral 

(BATLLE; CLEVERS, 2017). 

Baseado em estudos com células tronco adultas de tecidos normais, foi 

possível inferir que as células tronco podem apresentar dois tipos de divisão celular 

(Figura 1.5b). Na divisão simétrica, uma célula tronco dá origem a duas células 

tronco ou duas células progenitoras de amplificação transiente. Já na divisão 

assimétrica, uma célula tronco dá origem a duas células distintas: uma progenitora e 

uma tronco. Desse modo, o nicho tem papel fundamental, já que atua ditando qual 

caminho será seguido por essas células e, consequentemente, acaba por promover, 

uma competição neutra, ou seja, nesta situação não existe célula mais adaptada, 

mas sim um ambiente com capacidade restrita que desloca o equilíbrio hierárquico 

mais para um lado ou para outro. Dessa forma, a permanência de uma célula tronco 

em um determinado nicho é o que garante a ela perpetuação de suas características 

fenotípicas. No entanto, o que se verifica no câncer (Figura 1.5c) é que as CTTs 

passam a não mais necessitar dos sinais vindos do nicho, e isso desequilibra a 

hierarquia celular na massa tumoral, que passa a contar com maior número de CTTs 
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e menor número de células diferenciadas do que o que se observa em tecidos 

saudáveis (BATLLE; CLEVERS, 2017). 

 

Figura 1.5: Modelo de funcionamento das células tronco em condições normais e tumorais. a) 
Organização hierárquica das células tronco. b) Maneiras de divisão da célula tronco (simétrica e 
assimétrica) e influência da competição neutra induzida pelo nicho no destino celular. c) 
Independência da sinalização do nicho conforme as células tronco adquirem um caráter maligno 
causando desequilíbrio na hierarquia tecidual. Adaptado de BATLLE; CLEVERS, 2017. 

 

A manutenção das CTTs é regulada por diversas vias de sinalização que 

estão associadas com a embriogênese, tais como: WNT, JAK/STAT, Sonic 

Hedgehog e Notch (MATSUI, 2016). Além disso, células tronco embrionárias e 

tumorais expressam fatores transcricionais relacionados à pluripotência, como SOX2 

(do inglês Sex-determining region Y-box 2), OCT4 (do inglês Octamer-binding 

transcription factor 4) e NANOG, que são conhecidos por reprimir a diferenciação 

celular e favorecer o estado tronco (stemness) (LIU; YU; LIU, 2013).  
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Outra característica interessante relacionada às CTTs diz respeito à 

capacidade que essas células apresentam de resistir às terapias convencionais. 

Dentre os processos que contribuem para a resistência, é possível citar: a 

superexpressão de bombas de efluxo (BLEAU et al., 2009), mecanismos de reparo 

de dano no DNA mais eficientes (DESAI; WEBB; GERSON, 2014), ou até mesmo o 

aumento da expressão de genes envolvidos com o metabolismo de espécies 

reativas de oxigênio, que resultam em menor indução de morte dessas células por 

radiação ionizante, pois esse tipo de morte é mediada pela produção de radicais 

livres (DIEHN et al., 2009; KIM; KANG; CHO, 2013). Além disso, a plasticidade 

dessas células possibilita uma alternância dinâmica entre quiescência e entrada no 

ciclo celular, prevalecendo a manutenção do estado quiescente durante períodos de 

exposição a tratamentos. Nesse sentido, foi demonstrado que durante o período de 

tratamento as células tronco de glioblastoma sofrem reprogramação epigenética 

para favorecer a via Notch, que é capaz de mediar um estado de quiescência. 

Entretanto, o mesmo estudo observou que alguns clones no tumor primário já 

apresentam essa reprogramação mesmo antes da exposição do paciente a qualquer 

droga (LIAU et al., 2017). Esses achados evidenciam que o melhoramento na 

detecção das CTTs e na compreensão dos mecanismos que regem o estado tronco 

facilitariam o desenvolvimento de estratégias terapêuticas voltadas para a 

eliminação dessa população de células, o que resultaria em redução da resistência 

e, consequentemente, da recorrência da doença. 

 

1.2.1. Mecanismos de detecção e isolamento de células tronco 

 
Atualmente, existem diferentes técnicas que permitem a identificação e 

isolamento da população de CTTs. Todas se baseiam em características intrínsecas 

dessas células. O ensaio de side population utiliza o corante fluorescente Hoescht 

33342 para identificar as CTTs. Como essa população de células apresenta 

superexpressão de transportadores ABC (do inglês ATP-Binding Cassette), 

responsáveis pela extrusão de drogas, o corante é rapidamente eliminado da célula 

e a população de CTTs é detectada por citometria de fluxo como um rastro lateral, 

deslocado em relação à população principal, devido à menor intensidade de 

fluorescência. Nesse ensaio, o verapamil é usado como um controle, já que, em sua 

presença, ocorre inibição dos transportadores ABC e a identificação desse rastro é 

perdida (SHIMODA; OTA; OKADA, 2018). Já o ensaio de formação de esferas 
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possibilita o enriquecimento de CTTs por meio do crescimento de células em baixa 

densidade, em um ambiente de não aderência, sem indutores de diferenciação 

celular. Nesse sistema, apenas células com capacidade de autorrenovação 

conseguiriam dar origem a uma nova massa tumoral, nesse caso, os esferoides 

(AKBARZADEH et al., 2019). A técnica considerada padrão ouro para a detecção de 

CTTs tem sido a tumorigênese in vivo, que consiste no xenotransplante de células 

tumorais em camundongos imunodeficientes. Para isso, as células são inoculadas 

seguindo uma diluição limitante. Considerando que apenas CTTs poderiam dar 

origem ao tumor é possível inferir sua frequência (AKBARZADEH et al., 2019). 

Atualmente, devido às limitações desse ensaio, ele vem perdendo espaço para as 

técnicas de lineage tracing, que consistem no rastreamento das CTTs mediante a 

expressão gênica de algum marcador específico concomitantemente a uma 

recombinase, a qual é capaz de ativar um gene repórter. Assim, é possível o estudo 

in situ das CTTs (BATLLE; CLEVERS, 2017). Além dessas técnicas, a citometria de 

fluxo e o cell sorting utilizando anticorpos contra proteínas de superfície presentes 

em CTTs podem ser empregados. Essas proteínas funcionam como marcadores 

dessa população, porém devido a sua grande variabilidade entre os diferentes tipos 

de tumor, ainda não existe um painel universal de marcadores. Alguns desses 

marcadores são: CD133 (ou Prominina-1), CD44, CD24, LGR5, dentre outros 

(AKBARZADEH et al., 2019). Utilizando citometria de fluxo, é possível também 

avaliar a atividade de ALDH1 (do inglês Aldehyde dehydrogenase 1), utilizando o kit 

comercial Aldefluor®, que contém um substrato no qual ALDH1 atua promovendo 

sua conversão a um produto fluorescente que se acumula nas células. Como as 

CTTs apresentam alta atividade de ALDH1 é possível identificá-las pela maior 

intensidade de fluorescência  (MELE; LICCARDO; TIRINO, 2018).  

Embora diversas metodologias possam ser empregadas para a detecção de 

CTTs, todas são estabelecidas a partir de características intrínsecas dessa 

população, seja a síntese de determinada proteína que funciona como marcador, 

aumento de atividade de uma enzima ou sua capacidade de autorrenovação e de 

diferenciação. Portanto, avanços no conhecimento dos mecanismos que envolvem a 

manutenção do estado tronco podem contribuir para uma melhor caracterização 

dessas células, podendo também levar ao desenvolvimento de novas maneiras de 

detecção e vice-versa. Nesse sentido, é possível que a glicosilação aberrante tenha 

um papel significativo tanto na manutenção do perfil tronco, quanto na identificação 

de novos marcadores, no entanto, este campo vem sendo pouco explorado. 
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1.3. Glicosilação de proteínas 

 
A glicosilação é um processo de modificação em que carboidratos são 

adicionados a proteínas ou lipídios por meio de ligação covalente, dando origem aos 

chamados glicoconjugados. Os carboidratos podem se organizar formando oligo ou 

polissacarídeos por meio do estabelecimento de ligações glicosídicas entre unidades 

mais simples chamadas de monossacarídeos. Os monossacarídeos têm fórmula 

geral (CH2O)n, com n variando de três a sete. É possível classificá-los de acordo 

com o número de carbonos ou grupo funcional (aldeído ou cetona) que apresentam. 

Uma característica fundamental dos carboidratos é a formação de isômeros que 

podem ser ópticos ou de função. Além disso, os monossacarídeos podem se 

apresentar na forma cíclica (resultado do ataque que o carbono anomérico sofre por 

uma hidroxila da própria molécula) que origina isômeros anoméricos alfa e beta 

(VARKI et al., 2015). Tendo em vista as características apresentadas, é possível 

perceber que as ligações glicosídicas podem ocorrer em configurações variadas, o 

que permite o estabelecimento de uma enorme diversidade de moléculas. 

Os glicoconjugados podem ser agrupados em diferentes classes: 

glicoproteínas, proteoglicanos e glicoesfingolipídios (Figura 1.6). As glicoproteínas 

podem se apresentar como N-glicanos, O-glicanos ou proteínas ancoradas na 

membrana por meio de GPI (do inglês glycosylphosphatidylinositol). Os 

proteoglicanos são formados a partir da ligação de cadeias de glicosaminoglicanos 

(GAGs) a proteínas, com exceção do ácido hialurônico (HA do inglês Hyaluronic 

Acid), que é encontrado livre e apenas interage com proteínas de forma não 

covalente. Os GAGs que compõem os proteoglicanos, como o heparan sulfato, 

queratan sulfato e o sulfato de condroitina, são originados a partir da ordenação de 

dissacarídeos formados por uma glicosamina e um ácido urônico ou galactose. Por 

fim, os glicoesfingolipídios são formados a partir da ligação de carboidratos a 

lipídios, nesse caso, ceramidas (VARKI et al., 2015).  
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Figura 1.6: Representação das diferentes classes de glicoconjugados presentes nas células. A 
variedade de glicanos engloba N-glicanos, O-glicanos, glicoproteínas ancoradas por GPI, 
proteoglicanos formados por glicosaminoglicanos e glicoesfingolipídios. N-glicanos são aqueles 
ligados a proteínas através da cadeia lateral de resíduos asparagina (Asp) enquanto em O-glicanos 
essa ligação é feita em resíduos serina ou treonina (Ser/Thr). Os O-glicanos englobam as mucinas, 
caracterizadas pela presença de uma N-acetilgalactosamina (GalNAc) como primeiro 
monossacarídeo do glicano e a modificação por O-GlcNAc caracterizada pela ligação dinâmica de 
uma única N-acetilglicosamina (GlcNAc) em O-glicanos na posição β. Os proteoglicanos são 
formados por glicosaminoglicanos ancorados a proteínas, com exceção do ácido hialurônico que se 
encontra livre na matriz extracelular. As proteínas podem ainda ser ancoradas na camada externa da 
membrana plasmática por meio do glicosilfosfatidilinositol. Por outro lado, a ligação de glicanos a 
lipídios origina os glicoesfingolipídios. Gal (galactose), Glc (glicose), Man (manose), Xyl (xilose), IdoA 
(ácido idurônico), GalNAc (N-acetilgalactosamina), GlcNAc (N-acetilglicosamina), GlcN (glicosamina), 
Fuc (fucose) e ácido glicurônico (GlcA). Adaptado de PINHO; REIS, 2015. 

 

Diferentes reações enzimáticas mediadas por glicosiltransferases e 

glicosidades, definem o estado de glicosilação das proteínas. Essas enzimas 

participam, respectivamente, da incorporação e remoção de monossacarídeos à 

proteínas e glicanos. Para que isso se torne possível, nucleotídeos açúcar devem 

estar disponíveis para servir de substrato para essas enzimas. Os nucleotídeos 

açúcar se originam a partir da dieta, da via de novo ou da via de reaproveitamento e 

são resultantes da associação de um monossacarídeo a UDP (uridina difosfato), 

GDP (guanosina difosfato) ou CMP (citidina monofosfato). Já os monossacarídeos 

que constituem os nucleotídeos açúcar podem ser: ácido siálico (Neu5Ac), fucose 

(Fuc), glicose (Glc), manose (Man), galactose (Gal), N-acetilglicosamina (GlcNAc), 

N-acetilgalactosamina (GalNAc), xilose (Xyl) e ácido glicurônico (GlcA). É importante 

ressaltar que todos eles podem ser obtidos através da glicose. Findado esse 

processo, pode-se ter como resultado final a geração de N- e O-glicanos que diferem 

de acordo com o resíduo de aminoácido da proteína ao qual o monossacarídeo se 
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liga. Em N-glicanos, a ligação ocorre em resíduos de asparagina (Asp) que devem 

aparecer necessariamente na sequência Asn-X-Ser/Thr (asparagina – qualquer 

aminoácido – serina ou treonina), enquanto em O-glicanos essa ligação ocorre em 

resíduos serina ou treonina. Outra divergência entre N- e O-glicanos diz respeito ao 

seu processo de síntese. Os N-glicanos são formados a partir da transferência de 

um oligossacarídeo precursor (formado por 14 monossacarídeos) em bloco para as 

proteínas, enquanto em O-glicanos os oligossacarídeos são montados pela adição 

de monossacarídeos um a um (VARKI et al., 2015). Após essa etapa inicial de 

transferência do oligossacarídeo precursor, os N-glicanos são processados e sua 

maturação envolve diferentes etapas denominadas alongamento, decoração e 

capeamento. O que se observa então ao final do processo são três tipos principais 

de N-glicanos (Figura 1.7): I) os ricos em manose, que não apresentam antenas 

formadas a partir da adição de uma molécula de GlcNAc; II) os híbridos, que 

apresentam uma porção rica em manose e outra na qual ocorre alongamento a partir 

da adição de uma molécula de GlcNAc, gerando uma antena; e III) os complexos, 

que se caracterizam pela presença de duas a quatro antenas (VARKI et al., 2015).  

 

Figura 1.7: Principais tipos de N-glicanos. A figura apresenta o N-glicanos ricos em manose, 
hídridos com presença de antena e uma porção de manose e os complexos com suas múltiplas 
antenas. O retângulo preto ressalta o esqueleto (core) invariável dos N-glicanos formado pelos 5 
monossacarideos mostrados na figura. Adaptado de VARKI et al., 2015. 

 

Os O-glicanos, com exceção de alguns casos especiais, tem sua síntese 

iniciada a partir da transferência de GalNAc para serinas ou treoninas de proteínas. 

Frequentemente, a adição de GalNAc é seguida de alongamento desse glicano que 

pode gerar quatro tipos de estruturas principais, conhecidas como core. Assim como 

ocorre com os N-glicanos, esses core também podem ser maturados ao longo da 

sua síntese no complexo de Golgi (BECKER; TRAN; TABAK, 2018). 
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A modificação por O-GlcNAc representa um tipo especial de O-glicosilação, 

que envolve a transferência de apenas um monossacarídeo (GlcNAc) para proteínas 

e pode ocorrer no núcleo, citoplasma ou mitocôndria. A regulação desse tipo de 

modificação é de responsabilidade de duas enzimas com ações antagônicas: OGT 

(O-GlcNAc transferase), que catalisa a reação de adição de GlcNAc, e OGA (O-

GlcNAcase), que promove a remoção do GlcNAc (Figura 1.8) (NIE; YI, 2019). Para 

que OGT desempenhe sua função, é necessária a presença de UDP-GlcNAc, 

nucleotídeo açúcar, que funciona como substrato para a atuação dessa enzima. A 

síntese do UDP-GlcNAc envolve a integração entre o metabolismo da glicose, de 

aminoácidos, de ácidos graxos e de nucleotídeos numa mesma via denominada via 

das hexosaminas (Figura 1.8) e por esse motivo esse nucleotídeo açúcar é 

considerado um sensor metabólico (HART, 2019). 

 

Figura 1.8: Síntese de UDP-GlcNAc através da via das hexosaminas. A figura representa a via 
das hexosaminas como sensor metabólico, evidenciando a necessidade de influxo de produtos do 
metabolismo de glicose, aminoácidos, ácidos graxos e nucleotídeos. Essa via depende da enzima 
limitante GFAT para seu funcionamento e origina como produto final o UDP-GlcNAc. Uma vez 
sintetizado, o UDP-GlcNAc é utilizado como substrato de OGT para a transferência de GlcNAc para 
proteínas. Antagonicamente, essa modificação é retirada por OGA. Além disso, o UDP-GlcNAc 
também é utilizado na síntese de N- e O- glicanos. Adaptado de SLAWSON; COPELAND; HART, 

2010. 

 

1.4. Papel dos glicanos em câncer 



 

20 
 

 

Em condições normais, os carboidratos regulam uma série de eventos 

celulares como: adesão célula-célula e célula-matriz, reconhecimento imunológico 

de patógenos, sinalização celular promovida por estabilização de proteínas na 

membrana, dentre outros (CUMMINGS; PIERCE, 2014; CUMMINGS, 2019). Com o 

estabelecimento de doenças como o câncer, alguns desses processos sofrem 

desregulação, muitas vezes, mediada por glicosilações aberrantes. A contribuição 

dos processos de glicosilação ao longo da tumorigênese fez com que esse tipo de 

modificação pós-traducional fosse apontada como um hallmark do câncer (VAJARIA; 

PATEL, 2017). Nesse sentido, a tumorigênese pode ser favorecida por determinadas 

estruturas de glicanos, como, por exemplo, é o caso dos O-glicanos truncados, dos 

antígenos Lewis, dos arranjos sialilados, fucosilados e β-1,6 ramificados. 

Durante a síntese de O-glicanos (Figura 1.9b), a adição de GalNAc a resíduos 

serina/treonina de proteínas origina o antígeno Tn. Após esse evento a enzima 

C1GALT1, também conhecida como T-sintase, adiciona uma galactose à GalNAc 

formando o core 1, também conhecido como antígeno T. No entanto, para que isso 

aconteça, a enzima T-sintase deve apresentar um enovelamento correto que é 

garantido pela chaperona COSMC. Amostras de CCR apresentam níveis 

aumentados dos antígenos Tn e da sua forma sialilada sTn (gerada pela ação de 

ST6GALNAC1) quando comparadas com o tecido normal adjacente, no entanto, não 

apresentam alterações funcionais nem em COSMC nem em T-sintase (SUN; JU; 

CUMMINGS, 2018). Além disso, T-sintase também apresenta níveis aumentados em 

amostras de CCR e foi correlacionada ao pior prognóstico e à aquisição de um 

caráter maligno pelas células tumorais (HUNG et al., 2014). Somado a isso, há maior 

atividade de ST3GAL1 e maior marcação do seu produto (sT) em amostras de CCR 

quando comparadas com o tecido normal adjacente, embora esse efeito seja menos 

evidente que o observado para os tecidos de câncer de mama (PATIL et al., 2014). 

Outro aspecto importante está vinculado ao fato dos antígenos sT e sTn serem 

encontrados predominantemente em MUC1 e na variante 6 de CD44 (HOLST; 

WUHRER; ROMBOUTS, 2015), uma vez que ambos apresentam correlação com o 

pior prognóstico dos pacientes com CCR (WANG et al., 2017; LI et al., 2019). 

Além dos O-glicanos truncados iniciados pela adição de GalNAc, a 

modificação por O-GlcNAc (Figura 1.8), um tipo especial de O-glicosilação, também 

se mostra bastante relevante no contexto do câncer. Esse tipo de modificação 

depende da disponibilidade do produto final da via das hexosaminas: o UDP-
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GlcNAc. Um dos pontos limitantes dessa via é determinado pela enzima GFAT 

(glutamina-frutose-6-fosfato amidotransferase) que apresenta duas isoformas: 

GFAT1 (codificada pelo gene GFPT1) e GFAT2 (codificada pelo gene GFPT2). 

Ambas têm seus níveis aumentados em amostras de CCR (VASCONCELOS-DOS-

SANTOS et al., 2017). Em células de carcinoma de pulmão de não pequenas células 

estimuladas com TNF/TGF-β, para a indução de EMT, foi observado aumento da 

expressão de GFPT2 mediada por NF-κB o que promovia aumento da migração 

celular (SZYMURA et al., 2019). Também foi relatado que pacientes com câncer 

pancreático que apresentavam maiores níveis de GFAT1 foram associados a uma 

menor sobrevida global (YANG et al., 2016). Outros estudos apontaram aumento 

dos níveis proteicos de OGT e das modificações por O-GlcNAc em amostras de 

câncer de pulmão e cólon (MI et al., 2011). O aumento das modificações por O-

GlcNAc leva a um aumento dos níveis proteicos de β-catenina, bem como, de sua 

atividade transcricional resultando em aumento de migração em linhagens celulares 

de fibroblastos (HAROSH-DAVIDOVICH; KHALAILA, 2018).  

A enzima N-acetilglicosaminiltransferase-V, conhecida por MGAT5 ou GnT-V, 

é codificada pelo gene MGAT5. Essa enzima é responsável pela transferência de 

uma N-acetilglicosamina para resíduos de manose de N-glicanos através de uma 

ligação β-1,6 a qual origina N-glicanos ramificados (Figura 1.9a). Em câncer 

colorretal, o aumento dos níveis dessa enzima está correlacionado com pior 

prognóstico e com o desenvolvimento de metástases (MURATA et al., 2000). Com a 

ramificação do N-glicano ele pode ser então alongado através de estruturas LacNAc, 

compostas por sequências de galactose e N-acetilglicosamina geradas 

principalmente pelas enzimas β3GNT2 (codificada pelo gene B3GNT2) e β4GALT1 

(codificada pelo gene B4GALT1). Além dos N-glicanos tetra antenados, essas 

estruturas também podem estar presentes em O-glicanos e glicolipídios. Uma vez 

formadas, elas podem ser decoradas com antígenos Lewis (TOGAYACHI et al., 

2010; BYDLINSKI et al., 2018) (Figura 1.9c). O encadeamento de dois ou mais 

desses dissacarídeos origina as estruturas poli-LacNAc (Figura 1.9a) capazes de 

interação com galectinas (proteínas com domínios do tipo lectina que se ligam a 

carboidratos). Essa interação é especialmente importante no caso de receptores de 

membrana que podem ser estabilizados pelas galectinas, o que prolonga a duração 

da sinalização celular (FERREIRA et al., 2018). A superexpressão de B3GNT2 em 

células de câncer colorretal promove aumento da migração in vitro e aumento dos 

níveis proteicos de MMP-2 e -14, no entanto, as análises de amostras de CCR 
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indicaram redução da sua marcação em relação ao tecido normal adjacente (JIANG 

et al., 2018). 

Tendo em vista os diversos aspectos da tumorigênese que podem ser 

impactados pela glicosilação aberrante é plausível hipotetizar que ela também tenha 

papel sobre a manutenção da população de CTTs.  

 

 

Figura 1.9: Principais estruturas de glicanos relevantes para o câncer. (a) Representa estruturas 
alteradas em N-glicanos indicando a presença de core fucosilação sintetizada pela enzima FUT8, 
estruturas Poli-LacNAc sintetizadas pelo trabalho conjunto das enzimas β3GNTs e β4GALTs, 
sialilação terminal α-2,3 e α-2,6 sintetizadas por ST3GAL4/6 e ST6GAL1, respectivamente e a 
competição entre MGAT3 e MGAT5 para a síntese de estruturas β-1,4 bifurcadas ou β-1,6 



 

23 
 

ramificadas. (b) Arranjos de glicanos alterados em O-glicanos destacando a enzima C1GALT1 
(também chamada de T-sintase) que necessita da ligação a chaperona COSMC para sua correta 
função, assim alterações observadas em qualquer uma delas implica em deslocamento da síntese 
para O-glicanos truncados Tn, sTn. Além desses também merecem destaque o antígeno T e o sT. (c) 
Estrutura de antígenos Lewis, representando os arranjos de tipo 1 e 2. Caixas verdes representam as 
glicosiltransferases envolvidas na síntese de cada arranjo. Adaptado de PINHO; REIS, 2015. 

 

1.5. Papel dos glicanos no estado tronco tumoral 

 

Um aspecto interessante que dá indícios que diferentes arranjos de glicanos 

podem estar envolvidos na regulação da população de CTTs está ligado ao fato da 

maioria dos marcadores utilizados para identificar essa população serem 

glicoproteínas (MALLARD; TIRALONGO, 2017). 

A modificação de CD44 por O-glicanos truncados em modelos de câncer 

gástrico aumenta sua interação com o ácido hialurônico da matriz (MEREITER et al., 

2019). Por outro lado, a presença de ácidos siálicos terminais em N-glicanos de 

CD44 impede sua interação com o ácido hialurônico (FALLER; GUVENCH, 2014). 

Para a glicoproteína CD133, a perda induzida de um de seus sítios de N-

glicosilação impede sua interação com a β-catenina o que resulta em inativação da 

via de WNT (LIU et al., 2015). Além disso, a presença de sialilação α-2,3, estrutura 

catalisada por enzimas ST3GAL-T (Figura 1.9a), é capaz de promover redução da 

cinética de degradação de CD133 (ZHOU et al., 2010).  

Para além da atuação dos glicanos em modificações de marcadores de CTTs 

eles também parecem desempenhar um papel na manutenção da pluripotência. 

Segundo um estudo realizado com células tronco embrionárias (ESCs, do inglês 

Embryonic Stem Cells) e iPS (do inglês Induced Pluripotent Stem Cell), ambas 

possuíam mais glicanos com sialilação α-2,6 (Figura 1.9a) quando comparadas com 

células não tronco. A indução de diferenciação reduziu esse tipo de sialilação e, de 

forma análoga, a remoção dessas estruturas por neuraminidases induziu 

diferenciação. Vale ressaltar que, além da sialilação, ambas as células também 

possuíam maiores níveis de fucosilação α-1,3 e α-1,6 (ALISSON-SILVA et al., 2014). 

Em tecidos normais de cólon, a enzima ST6GAL1 (que promove a sialilação α-2,6) 

foi documentada apenas na base das criptas (local conhecido por abrigar células 

tronco), colocalizando com ALDH1. Esse mesmo estudo também demonstrou que 

células com maiores níveis de ST6GAL1 eram CD133+/ALDH1+ e resistentes ao 

irinotecano (SWINDALL et al., 2013). De fato, ST6GAL1 parece regular SOX9 para 

manter o estado tronco (SCHULTZ et al., 2016). Além disso, recentemente, foi 
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demonstrado que SOX2 é capaz de se ligar ao promotor de ST6GAL1 e induzir sua 

transcrição (DORSETT et al., 2019).  

A enzima MGAT5 (Figura 1.9a) também parece participar de um mecanismo 

que beneficia a população de CTTs. Esse mecanismo envolveria a modificação de 

receptores Frizzled 7 por N-glicanos com ramificações do tipo β1,6-GlcNAc, 

impactando na sinalização de WNT e resultando no favorecimento da população de 

CTTs (GUO; NAGY; PIERCE, 2014).  

No que diz respeito à fucosilação, um grupo mostrou a partir de um array de 

lectinas feito em células resistentes à gemcitabina que apresentavam características 

tronco um aumento de fucosilação α-1,2; α-1,3 e α-1,4. Isso foi acompanhado por 

aumento na expressão de FUT1, 2, 3, 4 (Figura 1.9c), além de redução na 

expressão de FUT8 (responsável pela adição de fucose na posição α-1,6 ao primeiro 

GlcNAc do core de N-glicanos, conforme ilustrado na figura 1.9a). No entanto, o 

aumento de fucosilação não estava envolvido com a resistência à droga, e foi 

confirmado ocorrer mesmo em células sem tratamento quando eram submetidas ao 

ensaio de formação de esferas (TERAO et al., 2015). 

Em relação aos O-glicanos, a presença de estruturas truncadas sTn (Figura 

1.9b), favorecidas pelo silenciamento da chaperona COSMC, induziu EMT (do inglês 

Epithelial Mesenchymal Transition) em células de câncer pancreático. Estas 

estruturas foram capazes, também, de promover o fenótipo tronco, o que foi 

evidenciado pelo aumento de side population, de formação de esferas e das células 

CD44+ ou CD133+, dependendo da linhagem celular estudada (THOMAS et al., 

2019). Em CTTs de pâncreas foi observado um aumento de dois antígenos de 

carboidratos associados ao tumor, Tn e sLea (Figura 1.9b e c, respectivamente), e 

maiores níveis das enzimas GALNT3 (responsável pela adição de GalNac a 

resíduos Ser/Thr para síntese do antígeno Tn) e B3GNT3 (responsável pela 

extensão do core 1 através da síntese da estrutura poli-LacNAc). Além disso, foi 

observada também redução dos níveis de MGAT4A (responsável pela ramificação β-

1,4 que gera N-glicanos tri- e tetra-antenados). Curiosamente, tratamentos com 

inibidores de N-glicosilação (como a tunicamicina) e O-glicosilação (como o BAG, 

benzil-2-acetamido-2-deoxi-α-D-galactopiranosídio), assim como o silenciamento de 

GALNT3, foram capazes de promover diminuição dessa subpopulação (BARKEER 

et al., 2018). 

Com relação a modificações por O-GlcNAc (Figura 1.8), foi observado em 

células de câncer colorretal que a redução na expressão de OGT é acompanhada 
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de redução na população de CTTs as quais passam a expressar MYBL1, um 

ativador transcricional que atua no processo de diferenciação (GUO et al., 2017). 

Contrariamente, outro estudo, também utilizando células de câncer colorretal, 

apontou que a inibição de OGT resultou na geração de uma população de células 

com características tronco que apresentavam aumento dos marcadores 

CD44+/CD133+ e eram capazes de formar esferas (FUENTES-GARCÍA et al., 

2019). 

Embora um número discreto de estudos evidencie a presença de glicosilação 

aberrante em CTTs, nenhum vislumbrou os glicanos como marcadores plausíveis 

dessa população, tampouco enxergou esses açúcares como sendo fruto de 

processos alterados que poderiam ressaltar aspectos próprios das CTTs. Além 

disso, ainda se sabe pouco a respeito do impacto que essas modificações poderiam 

causar na manutenção do perfil tronco.  
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2. Justificativa do estudo 

 

Globalmente o câncer colorretal representa um importante problema de saúde 

pública devido a sua alta taxa de mortalidade. A elevada heterogeneidade que 

perpassa essa doença favorece a recorrência e o desenvolvimento de metástases e 

é um fator complicador para o estabelecimento de critérios que estratifiquem 

pacientes por subtipos moleculares capazes de predizer o desfecho e guiar decisões 

relacionadas à prática clínica.  

As CTTs representam uma população com capacidade de autorrenovação e 

diferenciação capaz de originar todas as células dentro da massa tumoral, além de 

possuir características intrínsecas que conferem resistência às terapias 

convencionais. Assim, pesquisas que visem melhorar a identificação das CTTs 

poderiam indicar grupos de pacientes com maior propensão à recorrência. Tendo em 

vista que a glicosilação de proteínas é alterada no contexto do câncer, e que muitos 

dos marcadores utilizados atualmente para a identificação das CTTs são 

glicoproteínas, a análise mais detalhada dos glicanos diferencialmente expressos em 

CTTs poderia resultar na identificação de glicobiomarcadores que permitissem 

discernir entre células tronco adultas normais e tumorais, por meio da identificação 

de algum carboidrato próprio dessas últimas. Por outro lado, a glicosilação aberrante 

poderia ter impacto nos mecanismos que sustentam o caráter tronco dessas 

subpopulações, de modo que uma melhor compreensão desses processos, a partir 

do ponto de vista das modificações pós traducionais, poderia contribuir para o 

desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas que visem atingir 

especificamente as CTTs, prevenindo, assim, o desenvolvimento de metástases. 
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3. Objetivo 

 
3.1. Objetivo Geral 

 
Investigar glicobiomarcadores para subpopulações de células tronco tumorais 

de câncer colorretal. 

 
3.2. Objetivos Específicos 

 
-Estabelecer um protocolo de formação de esferas utilizando células de 

câncer colorretal. 

-Determinar se o ensaio de formação de esferas desenvolvido é capaz de 

promover enriquecimento de subpopulações de CTTs  

-Identificar glicogenes que se encontram diferencialmente expressos nas 

CTTs. 

-Rastrear, in silico, possíveis correlações entre a expressão de marcadores de 

CTTs e glicogenes. 

-Comparar, in silico, a expressão dos marcadores de CTTs e dos glicogenes 

entre amostras normais e tumorais, e, entre os diferentes estadios do câncer 

colorretal. 

-Avaliar, in silico, o impacto da alta e da baixa expressão de marcadores de 

CTTs e de glicogenes sobre o desfecho clínico. 
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4. Materiais e métodos 

 
4.1. Cultura de células 

 
As linhagens celulares derivadas de adenocarcinoma colorretal humano 

Caco-2 (HTB-37) e HT-29 (HTB-38), obtidas originalmente da American Type 

Culture Collection (ATCC), tiveram suas autenticidades testadas através da análise 

do perfil de STRs (do inglês, Short Tandem Repeats) realizada pelo Laboratório de 

Bioengenharia Tecidual do Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia 

(Tabelas 4.1 e 4.2). Essas linhagens apresentam diferenças com relação ao grau de 

diferenciação, além de apresentarem diferentes perfis mutacionais. Caco-2 é bem 

diferenciada e apresenta mutação em APC e TP53. Por outro lado, HT-29 é 

moderadamente diferenciada e apresenta mutação em APC, BRAF, PIK3CA e TP53 

(AHMED et al., 2013). Ambas foram cultivadas em meio DMEM (do inglês 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium; GIBCO, Thermo Fisher Scientific) rico em 

glicose, suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 1% de 

penicilina/estreptomicina (Thermo Fisher Scientific) e mantidas em estufa a 37oC 

com 5% de CO2 até atingirem a subconfluência. 

 

Tabela 4.1: Número de repetições em cada alelo da amostra de Caco-2 analisada e da referência 
(ATCC) para cada um dos sítios genéticos avaliados. O percentual de correspondência entre a 
amostra e a referência foi de 97 %. O marcador D21S11 não foi utilizado para o cálculo de 
correspondência, pois não está descrito na amostra referência. 
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Tabela 4.2: Número de repetições em cada alelo da amostra de HT-29 analisada e da referência 
(ATCC) para cada um dos sítios genéticos avaliados. O percentual de correspondência entre a 
amostra e a referência foi de 100 %. O marcador D21S11 não foi utilizado para o cálculo de 
correspondência, pois não está descrito na amostra referência. 

 

4.2. Ensaio de formação de esferas 

 
As células previamente cultivadas em condição 2D (parental) foram 

tripsinizadas, contadas em câmara de Neubauer e ressuspendidas em meios 

específicos para a seleção de células tronco tumorais os quais não continham SFB. 

A composição dos diferentes meios testados é descrita no item a seguir. Além disso, 

com intuito de promover o cultivo celular em suspensão, foi gerada uma condição de 

não aderência pelo revestimento prévio de placas de cultura de 6 poços com uma 

solução de agarose 0,6% contendo 1% de penicilina/estreptomicina. Decorrido o 

tempo de polimerização da agarose, as células foram plaqueadas e deixadas em 

cultura por 7 dias, quando eram adicionados mais 1,5 mL de meio de seleção em 

cada um dos poços. Para ambas as linhagens celulares duas concentrações de 

células foram testadas: 3x103 e 4x103 células/poço. Ao final de 14 e 26 dias, 

respectivamente, as esferas de Caco-2 e HT-29 eram coletadas. 

 

4.2.1. Composição dos diferentes meios testados 

 
Para o ensaio de formação de esferas, três diferentes meios foram testados, a 

fim de determinar aquele que geraria maior rendimento. Foram eles: 

Meio 1 (M1) – DMEM/F12 Ham (Sigma Aldrich) suplementado com 2% de 

B27 (GIBCO, Thermo Fisher Scientific), 0,5 mg/mL de hidrocortisona (Sigma 
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Aldrich), 20 ng/mL de FGF (Sigma Aldrich), 20 ng/mL de EGF (Sigma Aldrich) e 1% 

de penicilina/estreptomicina (Thermo Fisher Scientific). 

Meio 2 (M2) – DMEM/F12 Ham suplementado com 2% de B27, 20 ng/mL de 

FGF, 20 ng/mL de EGF e 1% de penicilina/estreptomicina. 

Meio 3 (M3) – DMEM/F12 Ham suplementado com 2% de B27, 20 ng/mL de 

FGF, 20 ng/mL de EGF, 0,4% de BSA (do inglês Bovine Serum Albumin, Sigma 

Aldrich), 5 µg/mL insulina e 1% penicilina/estreptomicina. 

 

4.3. Análise da expressão gênica por RT-qPCR 

 
4.3.1. Extração e quantificação de RNA 

 
Para a extração do RNA total, as células foram colocadas em contato com 

Trizol® (Invitrogen) e centrifugadas a 12000 g por 10 minutos a 4oC. A seguir, o 

sobrenadante foi retirado, sendo posteriormente incubado com 200 µL de 

clorofórmio por 5 minutos em gelo. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 

12000 g por 15 minutos a 4oC. Ao final dessa etapa, a fase aquosa era transferida 

para um novo microtubo e incubada overnight a -20oC com 500 µL de isopropanol. 

Após esse período, ocorria nova centrifugação das amostras a 12000 g por 10 

minutos a 4oC, o sobrenadante era retirado, o pellet restante sofria adição de 1 mL 

de etanol 75 % diluído em água DEPC (dietilpirocarbonato) e centrifugação a 12000 

g por 5 minutos a 4oC. O etanol foi então retirado e as amostras deixadas em 

temperatura ambiente por 10 minutos para a evaporação do etanol remanescente. 

Finalmente, o RNA era solubilizado em 10-20 µL de água DEPC e a solução 

aquecida a 60 oC durante 10 minutos para concluir a solubilização e promover 

evaporação de etanol residual. 

Após a extração, o RNA obtido era quantificado com o auxílio do NanoDrop 

Lite (Thermo Fisher Scientific), equipamento capaz de mensurar através de 

espectrofotometria a quantidade de ácidos nucleicos presentes na amostra. Dessa 

forma, a partir de 1 µL de amostra foi possível obter a quantidade de RNA em ng/µL 

e o grau de pureza da amostra que é dado pela razão A260/A280. Essa razão 

aponta possíveis contaminações do RNA com proteínas, já que ácidos nucleicos tem 

absorbância máxima em comprimento de onda de 260 nm e proteínas em 

comprimento de onda de 280 nm. Assim, amostras com grau de pureza inferior a 1,7 

foram descartadas. 
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4.3.2. Síntese de DNA complementar (c-DNA) 

 

Após a quantificação, 500 ng de RNA eram tratados com DNase (Invitrogen) 

durante 30 minutos a 65 oC, a fim de evitar a contaminação da amostra com 

fragmentos de DNA. A eliminação do DNA foi testada por meio da utilização de 

amostras que não passavam pelo processo de transcrição reversa, mas eram 

tratadas ou não com DNase de modo que as tratadas não deveriam apresentar 

amplificação durante a Reação em Cadeia da Polimerase. Uma vez efetuado esse 

controle, a fita de c-DNA foi sintetizada a partir da fita simples de RNA por meio de 

uma reação de transcrição reversa empregando o kit ImProm II ® (Promega). Para 

isso, eram adicionados ao microtubo contendo 500 ng de RNA tratado com DNase 1 

µL de primer randômico (Invitrogen) a uma concentração final de 0,5 µg/µL e 1 µL do 

mix de dNTP (Invitrogen) a uma concentração final de 10 mM, então a amostra era 

incubada a 65 oC por 5 minutos seguido de resfriamento em gelo por 1 minuto, 

depois eram adicionados 4 µL do tampão 5x, 2,5 µL de MgCl2 (25 mM) e 0,5 µL de 

água livre de nuclease. Era feita uma incubação de 2 minutos a 65 oC. Por fim, foi 

adicionado 1 µL da enzima transcriptase reversa ImProm II ® e as amostras foram 

colocadas em termociclador com a seguinte ciclagem: 25 oC - 5 minutos/ 42 oC - 60 

minutos/ 70 oC - 15 minutos. 

 

4.3.3. Obtenção das sequências iniciadoras 

 

A sequência dos iniciadores de LGR5 foi obtida a partir de dados da literatura 

(LIN et al., 2015) enquanto as demais sequências dos marcadores de CTTs foram 

gentilmente cedidas pela Dra. Sheila Coelho. As sequências dos glicogenes foram 

todas desenhadas conforme descrito a seguir. Inicialmente as sequências dos 

mRNAs de cada glicogene estudado foram obtidas em formato FASTA através da 

plataforma do NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/gene). Todas as variantes eram então 

aneladas por meio da ferramenta online Clustal Ω 

(www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) e áreas de sobreposição entre elas foram 

selecionadas. Utilizando a plataforma Ensembl (www.ensembl.org) a sequência 

dessas áreas era então verificada para confirmar se correspondia a uma região de 

éxon. Feito isso, os iniciadores eram desenhados pelo software Generunner 

seguindo os seguintes critérios: tamanho de 18 a 25 pares de bases, temperatura de 

dissociação (melting) variando de 56 à 60 oC, presença de 40-60% de citosina e 
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guanina, temperatura para a formação de hairpin de, no máximo, 30 oC e variação 

da energia livre de Gibbs (ΔG) que mede a espontaneidade da ocorrência de uma 

reação sendo até -10kcal/mole, tanto quando se considerava a formação de 

homodímeros ou heterodímeros e, por fim, apresentar um amplicon de 80 à 150 

pares de bases. Os parâmetros eram então reavaliados com a plataforma IDT 

OligoAnalyser (www.idtdna.com/calc/analyzer). Finalmente, a especificidade de cada 

uma das sequências era verificada in silico através da plataforma BLAST (do inglês 

Basic Local Alignment Search Tool < www.blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi>). As 

sequências iniciadoras são apresentadas na tabela 4.3. 

 

Tabela 4.3: Lista contendo as sequências iniciadoras utilizadas nas análises de qPCR. 

Genes Sequência (5’-3’) 

PROM1 

(CD133) 

Senso: TCATACTGGTGGCTGGGTGG 
Antissenso: GGTGGTCGGGGTGGCAT 

CD44 Senso: CTTCAGGAGGTTACATCTTTTACAC 

Antissenso: TCATCAAAGTGGTAGCAGGGA 

CD24 Senso: TGCTCCTACCCACGCAGATT 

Antissenso: GGCCAACCCAGAGTTGGAA 

LGR5 Senso: GTGGCAGCAAGTATGGCG 

Antissenso: AGCAAAGGGAATTGAGCAAG 

ALDH1 Senso: TGCTGGCGACAATGGAGTCAATG 

Antissenso: AACCTGCACAGTAGCGCAATGT 

B3GNT2 Senso: CGAGGCATACTGGAACCGAGAG 

Antissenso: CAGGTCAGGTTCGCAGTAGTTCAG 

B4GALT1 Senso: CCGCTAGCAACTTGACCTCG 

Antissenso: CTCCAGGTCCACAGGCATGTTAAAC 

MGAT5 Senso: GGCAGAAAAGCAGAACCTTG 

Antissenso: AGCTGAAATCCTAATGTCATGGC 

GFPT1 

(GFAT1) 

Senso: TCCGGCATCATGTGTGGTATATTTG 

Antissenso: GCCTCCATCAAATCCCACACC 

GFPT2 

(GFAT2) 

Senso: TGCCTACATGAACTACAGAGTCC 

Antissenso: CCGAGTCGTAGCCTCTGTAC 

OGA Senso: GCAGTGCGGATAAACAGGAAGC 

Antissenso: CAAGGGTCCTGTCCTCGTTCTC 

OGT Senso: GCCGCCATTTCAAGACCGTAC 

Antissenso: CTACCAGCAAGAACGTATTTGGAGG 

ST3GAL1 Senso: CCAAGCAGATGGTCCTGGA 
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Antissenso: CATCGGTAGGTGTCGTCCTC 

PPIA Senso: AACCACCAGATCATTCCTT 

Antissenso: GCGAGAGCACAAAGATTC 

UBE2D2 Senso: TGTTCTCTGTTGTGTGATCCCA 

Antissenso: CCCGAGCTATTCTGTTGTACTTT 

ACTB Senso: TACAATGAGCTGCGTGTGG 

Antissenso: TAGCACAGCCTGGATAGCAA 

18S Senso: AACCCGTTGAACCCCATT 

Antissenso: CCATCCAATCGGTAGTAGCG 

PGK1 Senso: CAAGCTGGACGTTAAAGGGA 

Antissenso: CTTGGGACAGCAGCCTTAAT 

ZUP1 (ZUFSP) Senso: GCAGTCTCAAGCAACTTCGG 

Antissenso: TGTCTCCTGGCAAGTTTCTCC 

LRRC2 Senso: GGGTGTTGGAGGCATCATCT 

Antissenso: TGCAATTGTTGAAGGCTGGG 

B2M  Senso: TCCAGCGTACTCCAAAGATTCA 

Antissenso: ATGTCGGATGGATGAAACCC 

GUSB1 Senso: TCGATGACATCACCGTCACC 

Antissenso: GTCCCATTCGCCACGACTTT 

GAPDH Senso: CAACAGCCTCAAGATCATCAGCAA 

Antissenso: AGTGATGGCATGGACTGTGGTCAT 

 
4.3.4. Reação de PCR quantitativo em tempo real (qPCR) 

 
Primeiramente, as reações foram feitas empregando diluições seriadas do c-

DNA a fim de gerar uma curva padrão para as sequências iniciadoras. A partir daí, 

foi possível obter uma regressão linear da curva padrão a qual fornece informações 

a respeito da linearidade (R2), inclinação da reta (slope) e eficiência da reação (dada 

através da fórmula E=10(-1/slope) -1). Tendo em vista isso, os oligonucleotídeos que 

apresentaram eficiência de reação entre 90-110 % e coeficiente de determinação 

(R2) maior que 98% foram utilizados.  

A RT-qPCR foi realizada nos termocicladores Applied Biosystems 7500 e ViiA 

7 (Thermo Fisher Scientific). Reações com 10 µL de volume final eram constituídas 

de: 1 µL de cDNA diluído 1:2; 0,6 µL de iniciadores a uma concentração final de 0,3 

µM; 5 µL do reagente GoTaq® qPCR Master Mix (Promega) que emite fluorescência 

mediante interação com as moléculas de dupla fita; e 3,4 µL de água livre de 

nuclease. Cada reação foi feita em triplicata em presença de dois controles 
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negativos para cada alvo. As reações envolvendo os marcadores de CTTs tinham o 

seguinte perfil de ciclagem: 95 oC - 30 segundos/ 60 oC - 40 segundos/ 60 oC - 30 

segundos durante 40 ciclos, com exceção de LGR5 que ciclava à 95 oC - 30 

segundos/ 55 oC - 40 segundos/ 72oC - 30 segundos também por 40 ciclos. Já o 

perfil de ciclagem dos glicogenes era: 95 oC - 30 segundos/ 60 oC - 40 segundos/ 

72oC - 30 segundos durante 40 ciclos. 

A expressão dos genes alvo foi normalizada pela média geométrica dos 

valores dos genes referência PPIA e UBE2D2, no caso das análises referentes à 

Caco-2, enquanto para as análises referentes à HT-29 a normalização foi feita 

apenas pela média aritmética dos valores de PPIA. O cálculo da expressão gênica 

foi realizado utilizando a fórmula 2-ΔΔCT (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001; 

SCHMITTGEN; LIVAK, 2008). 

 

4.4. Análises in silico 

 
4.4.1. Análise comparativa da expressão gênica entre amostras normais e 

tumorais 

 

Para este fim foi empregada a plataforma UALCAN (CHANDRASHEKAR et 

al., 2017) por meio da qual é possível analisar diversos parâmetros utilizando 

amostras oriundas do banco de dados TCGA (do inglês The Cancer Genome Atlas). 

As amostras normais e tumorais depositadas no banco de dados de 

adenocarcinoma de cólon (COAD) e de adenocarcinoma de reto (READ) foram 

analisadas quanto à expressão dos marcadores de CTTs (CD24, CD44, LGR5, 

PROM1, ALDH1) e glicogenes (B3GNT2, B4GALT1, GFPT1, GFPT2, MGAT5, OGA, 

OGT, ST3GAL1). Também foi avaliada a expressão dos genes que apresentaram 

alteração comparando amostras provenientes de diferentes estadios do CCR. 

 
4.4.2. Análises de correlação 

 

A verificação de possíveis correlações lineares entre a expressão dos 

marcadores de CTTs e das glicogenes foi realizada através da plataforma GEPIA 

(TANG et al., 2017) que, assim como a anterior, também utiliza o banco de dados do 

TCGA. Dessa forma, as amostras tumorais depositadas nos bancos COAD e READ 

foram avaliadas por meio de gráficos de correlação que continham em um dos eixos 
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dados de expressão gênica de um dos marcadores de CTTs e no outro eixo dados, 

também de expressão gênica, de um dos glicogenes avaliados.  

 

4.4.3. Análises do desfecho clínico 

 

Ainda fazendo uso do GEPIA, os dados dos bancos COAD e READ foram 

classificados ou não de acordo com seu perfil molecular (MSS ou MSI-high e MSI-

low) e foram divididos em tercis de acordo com a expressão tanto de marcadores de 

CTTs quanto de glicogenes. Desse modo, foi possível estabelecer grupos com alta 

expressão, quando pertenciam ao tercil superior, e baixa expressão, quando 

pertenciam ao tercil inferior. Utilizando esses critérios foi estabelecida então a 

sobrevida global e a sobrevida livre de doença, ambas em um período de 4000 dias 

através da curva de Kaplan-Meier. 

 

4.5. Análise estatística 

 

Para a realização das análises estatísticas foi utilizado o software GraphPad 

Prism 5.0. Dados provenientes de sete ou mais experimentos foram submetidos ao 

teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Para observações pareadas que seguiam 

uma distribuição normal era aplicado o teste t de Student. Para as análises utilizando 

dados do TCGA foram empregados diferentes testes estatísticos. Quando foram 

comparadas amostras normais e tumorais foi empregado o teste t de Student. Para 

as análises de correlação foi determinado o coeficiente de correlação de Pearson o 

qual é capaz de medir o grau de associação linear entre duas variáveis. Com relação 

aos dados de sobrevida, foi aplicado o teste log rank, a fim de estabelecer uma 

comparação entre as curvas. Além disso, também se estimou a probabilidade de um 

indivíduo sofrer o evento (morte ou recorrência da doença no caso de SG ou SLD, 

respectivamente) a qual é dada pelo valor de HR (do inglês, Hazard Ratio) obtido 

pela regressão de Cox. Os dados foram considerados estatisticamente significativos 

quando: *p<0.05; ** p<0.01 e *** p<0,001. 
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5. Resultados 

 
5.1. Estabelecimento do ensaio de formação de esferas para enriquecimento de 

CTTs. 

 
A fim de estabelecer os parâmetros ideias para o ensaio de formação de 

esferas, foram feitos diferentes testes em que a linhagem HT-29 de adenocarcinoma 

de cólon humano era cultivada em placas de cultura com poços de 8,962 cm2 

previamente revestidos com agarose. A geração de esferas foi monitorada por 

microscopia de contraste de fase a partir do plaqueamento de duas quantidades de 

células por poço (3x103 e 4x103) em três diferentes meios de cultura (composição 

descrita no item 4.2.1), denominados M1, M2 e M3. As figuras 5.1, 5.2 e 5.3 ilustram 

o acompanhamento da formação de esferas realizado a partir do plaqueamento de 

3x103 células/poço em presença dos meios M1, M2 ou M3, respectivamente. Já as 

figuras 5.4, 5.5 e 5.6 ilustram o acompanhamento da formação de esferas a partir do 

plaqueamento de 4x103 células/poço em presença dos meios M1, M2 ou M3, 

respectivamente. No que diz respeito à quantidade de células HT-29 plaqueadas, a 

utilização de 4x103 células/poço se mostrou mais efetiva, sendo possível observar a 

presença de esferas já nos primeiros dias de monitoramento. Dos meios utilizados, o 

meio M3 parece ser o menos propício para a formação de esferas ao final de 31 

dias, enquanto o meio M1 foi o que induziu a formação de esferas maiores, 

indicando ser ele o mais adequado para o ensaio. É possível perceber também que, 

fazendo uso dos meios M1 ou M2, houve uma redução do tamanho e da quantidade 

de esferas observada no dia 10 em relação ao que havia sido observado no dia 7. 

Uma possível explicação para esta redução seria o esgotamento dos suplementos 

do meio em torno de 7 dias. Considerando essa hipótese, foi realizado um ensaio de 

formação de esferas utilizando as células HT-29 (4x103 células/poço em presença de 

meio M1) em que após 7 dias de cultivo houve adição de 1,5 mL do meio M1 (Figura 

5.7). Considerando a maior eficiência desta estratégia para a formação de esferas, 

em relação ao que havia sido observado nos testes anteriores, a mesma foi utilizada 

nos experimentos subsequentes. É importante ressaltar também que para a 

linhagem HT-29, ficou estabelecido um tempo de cultivo de 26 dias para a obtenção 

das esferas, tendo em vista que após esse período foi verificado que as esferas 

passavam a aderir na agarose que reveste a placa de cultura, o que pode ser visto 

na imagem do dia 31 (Figura 5.4). 

 



 

37 
 

 

Figura 5.1: Acompanhamento da formação de esferas a partir do plaqueamento das células HT-

29 (3x10
3
 células/poço) em meio M1. Imagens representativas do monitoramento morfológico por 

microscopia de contraste de fase durante um período de 31 dias. Aumento: 100X 
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Figura 5.2: Acompanhamento da formação de esferas a partir do plaqueamento das células HT-

29 (3x10
3
 células/poço) em meio M2. Imagens representativas do monitoramento morfológico por 

microscopia de contraste de fase durante um período de 31 dias. Aumento: 100X 
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Figura 5.3: Acompanhamento da formação de esferas a partir do plaqueamento das células HT-

29 (3x10
3
 células/poço) em meio M3. Imagens representativas do monitoramento morfológico por 

microscopia de contraste de fase durante um período de 31 dias. Aumento: 100X 
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Figura 5.4: Acompanhamento da formação de esferas a partir do plaqueamento das células HT-

29 (4x10
3
 células/poço) em meio M1. Imagens representativas do monitoramento morfológico por 

microscopia de contraste de fase durante um período de 31 dias. Aumento: 100X 
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Figura 5.5: Acompanhamento da formação de esferas a partir do plaqueamento das células HT-

29 (4x10
3
 células/poço) em meio M2. Imagens representativas do monitoramento morfológico por 

microscopia de contraste de fase durante um período de 31 dias. Aumento: 100X 
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Figura 5.6: Acompanhamento da formação de esferas a partir do plaqueamento das células HT-

29 (4x10
3
 células/poço) em meio M3. Imagens representativas do monitoramento morfológico por 

microscopia de contraste de fase durante um período de 31 dias. Aumento: 100X 

 

 

Figura 5.7:. Acompanhamento da formação de esferas a partir do plaqueamento das células 

HT-29 (4x10
3
 células/poço) em meio M1 seguindo o protocolo padronizado. Imagens 

representativas do monitoramento morfológico por microscopia de contraste de fase durante um 
período de 26 dias. Aumento: 100X 

 

Uma vez estabelecido o protocolo para a linhagem HT-29, o mesmo foi 

empregado para a linhagem Caco-2 (Figura 5.8). No entanto, Caco-2 forma esferas 

em menos tempo que HT-29. Neste caso, o tempo ideal de cultivo foi de 14 dias. 

Após esse período, foi possível observar o aparecimento de regiões mais escuras 

nas esferas, que chegaram a ocupar toda a esfera no dia 26. Essas regiões 

representam áreas de necrose e por isso, é imprescindível trabalhar em tempos 

anteriores ao seu surgimento. 
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Figura 5.8: Acompanhamento da formação de esferas a partir do plaqueamento das células 

Caco-2 (4x10
3
 células/poço) em meio M1 seguindo o protocolo padronizado. Imagens 

representativas do monitoramento morfológico por microscopia de contraste de fase durante um 
período de 26 dias. Setas, esferas com áreas de necrose; cabeça de seta, área de necrose ocupando 
toda a esfera. Aumento: 100X. 

 

Portanto, o meio mais adequado para o ensaio de formação de esferas em 

HT-29 e Caco-2 foi o M1 que consistia em: DMEM/F12 Ham suplementado com 2% 

de B27, 0,5 mg/mL de hidrocortisona, 20 ng/mL de FGF, 20 ng/mL de EGF e 1% de 

penicilina/estreptomicina. A melhor concentração de células foi 4x103 células/poço. 

Além disso, HT-29 e Caco-2 diferem na sua capacidade de formação de esferas de 

modo que HT-29 necessita de 26 dias para estabelecer as esferas, enquanto Caco-2 

é capaz de fazer isso em apenas 14 dias.  

 

5.2. Identificação dos melhores genes-referência para as análises por RT-qPCR. 

 

Sabendo que a comparação entre uma condição 2D (parental) e 3D (esfera) 

poderia afetar a expressão de genes-referência, foi realizado um teste com 10 

desses genes a fim de identificar aqueles que apresentavam menor variação de Cq 

(do inglês Quantification Cycle) entre as condições parental e esfera. Ao mesmo 

tempo, eles também deveriam ser amplamente expressos na célula. A tabela 5.1 

mostra a média aritmética dos Cqs da condição parental e esfera e a diferença entre 

esses Cqs obtidos em Caco-2. Conforme é possível observar, existe uma grande 

variação no Cq da condição parental e esfera para os genes-referência que são 

mais amplamente usados, como ACTB e 18S, os quais apresentam diferenças de 
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12,61 e 18,06. Dentre os que apresentaram menor variação de expressão, estão 

UBE2D2, PGK1 e PPIA com diferenças de 2,15; 2,4 e 2,6 respectivamente. 

Considerando que UBE2D2 e PPIA foram mais expressos em ambas as condições 

do que PGK1 eles foram os genes-referência escolhidos para as análises em Caco-

2. No entanto, UBE2D2 não apresentou amplificação em HT-29 e, portanto, para 

essa linhagem as análises foram realizadas apenas com o gene referência PPIA. 

 

Tabela 5.1: Diferença entre as médias aritméticas dos Cqs de genes-referência entre as condições 
parental e esfera. 

Alvo Média aritmética dos Cqs Diferença entre Cq 

Parental e Cq Esfera Parental Esfera 

ACTB 31,59 18,98 12,61 

18S 29,40 11,34 18,06 

B2M 21,33 24,53 3,2 

PGK1 28,62 26,22 2,4 

GAPDH 26,06 22,96 3,1 

ZUP1 34,37 25,97 8,4 

LRRC2 32,55 36,46 3,91 

UBE2D2 19,53 21,68 2,15 

PPIA 19,04 21,64 2,6 

GUSB 33,63 30,64 2,99 

 

5.3. O ensaio de formação de esferas é capaz de induzir mudanças na expressão 

gênica de marcadores de CTTs em linhagens celulares de câncer colorretal. 

 

Uma vez estabelecidos os genes-referência mais adequados para as análises 

de expressão gênica, era preciso confirmar se as esferas geradas usando as 

linhagens celulares Caco-2 e HT-29 realmente consistiam numa população 

enriquecida para células tronco tumorais. Para isso, cinco diferentes marcadores de 

CTTs (ALDH1, CD24, CD44, PROM1 e LGR5) tiveram seus níveis de expressão 

avaliados por RT-qPCR. A figura 5.9 ilustra a variação na expressão desses 

marcadores em Caco-2 (a) e HT-29 (b). Independente da linhagem avaliada, os 

consideráveis desvios padrão evidenciam a grande variabilidade gerada pelo ensaio 

de formação de esferas. Ainda assim, foi possível observar em Caco-2 uma redução 

estatisticamente significativa na expressão de CD24. Já para HT-29 foi possível 
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observar aumento estatisticamente significativo na expressão de ALDH1, LGR5 e 

PROM1. 

Conjuntamente, estes dados sugerem que células Caco-2 submetidas ao 

ensaio de formação de esferas tem menor expressão do marcador CD24. Por outro 

lado, em HT-29 o ensaio de formação de esferas resulta em células com expressão 

aumentada de ALDH1, LGR5 e PROM1. 

 

Figura 5.9: Variações na expressão dos marcadores de CTTs em Caco-2 e HT-29 após o ensaio 
de formação de esferas. As linhagens Caco-2 (a) e HT-29 (b) foram submetidas ao ensaio de 
formação de esferas e após 14 dias e 26 dias, respectivamente, tiveram seu RNA extraído, c-DNA 
sintetizado e foram submetidas ao ensaio de RT-qPCR para a análise da variação da expressão 
gênica dos marcadores de CTTs ALDH1, LGR5, CD24, CD44 e PROM1 em comparação com a da 
condição parental. Gráficos de barras mostram os valores de fold change em escala logarítmica da 
expressão relativa de mRNA obtida pela fórmula 2

-ΔΔCT
. Resultados de no mínimo quatro 

experimentos independentes para Caco-2 e de no mínimo sete experimentos independentes para HT-
29. Barras de erro apontam o desvio padrão. *P<0.05 e **P<0.01.  

 

5.4. Efeito do ensaio de formação de esferas na expressão de glicogenes em 

linhagens celulares de câncer colorretal. 

  

Tendo estabelecido que o ensaio de formação de esferas gerava alterações 

na expressão de marcadores de CTTs em Caco-2 e HT-29, o passo seguinte foi 

investigar se essa condição levava a variações na expressão de genes que 

codificam enzimas relevantes para a glicosilação. Para isso, foram avaliados 8 

glicogenes: B3GNT2, B4GALT1, GFPT1, GFPT2, MGAT5, OGA, OGT e ST3GAL1 

(Figura 5.10). Do mesmo modo que ocorreu com os marcadores de CTTs, a 

variação na expressão dos glicogenes foi grande o que pode ser percebido pelos 

amplos desvios padrão. Em Caco-2 isso representou uma limitação para o 

estabelecimento de qualquer conclusão em relação à expressão dos glicogenes. No 
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entanto, para HT-29, houve aumento estatisticamente significativo na expressão de 

B3GNT2, OGT e OGA. 

 

 

Figura 5.10: Variações na expressão de glicogenes em Caco-2 e HT-29 submetidas ao ensaio 
de formação de esferas. As linhagens Caco-2 (a) e HT-29 (b) foram submetidas ao ensaio de 
formação de esferas e após 14 dias e 26 dias, respectivamente, tiveram seu RNA extraído, c-DNA 
sintetizado e foram submetidas ao ensaio de RT-qPCR para a análise da variação da expressão 
gênica dos glicogenes B3GNT2, B4GALT1, GFPT1, GFPT2, MGAT5, OGA, OGT e ST3GAL1. 
Gráficos de barras mostram os valores de fold change em escala logarítmica da expressão relativa de 
mRNA obtida pela fórmula 2

-ΔΔCT
. Resultados de três ou mais experimentos independentes. **P<0.01. 

 

5.5. Investigação in silico da correlação linear entre a expressão gênica dos 

marcadores de CTTs e a expressão de glicogenes. 

 

Sabendo que em HT-29 houve um aumento estatisticamente significativo na 

expressão de B3GNT2, OGA e OGT em esferas que apresentavam também níveis 

aumentados da expressão de três marcadores de CTTs (ALDH1, LGR5 e PROM1), 

foi investigada a possibilidade de haver uma correlação entre a expressão desses 

glicogenes e a expressão de marcadores de CTTs em amostras de carcinoma de 

cólon e reto. Para isso, foram realizadas análises in silico de correlação linear 

através da plataforma GEPIA, que utiliza dados depositados no banco COAD (de 

amostras de carcinoma de cólon) e READ (de amostras de carcinoma de reto) do 

TCGA (Tabelas 5.2 e 5.3). Conforme ilustra a figura 5.11, para as amostras de 

carcinoma de cólon existe uma correlação positiva entre CD44 x OGA, CD44 x 

B3GNT2 e LGR5 x OGA. Para as amostras de carcinoma de reto (Figura 5.12), a 

correlação positiva se manteve na comparação entre CD44 x OGA e LGR5 x OGA 

indicando que esses genes têm comportamentos similares tanto em carcinoma de 

cólon quanto de reto, no entanto, exclusivamente nos carcinomas retais, CD44 x 

OGT e CD24 x B3GNT2 correlacionaram-se positivamente.  
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Esses resultados indicam que podem existir mecanismos relacionados com o 

estado tronco que envolvam alterações no perfil de glicosilação das CTTs. 

 

Tabela 5.2: Correlações lineares analisadas entre a expressão de marcadores de CTTs e glicogenes 
em amostras de câncer de cólon indicando o coeficiente de correlação e o valor de P. 

Correlações testadas Coeficiente de 
correlação (r) 

P valor 

ALDH1 X B3GNT2 -0,048 0,43 
ALDH1 X OGA -0,035 0,56 
ALDH1 X OGT -0,07 0,25 
CD24 X B3GNT2 -0,076 0,21 
CD24 X OGA 0,093 0,12 
CD24 X OGT 0,057 0,34 
CD44 X OGT 0,016 0,79 
CD133 X B3GNT2 0,0023 0,97 
CD133 X OGA 0,099 0,1 
CD133 X OGT -0,075 0,21 
LGR5 X B3GNT2 -0,071 0,24 
LGR5 X OGT 0,0079 0,9 

 

Tabela 5.3: Correlações lineares analisadas entre a expressão de marcadores de CTTs e glicogenes 
em amostras de câncer de reto indicando o coeficiente de correlação e o valor de P. 

Correlações testadas Coeficiente de 
correlação (r) 

P valor 

ALDH1 X B3GNT2 -0,15 0,17 
ALDH1 X OGA 0,049 0,64 
ALDH1 X OGT -0,11 0,28 
CD24 X OGA 0,034 0,75 
CD24 X OGT 0,045 0,67 
CD44 X B3GNT2 0,13 0,2 
CD133 X B3GNT2 0,03 0,78 
CD133 X OGA -0,013 0,9 
CD133 X OGT -0,017 0,87 
LGR5 X B3GNT2 -0,14 0,19 
LGR5 X OGT 0,17 0,11 
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Figura 5.11: Correlação linear entre a expressão de marcadores de CTTs e glicogenes em 
amostras de carcinoma de cólon. Dados de 275 amostras oriundas do banco COAD do TCGA 
foram utilizadas para estabelecer correlações entre a expressão de marcadores de CTTs e 
glicogenes. (a) Indica correlação entre CD44 e OGA, (b) Indica correlação entre CD44 e B3GNT2 e 
(c) Indica correlação entre LGR5 e OGA. R, coeficiente de correlação de Pearson. 
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Figura 5.12: Correlação linear entre a expressão de marcadores de CTTs e glicogenes em 
amostras de carcinoma de reto. Dados de 92 amostras oriundas do banco READ do TCGA foram 
utilizadas para estabelecer correlações entre a expressão de marcadores de CTTs e glicogenes. (a) 
Indica correlação entre CD44 e OGA, (b) Indica correlação entre CD44 e OGT, (c) Indica correlação 
entre LGR5 e OGA e (d) Indica correlação entre CD24 e B3GNT2. R, coeficiente de correlação de 

Pearson. 

 
5.6. Análises in silico do perfil de expressão gênica de marcadores de CTTs. 

 

A fim de avaliar como a expressão dos marcadores de CTTs se comportavam 

em amostras de pacientes, foram realizadas análises in silico através da plataforma 

UALCAN, que utiliza amostras de tecido adjacente não tumoral e de tumores de 

cólon e reto depositadas, respectivamente, nos bancos COAD e READ do TCGA. 

Dessa forma, conforme ilustra a figura 5.13, foi possível verificar que há um aumento 

significativo da expressão de LGR5 e CD44 e uma redução significativa de CD24 e 

ALDH1 em amostras de tumor primário de cólon quando comparadas com amostras 

adjacentes não tumorais. Quando a mesma comparação foi feita com amostras de 

reto (Figura 5.14), verificou-se um aumento significativo na expressão de LGR5, 
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CD44 e PROM1, e uma redução na expressão de ALDH1. Assim, é possível afirmar 

que tanto em amostras de carcinoma de cólon quanto em amostras de carcinoma de 

reto há aumento da expressão de LGR5 e CD44 e redução da expressão de ALDH1 

quando essas amostras são comparadas com o tecido adjacente não tumoral. No 

entanto, a redução na expressão de CD24 é observada apenas nas amostras de 

carcinoma de cólon, bem como, o aumento na expressão de PROM1 é observado 

apenas nas amostras de carcinoma de reto.  

 

 

Figura 5.13: Diferenças na expressão dos marcadores de CTTs entre amostras normais 
adjacentes e de tumor primário de cólon. Amostras adjacentes não tumorais e de tumor primário 
depositadas no banco de dados COAD do TCGA foram utilizadas para comparar a expressão 
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diferencial de (a) LGR5, (b) CD24, (c) CD44, (d) ALDH1 e (e) PROM1. Os gráficos representam a 
mediana e a diferença interquartis e o número de amostras avaliadas em cada grupo é indicado entre 
parênteses. ***P<0.001. 

 

 

Figura 5.14: Diferenças na expressão dos marcadores de CTTs entre amostras normais 
adjacentes e de tumor primário de reto. Amostras adjacentes não tumorais e de tumor primário 
depositadas no banco de dados READ do TCGA foram utilizadas para comparar a expressão 
diferencial de (a) LGR5, (b) CD24, (c) CD44, (d) ALDH1 e (e) PROM1. Os gráficos representam a 
mediana e a diferença interquartis e o número de amostras avaliadas em cada grupo é indicado entre 
parênteses. **P<0.01 e ***P<0.001. 
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Sabendo que as CTTs podem ter um papel no desenvolvimento de 

metástases, foram investigadas também flutuações na expressão dos marcadores 

correspondentes em diferentes estadios, tanto de câncer de cólon quanto de reto. 

Nestes casos, foram avaliados apenas os marcadores que apresentaram alterações 

significativas na sua expressão no tecido tumoral em relação ao tecido não tumoral 

adjacente. A figura 5.15 mostra as análises referentes ao carcinoma de cólon. Para 

ele, em relação às amostras adjacentes não tumorais, os níveis de expressão de 

LGR5 e CD44 estão aumentados ao longo de toda a progressão da doença. 

Enquanto o contrário ocorre para CD24. Já para ALDH1, a redução na expressão 

passa a ser estatisticamente significativa a partir do estadio II. Ao comparar 

diferenças entre os estadios, foi observado que a expressão de CD44 tem uma 

redução estatisticamente significativa do estadio I para o estadio IV, o que pode 

indicar que para o processo de metástase distante seja necessária a redução na 

expressão de CD44. 

 

 

Figura 5.15: Diferenças na expressão de marcadores de CTTs entre os estadios do CCR. Os 
dados representam a mediana e interquartis de expressão de (a) LGR5 (b) CD24 (c) CD44 (d) ALDH1 
em amostras não tumorais e tumorais separadas em estadios I, II, III e IV ambas depositadas no 
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banco de dados COAD do TCGA. O número de amostras em cada grupo é indicado entre parênteses. 
*P<0.05 e ***P<0.001. 

 

Já para carcinoma de reto (Figura 5.16), o mesmo aumento estatisticamente 

significativo na expressão de LGR5 e CD44 é visto nos diferentes estadios da 

doença, enquanto para PROM1 ele só ocorre do estadio I ao estadio III, o que pode 

indicar que PROM1 é necessário para a progressão da doença, mas não para o 

processo de metástase distante. Outro fato que também ocorre em amostras de 

câncer de reto é a redução na expressão de ALDH1 já a partir do estadio I.  

 

 

Figura 5.16: Diferenças na expressão de marcadores de CTTs entre os estadios do CCR. Os 
dados representam a mediana e interquartis de expressão de (a) LGR5 (b) CD44 (c) ALDH1 (d) 
PROM1 em amostras não tumorais e tumorais separadas em estadios I, II, III e IV ambas depositadas 
no banco de dados READ do TCGA. O número de amostras em cada grupo é indicado entre 
parênteses. *P<0.05, **P<0.01 e ***P<0.001. 

 

Dessa forma, é possível afirmar que seja no tumor no cólon ou reto há 

aumento da expressão de LGR5, CD44 e redução de ALDH1. Particularmente em 

cólon, há redução na expressão de CD24 e em reto aumento de PROM1 quando se 
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comparam amostras de tumor primário com amostras de tecido adjacente não 

tumoral. A maioria dos marcadores apresenta aumento ou redução da expressão ao 

longo dos diferentes estadios, apenas CD44 que embora apresente expressão 

aumentada em todos os estadios nas amostras de carcinoma de cólon, sofre 

redução da expressão entre o estadio I e IV, sugerindo não ser ele essencial para o 

desenvolvimento de metástases distantes. 

Portanto, esses resultados indicam que em amostras de carcinoma de cólon, 

há aumento da expressão de LGR5 e CD44 e redução de ALDH1 e CD24. Além 

disso, as análises das amostras separadas por estadiamento sugeriram que uma 

redução na expressão de CD44 seja necessária para o processo de metástase 

distante. Por outro lado, para amostras de carcinoma de reto, houve aumento da 

expressão de LGR5, CD44 e PROM1 e redução de ALDH1. Quando essas amostras 

foram separadas por estadiamento, os resultados sugeriram um papel de PROM1 

durante a progressão da doença, mas não durante o processo de metástase 

distante. 

 

5.7. Análises in silico do perfil de expressão gênica de glicogenes 

 

Como a expressão de alguns dos marcadores de CTTs variavam entre 

amostras de tecido adjacente não tumoral e de tumor primário, análises adicionais 

foram realizadas a fim de saber como se comportavam os glicogenes estudados 

nesse mesmo cenário. Em amostras de câncer de cólon, foi observado aumento 

estatisticamente significativo da expressão de MGAT5, OGA, OGT e ST3GAL1 e 

redução da expressão de B4GALT1, em comparação com amostras de tecido 

adjacente não tumoral (Figura 5.17).  
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Figura 5.17: Diferenças na expressão de glicogenes entre amostras normais adjacentes e de 
tumor primário de cólon. Amostras adjacentes não tumorais e de tumor primário depositadas no 
banco de dados COAD do TCGA foram utilizadas para comparar as diferenças na expressão de (a) 
B3GNT2, (b) B4GALT1, (c) GFPT1, (d) GFPT2, (e) MGAT5, (f) OGA, (g) OGT e (h) ST3GAL1. Os 
gráficos representam a mediana e a diferença interquartis e o número de amostras avaliadas em cada 
grupo é indicado entre parênteses. ***P<0.001. 

 

Por outro lado, a única alteração que se manteve para os tumores primários 

de reto foi o aumento na expressão de OGT. Além dela, houve redução na 
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expressão de B3GNT2 e ST3GAL1 entre amostras de tumor primário de reto e de 

tecido não tumoral adjacente (Figura 5.18). 

 

 

Figura 5.18: Diferenças na expressão de glicogenes entre amostras normais adjacentes e de 
tumor primário de reto. Amostras adjacentes não tumorais e de tumor primário depositadas no 
banco de dados READ do TCGA foram utilizadas para comparar as diferenças na expressão de (a) 
B3GNT2, (b) B4GALT1, (c) GFPT1, (d) GFPT2, (e) MGAT5, (f) OGA, (g) OGT e (h) ST3GAL1. Os 
gráficos representam a mediana e a diferença interquartis e o número de amostras avaliadas em cada 
grupo é indicado entre parênteses. *P<0.05, **P<0.01 e ***P<0.001. 
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Para saber se as mudanças na expressão desses glicogenes ocorriam em 

algum momento específico da progressão tumoral, as amostras tumorais foram 

então separadas por estadiamento e apenas os glicogenes que apresentavam 

alteração de expressão entre o tecido tumoral e o tecido adjacente não tumoral 

foram avaliados. Em relação às análises referentes ao carcinoma de cólon, foi 

verificado que os níveis de expressão de MGAT5 e OGT encontram-se aumentados 

ao longo de toda a progressão da doença. Por outro lado, a expressão de B4GALT1 

está diminuída em todos os estadios, embora entre o estadio II e III pareça ocorrer 

uma tendência de aumento. Já a expressão de OGA tem aumento significativo em 

relação ao tecido adjacente não tumoral apenas nos estadios tardios III e IV. 

Verificou-se também que a expressão de ST3GAL1 aumenta de forma significativa 

em relação ao tecido não tumoral adjacente do estadio II em diante. Por outro lado, 

fazendo uma comparação entre os estadios, observou-se que a expressão de OGA 

tem um aumento significativo do estadio II para o III, enquanto para OGT o mesmo é 

visto do estadio II para o IV, o que sugere um papel de OGT no estabelecimento de 

metástases distantes. Para ST3GAL1, também há aumento estatisticamente 

significativo quando se compara a expressão no estadio I com os demais (Figura 

5.19). 
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Figura 5.19: Diferenças na expressão de glicognes entre os estadios do CCR. Os dados 
representam a mediana e interquartis de expressão dos glicogenes (a) B4GALT1 (b) MGAT5 (c) OGA 
(d) OGT (e) ST3GAL1 em amostras não tumorais e tumorais separadas em estadios I, II, III e IV 
ambas depositadas no banco de dados COAD do TCGA. O número de amostras em cada grupo é 
indicado entre parênteses. *P<0.05, **P<0.01 e ***P<0.001. 

 

As análises realizadas com as amostras de reto (Figura 5.20) apontaram 

redução estatisticamente significativa na expressão de B3GNT2 do estadio I ao III, 

aumento na expressão de OGT em todos os estadios e pequena redução da 

expressão de ST3GAL1 no estadio III, com posterior aumento discreto no estadio IV 
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o que sugere um possível papel de ST3GAL1 no desenvolvimento de metástases 

distantes. 

 

 

Figura 5.20: Diferenças na expressão de glicogenes entre os estadios do CCR. Os dados 
representam a mediana e interquartis de expressão dos glicogenes (a) B3GNT2 (b) OGT (c) 
ST3GAL1 em amostras não tumorais e tumorais separadas em estadios I, II, III e IV ambas 
depositadas no banco de dados READ do TCGA. O número de amostras em cada grupo é indicado 
entre parênteses. *P<0.05, **P<0.01 e ***P<0.001. 

 

Levando em consideração tanto a tendência de aumento na expressão de 

B4GALT1 quanto o aumento estatisticamente significativo na expressão de OGA nos 

estadios II e III para as análises com amostras de cólon, levantou-se a hipótese de 

que esses glicogenes pudessem estar envolvidos no processo de metástase dos 

linfonodos, uma vez que no estadio II ainda não há comprometimento linfonodal, o 

que já é visto no estadio III. Portanto, as amostras foram então classificadas de N0 a 

N2, de acordo com a quantidade de linfonodos acometidos, onde N0 representa 

aquelas que não apresentam metástase linfonodal, N1 aquelas que apresentam de 1 

a 3 linfonodos regionais acometidos e N2 aquelas que apresentam 4 ou mais 

linfonodos regionais acometidos (Figura 5.21). Dessa forma, foi possível perceber 

que há um aumento na expressão de B4GALT1 entre amostras N0 e N1 indicando 
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que essa enzima pode ser necessária para o processo de implantação da metástase 

linfonodal. Por outro lado, a expressão de OGA aumenta de N0 para N2 sugerindo 

um papel de OGA na disseminação das metástases linfonodais. 

 

 

Figura 5.21: Expressão de B4GALT1 e OGA de acordo com o acometimento linfonodal. 
Amostras depositadas no banco de dados COAD do TCGA foram separadas de acordo com o 
acometimento linfonodal em N0, N1 ou N2 onde N0 representa amostras que não apresentam 
metástase linfonodal, N1 aquelas que apresentam de 1 a 3 linfonodos regionais acometidos e N2 as 
que apresentam 4 ou mais linfonodos regionais acometidos. Feito isso, os níveis de expressão de (a) 
B4GALT1 e (b) OGA foram analisados. Os gráficos representam a mediana e interquartis. O número 
de amostras em cada grupo é indicado entre parênteses. *P<0.05, **P<0.01 e ***P<0.001 

 

Ao contrário do cenário com grandes sobreposições que se observa para a 

expressão dos marcadores de CTTs entre tumores de cólon e reto, quando se trata 

da expressão de glicogenes, apenas OGT teve aumento em ambos. Foram 

particulares dos tumores de cólon o aumento dos níveis de expressão de MGAT5, 

OGA, ST3GAL1 e de B4GALT1, por outro lado, particularmente em reto, foi 

verificada redução na expressão de B3GNT2 e ST3GAL1. Assim como ocorreu para 

a expressão dos marcadores de CTTs, a maioria das alterações na expressão dos 

glicogenes se manteve nos diferentes estadios. Vale ressaltar que para as análises 

de carcinoma de cólon houve aumento na expressão: de OGT do estadio II para o 

IV; de OGA do II para o III; além da leve tendência de aumento em B4GALT1 entre 

esses mesmos estadios. A variação da expressão observada para o gene OGT 

poderia indicar uma contribuição deste no desenvolvimento da metástase distante. 

Já as variações de expressão identificadas tanto em OGA quanto em B4GALT1 

sugerem um possível papel destes no desenvolvimento de metástase linfonodal. A 

análise do acometimento linfonodal mostrando aumento dos níveis de expressão de 

B4GALT1 de N0 para N1 e de OGA de N0 para N2 corrobora para a hipótese de que 

esses glicogenes participem de alguma forma do desenvolvimento de metástases 

linfonodais e de sua disseminação, respectivamente. 
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Resumidamente, os resultados indicam que, para amostras de carcinoma de 

cólon, ocorreu aumento da expressão de MGAT5, OGA, OGT e ST3GAL1 e redução 

de B4GALT1. As análises por estadiamento sugerem um papel de OGT no 

estabelecimento de metástases distantes, enquanto as análises de acometimento 

linfonodal sugerem que B4GALT1 possa ter algum envolvimento neste processo. Os 

achados sugerem também que OGA possa ter algum envolvimento na disseminação 

das metástases linfonodais. Por outro lado, o que se observou nas amostras de 

carcinoma de reto foi a redução da expressão de B3GNT2 e ST3GAL1 além do 

aumento de OGT. Durante as análises por estadio, o perfil observado para ST3GAL1 

levanta a possibilidade de que este gene possa ter alguma influência no 

desenvolvimento de metástases distantes. 

  

5.8. Avaliação do impacto da expressão de marcadores de CTTs sobre a 

sobrevida de pacientes com câncer colorretal 

 
Considerando a hipótese de que os pacientes que apresentam maiores níveis 

de expressão de marcadores de CTTs poderiam ter maior representatividade dessas 

células na massa tumoral e que isso poderia repercutir no desfecho clínico, foram 

realizadas, através da plataforma GEPIA, análises de sobrevida global e sobrevida 

livre de doença por meio da geração de curvas de Kaplan-Meier, utilizando amostras 

depositadas nos bancos de dados COAD e READ do TCGA. As amostras foram 

separadas em tercis de expressão, e aquelas pertencentes ao tercil superior (cut-off 

em 66%) foram consideradas com alta expressão (high), enquanto as pertencentes 

ao tercil inferior (cut-off em 33%) foram consideradas com baixa expressão (low). 

Surpreendentemente, nenhum dos marcadores de CTTs analisados pode predizer a 

sobrevida global (Figuras 5.22 e 5.24) ou a sobrevida livre de doença (Figuras 5.23 e 

5.25) dos pacientes, independentemente da localização do tumor (cólon ou reto). 

Dessa forma, esses resultados demonstram a incapacidade dos marcadores de 

CTTs em apresentar qualquer relação com o prognóstico dos pacientes com CCR. 

Essa incapacidade poderia estar relacionada com o fato das análises terem sido 

realizadas tomando como base os dados de expressão gênica e não os dados dos 

níveis proteicos. Outra possibilidade poderia estar relacionada ao longo período de 

seguimento utilizado nas análises. 
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Figura 5.22: Sobrevida global de acordo com os níveis de expressão de diferentes marcadores 
de CTTs em amostras de câncer de cólon. Amostras depositadas no banco de dados COAD do 
TCGA foram separadas em tercis de expressão e aquelas pertencentes ao tercil superior foram 
consideradas com alta expressão (high), enquanto as pertencentes ao tercil inferior foram 
consideradas com baixa expressão (low). Através da plataforma GEPIA foram geradas curvas de 
Kaplan Meier para avaliar o impacto da expressão de (a) LGR5, (b) CD24, (c) CD44, (d) ALDH1 e (e) 
CD133 na sobrevida global dos pacientes. HR, Hazard Ratio; p(HR), valor de p da regressão de Cox 

usada para cálculo do HR. 
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Figura 5.23: Sobrevida livre de doença de acordo com os níveis de expressão de diferentes 
marcadores de CTTs em amostras de câncer de cólon. Amostras depositadas no banco de dados 
COAD do TCGA foram separadas em tercis de expressão e aquelas pertencentes ao tercil superior 
foram consideradas com alta expressão (high) enquanto as pertencentes ao tercil inferior foram 
consideradas com baixa expressão (low). Através da plataforma GEPIA foram geradas curvas de 
Kaplan Meier para avaliar o impacto da expressão de (a) LGR5, (b) CD24, (c) CD44, (d) ALDH1 e (e) 
CD133 na sobrevida livre de doença dos pacientes. HR, Hazard Ratio; p(HR), valor de p da regressão 

de Cox usada para cálculo do HR. 
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Figura 5.24: Sobrevida global de acordo com os níveis de expressão de diferentes marcadores 
de CTTs em amostras de câncer de reto. Amostras depositadas no banco de dados READ do 
TCGA foram separadas em tercis de expressão e aquelas pertencentes ao tercil superior foram 
consideradas com alta expressão (high) enquanto as pertencentes ao tercil inferior foram 
consideradas com baixa expressão (low). Através da plataforma GEPIA foram geradas curvas de 
Kaplan Meier para avaliar o impacto da expressão de (a) LGR5, (b) CD24, (c) CD44, (d) ALDH1 e (e) 
CD133 na sobrevida global dos pacientes. Nenhum dos marcadores foi capaz de predizer a sobrevida 
global em pacientes com câncer de reto. HR, Hazard Ratio; p(HR), valor de p da regressão de Cox 
usada para cálculo do HR. 
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Figura 5.25: Sobrevida livre de doença de acordo com os níveis de expressão de diferentes 
marcadores de CTTs em amostras de câncer de reto. Amostras depositadas no banco de dados 
READ do TCGA foram separadas em tercis de expressão e aquelas pertencentes ao tercil superior 
foram consideradas com alta expressão (high) enquanto as pertencentes ao tercil inferior foram 
consideradas com baixa expressão (low). Através da plataforma GEPIA foram geradas curvas de 
Kaplan Meier para avaliar o impacto da expressão de (a) LGR5, (b) CD24, (c) CD44, (d) ALDH1 e (e) 
CD133 na sobrevida livre de doença dos pacientes. HR, Hazard Ratio; p(HR), valor de p da regressão 

de Cox usada para cálculo do HR. 
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5.9. Avaliação do impacto da expressão de glicogenes sobre a sobrevida de 

pacientes com câncer colorretal 

 
Embora os marcadores de CTTs não tenham, sido capazes de predizer a 

resposta clínica dos pacientes, neste trabalho foi demonstrado que eles 

apresentaram correlação positiva com a expressão de alguns glicogenes, assim, 

admite-se especular que os glicogenes possam de alguma forma regular aspectos 

fundamentais de subpopulações de CTTs, o que, consequentemente, poderia afetar 

o desfecho da doença. Considerando esta possibilidade, amostras de carcinoma de 

cólon e reto depositadas no TCGA foram avaliadas de acordo com a expressão dos 

seguintes glicogenes: B3GNT2, B4GALT1, GFAT1, GFAT2, MGAT5, OGA, OGT, 

ST3GAL1. As amostras também foram separadas em tercis de expressão, como 

realizado para os marcadores de CTTs. A partir daí foi possível estabelecer curvas 

de sobrevida global e de sobrevida livre de doença, as quais são mostradas nas 

figuras 5.26 e 5.27, respectivamente. Para as amostras de carcinoma de cólon, a 

expressão aumentada de OGA resultou numa menor sobrevida global e representou 

um risco de morte 2,4 vezes maior para esse grupo. Por outro lado, pacientes com 

alta expressão de MGAT5 apresentaram menor sobrevida livre de doença e um risco 

duas vezes maior de recorrência que os pacientes com baixa expressão de MGAT5. 

Se os pacientes analisados são estratificados de acordo com seu perfil de regiões 

microssatélite (MSI ou MSS) os resultados anteriores se mantêm verdadeiros 

apenas para aqueles que são MSS, porém, neste caso os riscos aumentam, 

passando a ser 3,5 vezes maior para a morte de pacientes com alta expressão de 

OGA e 3,9 vezes maior para a recorrência em pacientes com alta expressão de 

MGAT5 (Figura 5.28). No entanto, entre aqueles que são MSI nenhum dos 

glicogenes avaliados foi capaz de predizer nem a sobrevida global nem a sobrevida 

livre de doença. Essa incapacidade persistiu para as amostras de reto, fossem elas 

estratificadas ou não (Dados apresentados no anexo 1).  

Esses resultados demonstram que maiores níveis de expressão de dois dos 

glicogenes analisados (MGAT5 e OGA) tem valor prognóstico no desfecho clínico de 

pacientes com carcinoma de cólon.  
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Figura 5.26: Sobrevida global de acordo com os níveis de expressão de diferentes glicogenes 
em amostras de câncer de cólon. Amostras depositadas no banco de dados COAD do TCGA foram 
separadas em tercis de expressão e aquelas pertencentes ao tercil superior foram consideradas com 
alta expressão (high) enquanto as pertencentes ao tercil inferior foram consideradas com baixa 
expressão (low). Através da plataforma GEPIA foram geradas curvas de Kaplan Meier para avaliar o 
impacto da expressão de (a) B3GNT2, (b) B4GALT1, (c) GFPT1, (d) GFPT2, (e) MGAT5, (f) OGA, (g) 
OGT e (h) ST3GAL1 na sobrevida global dos pacientes. HR, Hazard Ratio; p(HR), valor de p da 

regressão de Cox usada para cálculo do HR. 
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Figura 5.27: Sobrevida livre de doença de acordo com os níveis de expressão de diferentes 
glicogenes em amostras de câncer de cólon. Amostras depositadas no banco de dados COAD do 
TCGA foram separadas em tercis de expressão e aquelas pertencentes ao tercil superior foram 
consideradas com alta expressão (high) enquanto as pertencentes ao tercil inferior foram 
consideradas com baixa expressão (low). Através da plataforma GEPIA foram geradas curvas de 
Kaplan Meier para avaliar o impacto da expressão de (a) B3GNT2, (b) B4GALT1, (c) GFPT1, (d) 
GFPT2, (e) MGAT5, (f) OGA, (g) OGT e (h) ST3GAL1 na sobrevida livre de doença dos pacientes. 
HR, Hazard Ratio; p(HR), valor de p da regressão de Cox usada para cálculo do HR. 

 

 

Figura 5.28: Sobrevida livre de doença e sobrevida global de acordo com os níveis de 
expressão de MGAT5 e OGA apenas de pacientes que não apresentam instabilidade de 
microssatélites. Amostras depositadas no banco de dados COAD do TCGA foram separadas de 
acordo com seu perfil de regiões microssatélite (MSI ou MSS) e apenas as que eram MSS foram 
separadas de acordo com os níveis de expressão. Aquelas pertencentes ao tercil superior foram 
consideradas com alta expressão (high) enquanto as pertencentes ao tercil inferior foram 
consideradas com baixa expressão (low). Através da plataforma GEPIA foram geradas curvas de 
Kaplan Meier para avaliar o impacto da expressão de MGAT5 na sobrevida livre de doença (a) e o 
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impacto da expressão de OGA na sobrevida global (b) de pacientes com câncer de cólon que tem 
MSS. HR, Hazard Ratio; p(HR), valor de p da regressão de Cox usada para cálculo do HR.     
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6. Discussão 

 
As células tronco tumorais representam uma subpopulação de células 

heterogênea e plástica, portadora de capacidade tanto de autorrenovação quanto de 

geração de células progenitoras que estarão sujeitas ao processo de diferenciação. 

Esses atributos evidenciam a relevância dessas células na origem e manutenção da 

massa tumoral com toda a sua heterogeneidade e complexidade (HIRATA et al., 

2019). Além disso, essas células dispõem de habilidades que contribuem para a 

resistência às terapias convencionais (SHIBUE; WEINBERG, 2017; STEINBICHLER 

et al., 2018). Sendo assim, estudos que apontem formas eficientes de identificá-las 

são de grande valia, pois possibilitam sua melhor caracterização e, 

consequentemente, podem apontar mecanismos de manutenção próprios dessa 

população que permitam o desenvolvimento de drogas específicas, as quais 

beneficiariam o paciente com doença metastática ou recorrente. Nesse sentido, o 

presente estudo se propôs a identificar e caracterizar glicobiomarcadores presentes 

na população de CTTs. Para isso, primeiramente era preciso empregar uma 

metodologia que promovesse enriquecimento dessa população. Então, foi escolhido 

o ensaio de formação de esferas como plataforma de estudo. Nesse ensaio, células 

em densidade clonal (densidade que permite a geração clonal de esferas) são 

desafiadas a crescer em condição de não aderência, em presença de meio que 

favorece o enriquecimento de CTTs e não apresenta indutores de diferenciação. 

Sabendo que o sucesso desse ensaio depende de parâmetros críticos como a 

composição do meio, a densidade de células e o tempo de exposição ao meio 

(PASTRANA; SILVA-VARGAS; DOETSCH, 2011), o presente trabalho se propôs a 

padronizar um protocolo para o ensaio de formação de esferas para as linhagens de 

adenocarcinoma de cólon Caco-2 e HT-29. Embora tenha sido possível encontrar 

uma condição que viabilizava a geração de esferas, as mesmas apresentavam 

diferentes tamanhos, o que representa uma limitação experimental que pode 

acarretar em maior variabilidade quando são feitas comparações entre experimentos 

independentes. Além disso, a quantidade de material gerado por esse ensaio é 

pequena, inviabilizando a análise das esferas por meio de técnicas que demandem 

grande quantidade de células. 

Uma vez padronizado o protocolo de formação de esferas, era preciso 

garantir que a população obtida realmente se tratava de CTTs. Para isso, a 

expressão dos marcadores de CTTs CD44, CD24, PROM1, ALDH1 e LGR5 foi 
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avaliada por RT-qPCR. No entanto, levando em consideração que células crescidas 

em condições de aderência (2D) e sob a forma de esferas (3D) apresentam 

consideráveis mudanças morfológicas, antes de iniciar os testes para a expressão 

dos marcadores foi necessário investigar se isso afetava a expressão de genes-

referência. Então, dez genes-referência foram avaliados usando a linhagem Caco-2. 

Curiosamente, genes-referência amplamente usados como ACTB e 18S 

apresentaram as maiores diferenças de Cq observadas entre a condição parental e 

a condição esfera. Já os que apresentaram as menores diferenças de Cq foram 

UBE2D2, PGK1 e PPIA. No entanto, dentre eles, UBE2D2 e PPIA foram mais 

amplamente expressos em Caco-2 e, por esse motivo, foram os escolhidos. No caso 

da linhagem HT-29, UBE2D2 não apresentou amplificação, o que obrigou o uso de 

apenas PPIA como gene-referência, configurando uma limitação do presente estudo. 

De fato, um grupo que se propôs a identificar os melhores genes-referência para 

análises de expressão gênica em CTTs também observou grande diferença na 

expressão de ACTB, o que levou os autores a desaconselharem o seu uso. Além 

disso, entre os genes-referência apontados como mais estáveis, o mesmo estudo 

também menciona PPIA como uma possibilidade (LEMMA et al., 2016). 

Tendo estabelecido os genes-referência, foi possível prosseguir com as 

análises de expressão gênica dos marcadores de CTTs (CD44, CD24, PROM1, 

ALDH1 e LGR5) em Caco-2 e HT-29. Ao se comparar a condição parental com a 

condição de esfera, verificou-se que, em Caco-2, houve redução significativa na 

expressão de CD24, e em HT-29 ocorreu aumento significativo na expressão de 

ALDH1, LGR5 e PROM1. Embora ambas as linhagens tenham sido submetidas ao 

mesmo meio de enriquecimento de CTTs, a diferença encontrada na expressão dos 

marcadores entre elas evidencia a heterogeneidade da população de CTTs. 

Curiosamente, essa heterogeneidade foi retratada por um estudo que mostrou 

existirem diferenças na presença de marcadores de CTTs entre cinco linhagens de 

CCR. Neste caso, a população CD133+ de cada uma das linhagens analisadas foi 

isolada e outros marcadores relacionados ao perfil tronco, tumorigênese e potencial 

metastático foram avaliados. Assim, três conjuntos de marcadores foram relatados: 

I) os de detecção homogênea (CD9, CD29, CD49b, CD59, CD151, CD326), que 

pareciam representar uma assinatura da população de CTTs devido à sua detecção 

em todas as linhagens estudadas; II) os de detecção heterogênea (CD44, CD47, 

CD49f, CD55, CD221, CD227, CD324), com diferenças na porcentagem de células 

positivas entre as linhagens; e III) aqueles de marcação descontínua (CD24, CD26, 
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CD54, CD66c, CD81, CD90, CD99, CD112, CD164, CD166, CD200), ora presentes, 

ora ausentes, dependendo da linhagem celular avaliada (GEMEI et al., 2013). Dessa 

forma, as diferenças observadas no perfil de expressão dos marcadores de CTTs 

em Caco-2 e HT-29 podem ser um reflexo da presença de subpopulações com perfis 

distintos nos esferoides formados.  

Em um primeiro momento, a redução na expressão de CD24 em Caco-2 

parece contraditória, uma vez que o aumento desse marcador já foi documentado 

em populações de CTTs oriundas de linhagens de CCR (KE et al., 2012). Foi 

sugerido também que CD24 atua como principal molécula responsável pela 

formação de clusters de CTTs, os quais poderiam ser importantes para a 

sobrevivência dessas células durante sua disseminação na corrente sanguínea 

(KAPELERIS et al., 2019). No entanto, essa redução na expressão de CD24 poderia 

indicar a presença de uma população de CTTs que apresenta mecanismos de 

resistência a drogas e de sobrevivência mediados por autofagia, já que o 

silenciamento de CD24 em células que superexpressavam este marcador promoveu 

aumento da autofagia em células de CCR (ZHUO; WANG, 2019). Neste sentido, foi 

demonstrado também que a inibição do processo autofágico se mostrou capaz de 

sensibilizar células de CCR ao 5-Fluorouracil (5-FU) e a drogas antiangiogênicas (LI 

et al., 2009; SELVAKUMARAN et al., 2013). Corroborando estes achados, foi 

descrito em CCR que o fenótipo CD133+/CD24low está associado a resistência ao 5-

FU (PASCHALL et al., 2016). Assim, a expressão ou não de CD24 parece conferir 

vantagens em diferentes processos: metástase ou resistência. Uma hipótese 

possível é que a exposição da linhagem Caco-2 a um cultivo em suspensão 

represente um insulto à sua sobrevivência, o que obrigaria essas células a ativarem 

autofagia através de um mecanismo que envolva a redução na expressão de CD24.  

No que diz respeito às variações de expressão quando compara-se a 

condição parental com a condição de esfera nas células HT-29, foi visto um aumento 

de três marcadores de CTTs, nomeadamente LGR5, PROM1 e ALDH1. Este achado 

é corroborado por dados da literatura, já que todos funcionam como marcadores de 

CTTs em modelos de CCR (VERMEULEN et al., 2008; HUANG et al., 2009; 

SHIMOKAWA et al., 2017; ZHANG et al., 2019). LGR5 foi primeiramente 

caracterizado como um marcador da população de células tronco intestinais 

presente na base das criptas, mas tem sido empregado também como marcador de 

CTTs (KUMAR; BURGESS; GULBIS, 2014; DAME et al., 2018). A proteína CD133, 

codificada pelo gene PROM1, em condições não patológicas, está associada à 
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regiões de protrusão de membrana e microvilos (GLUMAC; LEBEAU, 2018). Um 

estudo mostrou também que CD133 promove a sinalização de WNT, por meio de um 

mecanismo de estabilização de β-catenina mediado por HDAC6 (do inglês Histone 

deacetylase 6) e, neste mesmo trabalho, foi observado que o silenciamento de 

CD133 leva a um aumento da expressão de genes relacionados à diferenciação 

(MAK et al., 2012). Além disso, também foi demonstrado em um modelo de 

glioblastoma que a capacidade de autorrenovação e tumorigênese de CTTs era 

dependente da fosforilação de CD133 (na tirosina 828), a qual mediava sua 

interação com p85 e promovia a sinalização via PI3K/AKT (WEI et al., 2013). Com 

relação ao ALDH1, este representa uma das 11 famílias de isoenzimas que 

catalisam a oxidação de aldeídos a ácidos carboxílicos (VASSALLI, 2019). 

Populações de CTTs apresentam maior atividade de ALDH e, por isso, essa 

característica é empregada como o racional do ensaio de Aldefluor® para a 

identificação de CTTs (MELE; LICCARDO; TIRINO, 2018). Embora no presente 

estudo a atividade dessa enzima não tenha sido investigada, o aumento da 

expressão gênica de ALDH1 dá indícios de que sua atividade pode estar aumentada 

nessa população. Nesse contexto, já foi demonstrado que a superexpressão 

independente de nove isoformas de ALDH resulta em aumento da população de 

ALDH+ no ensaio de atividade (ZHOU et al., 2019). Portanto, diante do exposto 

acima, o aumento da expressão dos marcadores ALDH1, LGR5 e PROM1 em 

células HT-29 submetidas ao ensaio de formação de esferas sugere que esteja 

ocorrendo um enriquecimento da população de CTTs.  

No contexto do câncer os glicanos desempenham função em diferentes 

aspectos da transformação maligna, tais como: proliferação, migração, invasão, 

escape da vigilância imunológica e metástase (RODRIGUES et al., 2018). No 

entanto, esses processos estão relacionados a alterações nos níveis de arranjos 

específicos, tais como: aumento de N-glicanos com ramificações do tipo β1,6-

GlcNAc que são geradas pela enzima MGAT5 (Figura 1.9a); aumento de glicanos 

fucosilados e sialilados; e ainda a presença aumentada de antígenos de 

carboidratos associados ao tumor, sejam eles epítopos Lewis (Figura 1.9c) ou 

produtos de O-glicanos truncados, como os antígenos T, sT, Tn e sTn (Figura 1.9 b). 

Embora CD44, CD24 e CD133 sejam utilizados como marcadores de CTTs, 

essas proteínas também participam de mecanismos celulares que podem ser 

impactados mediante alterações na glicosilação. CD44 é uma glicoproteína de 

membrana envolvida com mecanismos de adesão celular e transdução de sinal que 
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estão intimamente relacionados à diferenciação, proliferação, migração e 

sobrevivência (ORIAN-ROUSSEAU; SLEEMAN, 2014). Uma das principais funções 

de CD44 está relacionada à sua ligação ao ácido hialurônico (KAROUSOU et al., 

2017). Já foi demonstrado, em modelos de câncer gástrico, que a modificação de 

CD44 por O-glicanos truncados é capaz de aumentar a sua interação com o ácido 

hialurônico (MEREITER et al., 2019). Por outro lado, a presença de ácidos siálicos 

terminais em N-glicanos de CD44 atuaria no sentido contrário, impedindo essa 

interação (FALLER; GUVENCH, 2014). 

A glicoproteína CD24 consiste numa molécula de adesão a qual é ancorada 

na membrana em regiões de lipid rafts por uma porção GPI (EYVAZI et al., 2018). A 

função adesiva de CD24 à P-selectina é mediada pela presença do arranjo sLex 

(Figura 1.9c) em CD24 (FRIEDERICHS et al., 2000). Essa interação com a P-

selectina presente em células do endotélio vascular possibilita o rolamento das 

células tumorais na corrente sanguínea, favorecendo o desenvolvimento de 

metástases (KÖHLER et al., 2010). Além disso, um estudo demonstrou que os N-

glicanos de CD24 apresentavam core fucosilação (Figura 1.9a), enquanto seus O-

glicanos apresentavam forte presença de estruturas sialil T (Figura 1.9b) (MOTARI et 

al., 2009). 

Para a glicoproteína CD133, a perda induzida de um de seus sítios de N-

glicosilação impede sua interação com a β-catenina o que resulta em inativação da 

via de WNT (LIU et al., 2015). Além disso, a presença de sialilação (α-2,3) é capaz 

de promover redução da cinética de degradação de CD133 (ZHOU et al., 2010).  

No presente estudo, os esferoides gerados tiveram a expressão de 

glicogenes avaliada. Embora não tenha sido possível documentar mudanças 

estatisticamente significativas na expressão desses genes em Caco-2, foi observado 

aumento estatisticamente significativo na expressão de B3GNT2, OGT e OGA em 

HT-29. De forma pioneira em estudos de Glicobiologia do câncer, foram realizadas 

análises in silico que apontam para a existência de correlação positiva entre a 

expressão de marcadores de CTTs e glicogenes, como é o caso de CD44 x OGA, 

CD44 x B3GNT2, LGR5 x OGA para amostras de câncer de cólon, e CD44 x OGA, 

LGR5 x OGA, CD44 x OGT, CD24 x B3GNT2 para amostras de câncer de reto. As 

correlações entre CD44 x OGA e LGR5 x OGA estão presentes independentemente 

do local do tumor, no entanto, no caso de CD44 x B3GNT2, parece ser válida 

somente para carcinomas de cólon, enquanto as correlações entre CD44 x OGT e 

CD24 x B3GNT2 foram observadas apenas em carcinomas de reto. Todas essas 
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correlações descritas foram estatisticamente significativas, no entanto, se mostraram 

correlações fracas (r entre 0.20 e 0.39) ou muito fracas (r entre 0.00 e 0.19) (EVANS, 

1996). Uma possível explicação consiste no fato das análises envolverem 

subpopulações de CTTs que estão presentes em menor número dentro da massa 

tumoral. Assim, seria mais difícil encontrar expressão desses marcadores em 

amostras tumorais, enfraquecendo qualquer correlação que os envolva. Vale 

ressaltar que a correlação positiva entre a expressão de LGR5 e OGA aponta para 

uma possível regulação entre esses dois genes, pois, conforme demonstrado no 

presente estudo, o ensaio de formação de esferas promove aumento na expressão 

de ambos em HT-29 (Figura 5.9 e 5.10b). Embora seja possível especular que esses 

glicogenes possam exercer influência sobre o estado tronco e a expressão de 

marcadores em câncer colorretal, os eventuais mecanismos envolvidos ainda não 

são conhecidos, evidenciando que diferentes vertentes de investigação serão 

necessárias para esclarecer este ponto.  

Em conformidade com a correlação positiva entre os níveis de expressão de 

CD44 e OGT observada aqui, recentemente foi demonstrado que em esferas 

oriundas de linhagens de câncer de mama enriquecidas para CTTs há aumento 

concomitante de OGT e da modificação de proteínas por O-GlcNAc. Ademais, a 

inibição de OGT teve um impacto negativo no estado tronco dessas células, 

enquanto sua superexpressão teve efeito contrário, pois foi capaz de regular 

positivamente CD44, Nanog, c-Myc e KLF8, indicando que o aumento de OGT nas 

esferas pode ser necessário para a regulação de fatores transcricionais relacionados 

com a pluripotência (AKELLA et al., 2020).  

Embora OGT esteja atraindo bastante atenção dos pesquisadores nos últimos 

anos, por ser a responsável pela transferência de GlcNAc para proteínas citosólicas 

e nucleares, os achados in vitro e in silico aqui descritos, que apontam aumento da 

expressão de OGA em câncer colorretal, bem como sua correlação com a expressão 

de LGR5 e CD44, dão indícios da importância desta outra enzima para as CTTs. 

Nesse sentido, em camundongos mutados para o gene APC e heterozigotos para 

Oga (Oga+/-), os quais apresentavam menores níveis de OGA e OGT, foi observado 

abrandamento em número e volume de adenomas colorretais, devido à redução na 

expressão de genes-alvo da via de WNT de maneira independente de β-catenina 

(YANG et al., 2014). Assim, é possível que o aumento de OGA observado nas 

esferas ocorra para induzir a expressão de genes-alvo da via WNT, que está 

relacionada à manutenção das células tronco intestinais (KRISHNAMURTHY; 
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KURZROCK, 2018). Além disso, CD44 e LGR5 são genes-alvo dessa via 

(WIELENGA et al., 1999; BARKER et al., 2007; ZEILSTRA et al., 2014), o que 

corrobora a correlação positiva encontrada entre a expressão deles com OGA. 

Outro aspecto interessante diz respeito ao aumento concomitante na 

expressão de OGT e OGA na condição de esferas. Em desacordo com essa 

observação, pesquisadores mostraram existir um mecanismo compensatório entre 

OGT e OGA que visa a manutenção do estado de equilíbrio. Para isso, utilizaram um 

modelo de CCR submetido a desequilíbrio na homeostase do processo de 

modificação por O-GlcNAc por privação de glicose ou influxo de glutamina. No 

primeiro cenário, a privação de glicose levou ao aumento de OGT e redução de 

OGA, ambos em nível proteico e de expressão gênica, enquanto no segundo 

cenário, o influxo de glutamina levou à redução apenas dos níveis proteicos de OGT 

e aumento dos níveis de OGA e de seu mRNA, apontando para uma regulação em 

nível transcricional para OGA e pós transcricional para OGT (DECOURCELLE et al., 

2020). Curiosamente, esse mesmo trabalho também mostrou que o knockdown de 

OGT reduzia os níveis de OGA e de seu mRNA, do mesmo modo que o contrário 

também ocorria, contudo de forma mais branda. Esse dado curioso também foi 

observado em hepatócitos de camundongo, no entanto, neste caso foi demonstrado 

que embora a superexpressão de Oga cause aumento de Ogt, o contrário não 

ocorre. De fato, OGA parece regular a transcrição de OGT através de um 

mecanismo de cooperação entre OGA e p300 (uma histona acetiltransferase que 

funciona como coativador da transcrição) para a transcrição de OGT (QIAN et al., 

2018). Se o mesmo ocorrer em células de CCR, é provável que a expressão 

aumentada de OGA nas esferas induza também o aumento dos níveis de expressão 

de OGT, porém o papel que esse aumento concomitante teria em CTTs ainda 

precisa ser melhor explorado. Uma das hipóteses seria que OGT e OGA se 

comportassem como os marcadores epigenéticos observados em células tronco 

quiescentes. Nesse contexto, os genes apresentam perfil bivalente, com presença 

concomitante de ambos os marcadores repressivos e ativadores, como forma de 

estarem preparados para qualquer um dos cenários: inativação ou ativação (LIU et 

al., 2013). Assim, a presença de níveis aumentados de ambas as enzimas poderia 

representar um mecanismo das células tronco tumorais para que estejam 

preparadas tanto pra permanecerem no estado tronco ou darem origem a uma célula 

progenitora. 



 

79 
 

No presente trabalho foi verificado também que os níveis de expressão de 

B3GNT2 correlacionaram-se positivamente com os de CD44 (câncer de cólon) e 

CD24 (câncer de reto). A enzima β3GNT2 (codificada pelo gene B3GNT2), junto 

com β4GALT1 (codificada pelo gene B4GALT1), são as principais envolvidas na 

síntese de LacNAc. Essas estruturas, uma vez formadas, podem ser decoradas com 

antígenos Lewis (TOGAYACHI et al., 2010; BYDLINSKI et al., 2018) (Figura 1.9c). 

Além disso, a presença de estruturas poli-LacNAc (formadas pela associação de 

unidades LacNAc) em receptores de membrana possibilita sua interação com 

galectinas (proteínas com domínios do tipo lectina que se ligam a carboidratos), 

favorecendo assim a estabilização deles na membrana, o que prolonga a duração da 

sinalização celular. Um grupo que caracterizou N-glicanos presentes na forma 

padrão de CD44 (CD44s, originada a partir da junção dos éxons 1-5 e 16-20) 

ressaltou a presença predominante de N-glicanos complexos com reduzida presença 

de fucose e ácido siálico, inclusive no sítio N5, o qual é apontado como o 

responsável pela ligação ao ácido hialurônico presente na matriz extracelular (HAN 

et al., 2012). Essa menor decoração dos N-glicanos de CD44 com ácido siálico, pelo 

menos no sítio N5, pode ter relação com sua interação com o ácido hialurônico, já 

que a presença de sialilação α-2,3 em CD44 foi apontada como motivo de redução 

da interação entre essas duas moléculas (FALLER; GUVENCH, 2014). 

Conjuntamente, estes achados mostram que a correlação encontrada entre a 

expressão de CD44 x B3GNT2 necessita ser melhor estudada.  

Com relação à presença de antígenos Lewis na extremidade de poli-LacNAc, 

já foi relatado que o marcador CD24 pode apresentar o epítopo sLex (Figura 1.9c), 

que estaria relacionado com sua capacidade de adesão ao endotélio vascular por 

meio de interação com P-selectinas (FRIEDERICHS et al., 2000), favorecendo o 

processo de metástase. Esse fato possibilita levantar uma hipótese de conexão 

mecanística entre CD24 e estruturas poli-LacNAc, auxiliando assim a compreensão 

da correlação vista entre a expressão de CD24 x B3GNT2 em amostras de 

carcinoma retal. 

Recentemente, uma investigação revelou a presença de características tronco 

em células tumorais circulantes (CTC) de pacientes com CCR metastático (GRILLET 

et al., 2017), este achado motivou a avaliação do impacto clínico da expressão de 

marcadores de CTTs e de glicogenes em pacientes com CCR. Assim, foram 

realizadas análises in silico com amostras oriundas do TCGA. Foi possível observar 

que amostras de carcinoma de cólon apresentavam aumento na expressão de 
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LGR5, CD44 e redução na expressão de CD24 e ALDH1, quando comparadas com 

amostras de tecido adjacente não tumoral. O mesmo padrão de expressão de LGR5, 

CD44 e ALDH1 ocorreu para as amostras de carcinoma de reto, no entanto, nessas, 

também se observou aumento na expressão de PROM1. Embora não tenha 

separado as análises em carcinomas do cólon e reto, por meio de 

imunohistoquímica de amostras normais e de câncer colorretal, um grupo confirmou, 

pelo menos em parte, os achados in silico aqui apresentados. Neste caso, foi 

verificado um aumento de CD133 e da forma padrão de CD44, além de uma tênue 

redução de ALDH1 nas amostras de tumor primário, em comparação feita com 

amostras normais (LUGLI et al., 2010). Outro estudo também contribuiu com os 

achados aqui demonstrados, ao apontar o aumento da marcação de LGR5 em 

amostras de tecidos de CCR pareadas (HE et al., 2014). 

Na avaliação dos marcadores de CTTs nos diferentes estadios do câncer de 

cólon, verificou-se que a expressão de LGR5 e CD44 está aumentada em todos os 

estágios da progressão da doença. Enquanto o contrário ocorreu para CD24. Já 

para ALDH1, a redução na expressão alcançou significância estatística a partir do 

estadio II, enquanto a expressão de CD44 teve uma redução estatisticamente 

significativa do estadio I para o estadio IV, o que poderia indicar que para o processo 

de metástase distante seria necessária a redução na expressão de CD44. Já para 

amostras de carcinoma de reto, o mesmo cenário se repete para as expressões de 

LGR5 e CD44, que se mantêm aumentadas ao longo de todos os estadios. Por outro 

lado, o aumento na expressão de PROM1 só ocorre do estadio I ao estadio III, o que 

pode indicar que PROM1 exerce algum papel na progressão da doença, mas não 

para o processo de metástase distante. Além disso, em câncer de reto há redução 

na expressão de ALDH1 também ao longo de todos os estadios. No entanto, 

nenhum dos marcadores analisados foi capaz de predizer a sobrevida livre de 

doença ou a sobrevida global. Dentre todos os marcadores analisados, apenas a 

expressão de ALDH1, em pacientes com câncer de reto, parece ter potencial de 

predizer a sobrevida global, uma vez que o P valor do logrank foi de 0,056, porém, 

devido à quantidade reduzida de amostras (apenas 31 no grupo com alta expressão 

e 32 no grupo com baixa expressão), não foi possível atingir a significância 

estatística. 

Pela análise de imunohistoquímica de 523 amostras de tecido de 

adenocarcinoma colorretal, um trabalho relacionou os níveis de CD133, CD44 e 

CD24 com características clínicopatológicas, e concluiu que CD133 estava 
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relacionado aos estadios T (que diz respeito à extensão do tumor primário) mais 

avançados, CD24 estava relacionado ao grau de diferenciação e CD44 ao tamanho 

do tumor. No entanto, nenhum deles teve impacto na sobrevida global de pacientes 

com CCR (CHOI et al., 2009), de forma análoga ao que foi apontado pelas análises 

in silico aqui apresentadas. 

Outro aspecto interessante diz respeito a localização subcelular/tecidual de 

ALDH. Um estudo que avaliou por imunohistoquímica os níveis proteicos de 

ALDH1A1 (uma das 19 isoenzimas da família de aldeído desidrogenases) em 

amostras de tecido de câncer de cólon e reto encontrou diferentes tipos de 

marcação: citoplasmática, nuclear e estromal. Curiosamente, apenas a presença de 

ALDH1A1 nuclear resultava em menor sobrevida global para pacientes com câncer 

de cólon (KAHLERT et al., 2012). Outro estudo apontou que amostras de câncer 

colorretal avaliadas para ALDH1A1 pela mesma técnica anterior tinham maior 

marcação em comparação com as amostras de tecido normal adjacente, e isso 

estava associado à presença de metástases linfonodais (YANG et al., 2018). No 

entanto, amostras de metástase hepática apresentaram maiores níveis de ALDH1A1 

que as amostras pareadas de seus tumores primários, porém, em qualquer um dos 

cenários, seus níveis eram aumentados se os pacientes tivessem sido submetidos a 

tratamento antes da ressecção. Além disso, seus níveis foram associados a tumores 

pouco diferenciados, localizados do lado direito do cólon (VAN DER WAALS; 

BOREL RINKES; KRANENBURG, 2018). Assim, uma hipótese pode ser formulada 

para explicar as incongruências encontradas. É possível que as amostras analisadas 

nessa dissertação fossem em sua maioria de tumores localizados do lado esquerdo, 

já que o estudo citado menciona a diminuição nos níveis de ALDH1A1 em cólon 

descendente, reto e sigmoide. 

As mesmas análises in silico realizadas para os marcadores de CTTs foram 

repetidas para os glicogenes. Em amostras de carcinoma de cólon foi observado 

aumento da expressão de MGAT5, OGA, OGT, ST3GAL1 e redução da expressão 

de B4GALT1, em relação às amostras de tecido não tumoral adjacente. Por outro 

lado, em amostras de carcinoma de reto, ocorreu redução na expressão de B3GNT2 

e ST3GAL1 e aumento de OGT.  

Reforçando os achados encontrados por bioinformática em cólon, um trabalho 

mostrou o aumento da expressão de MGAT5 em amostras de adenomas e 

carcinomas colorretais quando estas são comparadas com o tecido normal 

adjacente (PETRETTI et al., 2000). Os N-glicanos com ramificações do tipo β1,6-
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GlcNAc, que são gerados por essa enzima, também foram mais detectados por 

imunohistoquímica em amostras de carcinoma colorretal do que em seus pares não 

tumorais (HÄGERBÄUMER et al., 2015). 

No que tange a ST3GAL1, dois trabalhos distintos evidenciaram o aumento 

de sua expressão em amostras de carcinoma colorretal quando comparadas com o 

tecido adjacente não tumoral (PETRETTI et al., 2000; SCHNEIDER et al., 2001). 

Todavia, nossas análises in silico demonstraram antagonismo na expressão desse 

glicogene entre amostras de carcinoma de cólon e reto, o que pode ter relação com 

a lateralidade. Embora o CCR seja tratado como uma única entidade, a origem 

embrionária do cólon proximal é a partir do intestino médio primitivo, enquanto o 

cólon distal e reto é a partir do intestino posterior primitivo. Além disso, os tumores 

proximais de cólon estão mais associados à mutações em BRAF e ao CIMP, 

enquanto carcinomas do cólon distal e reto estão mais associados a mutações em 

APC e TP53 e à CIN (YOUNG; GOLZARIAN, 2018). Curiosamente, análises de 

microarray de amostras de carcinoma de cólon e reto apontaram maior desregulação 

de vias de sinalização envolvidas com processos metabólicos e biossíntese de N- e 

O-glicanos nos tecidos de reto (LI et al., 2012).  

Um grupo que analisou os níveis de OGT, OGA e de modificação por O-

GlcNAc em amostras pareadas de pacientes com adenocarcinoma de cólon, 

apontou um aumento tanto de OGT quanto da modificação por O-GlcNAc e uma 

tendência de aumento de OGA nos tumores colorretais, em comparação com 

amostras adjacentes não tumorais (PHUEAOUAN et al., 2013). 

Para além das análises comparativas entre amostras pareadas, também 

foram realizadas aqui avaliações da expressão dos glicogenes por estadiamento. No 

carcinoma de cólon, foi possível perceber que a expressão de MGAT5 e OGT é 

aumentada ao longo de toda a progressão da doença, o que, nesse último caso, 

também se repete para carcinoma de reto. Os níveis de expressão de OGT 

aumentam do estadio II para o IV, o que sugere um papel de OGT no 

estabelecimento de metástases distantes. De fato, a maior expressão de OGT foi 

correlacionada positivamente com o estadiamento total e com estadios N e M. Além 

disso, maiores níveis de OGT reduziram a sobrevida global em três anos de 

pacientes com CCR (XU et al., 2019). No entanto, as análises envolvendo o 

desfecho clínico feitas pelo presente estudo não demonstraram tal redução. 

Com relação à MGAT5, níveis aumentados dessa enzima (também conhecida 

como GnT-V) foram correlacionados com metástases distantes e com menor 
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sobrevida global em pacientes com CCR (MURATA et al., 2000). No entanto, os 

autores ressaltam que essa menor sobrevida global refletiu, em parte, a grande 

quantidade de pacientes estadio IV e a pior sobrevida dos pacientes em estadio II 

que apresentavam maiores níveis de MGAT5, o que pode explicar a discrepância 

com as análises aqui apresentadas. Porém, no que diz respeito à sobrevida livre de 

doença, a maior expressão de MGAT5 foi aqui apontada como pior prognóstico. 

No presente trabalho, também foi visto que a expressão de OGA tem 

aumento significativo apenas nos estadios tardios III e IV. Porém, estudos in vitro 

utilizando as células de tumor primário (SW480) e de metástase linfonodal (SW620) 

mostraram que nessa última linhagem havia aumento da modificação por O-GlcNAc 

e redução na expressão de OGA. Uma vez que SW620 era silenciada para OGA 

passava a apresentar características relacionadas ao processo de EMT com 

aquisição de morfologia fibroblastoide e alteração na expressão de diversos genes 

envolvidos com processos de motilidade (YEHEZKEL et al., 2012). No entanto, na 

contramão desses dados, os resultados aqui apresentados demonstram que a maior 

expressão de OGA foi relacionada a uma pior sobrevida global em pacientes com 

carcinoma de cólon.  

As análises para carcinoma retal apontaram pequena redução da expressão 

de ST3GAL1 no estadio III, com posterior aumento discreto no estadio IV, o que 

sugere um possível papel de ST3GAL1 no desenvolvimento de metástases 

distantes. Vale ressaltar que em câncer de mama, a alta expressão de ST3GAL1 em 

pacientes com estadiamento avançado foi associado à menor sobrevida livre de 

recorrência (FAN et al., 2018). É possível que a não estratificação dos pacientes por 

estadiamento antes das análises de sobrevida tenha inviabilizado essa mesma 

observação para câncer colorretal. 

Sob a perspectiva das CTTs, fica evidente que determinadas alterações que 

ocorrem no glicoma dessas células podem ter impacto na sobrevida de pacientes 

com CCR. Porém, é importante ressaltar que todas as alterações observadas no 

presente estudo foram investigadas em relação à expressão gênica. Essas 

alterações não necessariamente refletem alterações em nível proteico, tampouco 

refletem maior ou menor presença de determinado arranjo em glicanos. Dessa 

forma, análises complementares – dos níveis proteicos dos marcadores de CTTs, 

das enzimas codificadas pelos glicogenes, bem como dos arranjos gerados por elas 

– necessitam ser realizadas. Com relação aos dados in silico, a incapacidade de 

separação das amostras do TCGA de acordo com os subtipos moleculares CMS e 
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CRIS em ambas as plataformas utilizadas (GEPIA e UALCAN) impediu o 

estabelecimento de associação entre determinado subtipo molecular e a maior 

presença de população com perfil tronco. Assim, o papel exato que cada um desses 

glicogenes e suas respectivas enzimas desempenham na regulação do estado 

tronco ainda precisa ser desvendado. 
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7. Conclusão 

 
O ensaio de formação de esferas aplicado a linhagens de CCR com 

diferentes perfis mutacionais e de diferenciação promove enriquecimento de 

subpopulações de CTTs que expressam marcadores de superfície distintos. Isso 

indica que mesmo em condições em que as células são expostas a um meio de 

enriquecimento de CTTs contendo suplementação idêntica, cada linhagem responde 

de maneira particular a esses estímulos. Além disso, a alta plasticidade das CTTs 

torna essa metodologia bastante variável, pois existe importante variabilidade na 

expressão dos marcadores em cada réplica biológica. Ainda assim, os achados in 

vitro evidenciaram a presença de alterações nos glicogenes OGT, OGA e B3GNT2 

em populações de CTTs com maior expressão dos marcadores ALDH1, LGR5 e 

PROM1. Mais do que apenas expressão alterada, esses glicogenes apresentaram 

correlação positiva com a expressão de determinados marcadores, e um deles 

(OGA) foi capaz de distinguir um grupo de pacientes com câncer de cólon que 

apresentava menor sobrevida global, o que, pelo menos nesse trabalho, não foi 

viável para nenhum dos marcadores de CTTs. Portanto, embora representem ainda 

contribuições modestas, os resultados obtidos com essa pesquisa apontam para um 

possível papel da glicosilação aberrante na manutenção do fenótipo tronco e abrem 

caminho para que, posteriormente, algum glicobiomarcador possa ser incorporado 

como marcador da população de CTTs. 

 
 
(FEARON; VOGELSTEIN, 1990), (BONNET; DICK, 1997)      
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9.  Anexos 

 
Anexo 1 – Figuras Complementares de Sobrevida  
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Figura 9.1: Sobrevida global de acordo com os níveis de expressão de glicogenes apenas de 
pacientes com carcinoma de cólon que não apresentam instabilidade de microssatélites. 
Amostras depositadas no banco de dados COAD do TCGA foram separadas de acordo com seu perfil 
de regiões microssatélite (MSI ou MSS) e apenas as que eram MSS foram separadas de acordo com 
os níveis de expressão. Aquelas pertencentes ao tercil superior foram consideradas com alta 
expressão (high) enquanto as pertencentes ao tercil inferior foram consideradas com baixa expressão 
(low). Através da plataforma GEPIA foram geradas curvas de Kaplan Meier para avaliar o impacto da 
expressão de (a) B3GNT2, (b) B4GALT1, (c) GFPT1, (d) GFPT2, (e) MGAT5, (f) OGT e (g) ST3GAL1 
na sobrevida global de pacientes com câncer de cólon que tem MSS. HR, Hazard Ratio; p(HR), valor 

de p da regressão de Cox usada para cálculo do HR. 
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Figura 9.2: Sobrevida livre de doença de acordo com os níveis de expressão de glicogenes 
apenas de pacientes com carcinoma de cólon que não apresentam instabilidade de 
microssatélites. Amostras depositadas no banco de dados COAD do TCGA foram separadas de 
acordo com seu perfil de regiões microssatélite (MSI ou MSS) e apenas as que eram MSS foram 
separadas de acordo com os níveis de expressão. Aquelas pertencentes ao tercil superior foram 
consideradas com alta expressão (high) enquanto as pertencentes ao tercil inferior foram 
consideradas com baixa expressão (low). Através da plataforma GEPIA foram geradas curvas de 
Kaplan Meier para avaliar o impacto da expressão de (a) B3GNT2, (b) B4GALT1, (c) GFPT1, (d) 
GFPT2, (e) OGA, (f) OGT e (g) ST3GAL1 na sobrevida livre de doença de pacientes com câncer de 
cólon que tem MSS. HR, Hazard Ratio; p(HR), valor de p da regressão de Cox usada para cálculo do 

HR. 
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Figura 9.3: Sobrevida global de acordo com os níveis de expressão de glicogenes apenas de 
pacientes com carcinoma de cólon que apresentam instabilidade de microssatélites. Amostras 
depositadas no banco de dados COAD do TCGA foram separadas de acordo com seu perfil de 
regiões microssatélite (MSI ou MSS) e apenas as que eram MSI foram separadas de acordo com os 
níveis de expressão. Aquelas pertencentes ao tercil superior foram consideradas com alta expressão 
(high) enquanto as pertencentes ao tercil inferior foram consideradas com baixa expressão (low). 
Através da plataforma GEPIA foram geradas curvas de Kaplan Meier para avaliar o impacto da 
expressão de (a) B3GNT2, (b) B4GALT1, (c) GFPT1, (d) GFPT2, (e) MGAT5, (f) OGA, (g) OGT e (h) 
ST3GAL1 na sobrevida global de pacientes com câncer de cólon que tem MSI. HR, Hazard Ratio; 

p(HR), valor de p da regressão de Cox usada para cálculo do HR. 
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Figura 9.4: Sobrevida livre de doença de acordo com os níveis de expressão de glicogenes 
apenas de pacientes com carcinoma de cólon que apresentam instabilidade de 
microssatélites. Amostras depositadas no banco de dados COAD do TCGA foram separadas de 
acordo com seu perfil de regiões microssatélite (MSI ou MSS) e apenas as que eram MSI foram 
separadas de acordo com os níveis de expressão. Aquelas pertencentes ao tercil superior foram 
consideradas com alta expressão (high) enquanto as pertencentes ao tercil inferior foram 
consideradas com baixa expressão (low). Através da plataforma GEPIA foram geradas curvas de 
Kaplan Meier para avaliar o impacto da expressão de (a) B3GNT2, (b) B4GALT1, (c) GFPT1, (d) 
GFPT2, (e) MGAT5, (f) OGA, (g) OGT e (h) ST3GAL1 na sobrevida livre de doença de pacientes com 
câncer de cólon que tem MSI. HR, Hazard Ratio; p(HR), valor de p da regressão de Cox usada para 

cálculo do HR. 
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Figura 9.5: Sobrevida global de acordo com os níveis de expressão de diferentes glicogenes 
em amostras de câncer de reto. Amostras depositadas no banco de dados READ do TCGA foram 
separadas em tercis de expressão e aquelas pertencentes ao tercil superior foram consideradas com 
alta expressão (high) enquanto as pertencentes ao tercil inferior foram consideradas com baixa 
expressão (low). Através da plataforma GEPIA foram geradas curvas de Kaplan Meier para avaliar o 
impacto da expressão de (a) B3GNT2, (b) B4GALT1, (c) GFPT1, (d) GFPT2, (e) MGAT5, (f) OGA, (g) 
OGT e (h) ST3GAL1 na sobrevida global dos pacientes. HR, Hazard Ratio; p(HR), valor de p da 

regressão de Cox usada para cálculo do HR. 
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Figura 9.6: Sobrevida livre de doença de acordo com os níveis de expressão de diferentes 
glicogenes em amostras de câncer de reto. Amostras depositadas no banco de dados READ do 
TCGA foram separadas em tercis de expressão e aquelas pertencentes ao tercil superior foram 
consideradas com alta expressão (high) enquanto as pertencentes ao tercil inferior foram 
consideradas com baixa expressão (low). Através da plataforma GEPIA foram geradas curvas de 
Kaplan Meier para avaliar o impacto da expressão de (a) B3GNT2, (b) B4GALT1, (c) GFPT1, (d) 
GFPT2, (e) MGAT5, (f) OGA, (g) OGT e (h) ST3GAL1 na sobrevida livre de doença dos pacientes. 
HR, Hazard Ratio; p(HR), valor de p da regressão de Cox usada para cálculo do HR. 
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Figura 9.7: Sobrevida global de acordo com os níveis de expressão de glicogenes apenas de 
pacientes com carcinoma de reto que não apresentam instabilidade de microssatélites. 
Amostras depositadas no banco de dados READ do TCGA foram separadas de acordo com seu perfil 
de regiões microssatélite (MSI ou MSS) e apenas as que eram MSS foram separadas de acordo com 
os níveis de expressão. Aquelas pertencentes ao tercil superior foram consideradas com alta 
expressão (high) enquanto as pertencentes ao tercil inferior foram consideradas com baixa expressão 
(low). Através da plataforma GEPIA foram geradas curvas de Kaplan Meier para avaliar o impacto da 
expressão de (a) B3GNT2, (b) B4GALT1, (c) GFPT1, (d) GFPT2, (e) MGAT5, (f) OGA, (g) OGT e (h) 
ST3GAL1 na sobrevida global de pacientes com câncer de reto que tem MSS. HR, Hazard Ratio; 

p(HR), valor de p da regressão de Cox usada para cálculo do HR. 
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Figura 9.8: Sobrevida livre de doença de acordo com os níveis de expressão de glicogenes 
apenas de pacientes com carcinoma de reto que não apresentam instabilidade de 
microssatélites. Amostras depositadas no banco de dados READ do TCGA foram separadas de 
acordo com seu perfil de regiões microssatélite (MSI ou MSS) e apenas as que eram MSS foram 
separadas de acordo com os níveis de expressão. Aquelas pertencentes ao tercil superior foram 
consideradas com alta expressão (high) enquanto as pertencentes ao tercil inferior foram 
consideradas com baixa expressão (low). Através da plataforma GEPIA foram geradas curvas de 
Kaplan Meier para avaliar o impacto da expressão de (a) B3GNT2, (b) B4GALT1, (c) GFPT1, (d) 
GFPT2, (e) MGAT5, (f) OGA, (g) OGT e (h) ST3GAL1 na sobrevida livre de doença de pacientes com 
câncer de reto que tem MSS. HR, Hazard Ratio; p(HR), valor de p da regressão de Cox usada para 

cálculo do HR. 
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Figura 9.9: Sobrevida global de acordo com os níveis de expressão de glicogenes apenas de 
pacientes com carcinoma de reto que apresentam instabilidade de microssatélites. Amostras 
depositadas no banco de dados READ do TCGA foram separadas de acordo com seu perfil de 
regiões microssatélite (MSI ou MSS) e apenas as que eram MSI foram separadas de acordo com os 
níveis de expressão. Aquelas pertencentes ao tercil superior foram consideradas com alta expressão 
(high) enquanto as pertencentes ao tercil inferior foram consideradas com baixa expressão (low). 
Através da plataforma GEPIA foram geradas curvas de Kaplan Meier para avaliar o impacto da 
expressão de (a) B3GNT2, (b) B4GALT1, (c) GFPT1, (d) GFPT2, (e) MGAT5, (f) OGA, (g) OGT e (h) 
ST3GAL1 na sobrevida global de pacientes com câncer de reto que tem MSI. HR, Hazard Ratio; 

p(HR), valor de p da regressão de Cox usada para cálculo do HR. 
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Figura 9.10: Sobrevida livre de doença de acordo com os níveis de expressão de glicogenes 
apenas de pacientes com carcinoma de reto que apresentam instabilidade de microssatélites. 
Amostras depositadas no banco de dados READ do TCGA foram separadas de acordo com seu perfil 
de regiões microssatélite (MSI ou MSS) e apenas as que eram MSI foram separadas de acordo com 
os níveis de expressão. Aquelas pertencentes ao tercil superior foram consideradas com alta 
expressão (high) enquanto as pertencentes ao tercil inferior foram consideradas com baixa expressão 
(low). Através da plataforma GEPIA foram geradas curvas de Kaplan Meier para avaliar o impacto da 
expressão de (a) B3GNT2, (b) B4GALT1, (c) GFPT1, (d) GFPT2, (e) MGAT5, (f) OGA, (g) OGT e (h) 
ST3GAL1 na sobrevida livre de doença de pacientes com câncer de reto que tem MSI. HR, Hazard 
Ratio; p(HR), valor de p da regressão de Cox usada para cálculo do HR. 
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Anexo 2 e 3 – Artigos científicos submetidos relacionados ao tema Glicobiologia do 
câncer dos quais participei como co-autora 
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our Editorial Office.
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