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ESTRUTURA DA TESE 

 

Esta tese é organizada em introdução geral, justificativa, objetivos (gerais e 

específicos), dois capítulos redigidos em forma de artigo, sendo o primeiro capítulo uma 

revisão publicada sobre o tema e o segundo capítulo um artigo de dados a ser submetido, 

discussão geral, conclusões e perspectivas. 

A introdução consiste em uma apresentação do câncer colorretal e os principais 

avanços no entendimento desta doença. Adicionalmente, a introdução é seguida de uma 

abordagem sobre alguns aspectos gerais da metástase e o ambiente hepático que as células 

disseminadas encontram quando migram em direção ao nicho pré-metastático. Por fim, 

um tópico final disserta sobre o mecanismo de splicing alternativo e o impacto de sua 

desregulação no câncer.  

Após a introdução, a justificativa sintetiza as razões da escolha do tema desta tese, 

seguida dos objetivos propostos. 

O capítulo 1 consiste de uma revisão sobre o impacto do splicing alternativo na 

metástase, e aponta os principais genes descritos na literatura por apresentarem uma 

alteração do mecanismo e regulação do splicing. Além disso, são descritas algumas 

isoformas transcricionais que estão diretamente relacionadas à vantagem que algumas 

células tumorais apresentam, resultando na aquisição do potencial metastático. 

O capítulo 2 aborda as análises do uso diferencial de isoformas no câncer colorretal 

entre as condições normal, tumor primário e metástase hepática. Também é realizada uma 

predição de consequências e eventos de splicing associados à expressão destas isoformas. 

Adicionalmente, é feita uma análise da presença de mutações somáticas nas amostras de 

tumor primário e metástase com o objetivo de identificar possíveis alterações genéticas 

que possam estar associadas às isoformas transcricionais. 

Os capítulos são seguidos de uma discussão geral dos resultados obtidos, interligando 

as isoformas descritas na revisão (Capítulo 1) com os resultados obtidos no Capítulo 2, 

conclusão do tema e perspectivas. 
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 12 RESUMO 

RESUMO 

 

O desenvolvimento do câncer colorectal (CCR) é frequentemente derivado de lesões 

não-cancerosas chamadas de pólipos que podem evoluir para um estado maligno quando não 

ressectados. Grandes avanços têm sido feitos na tentativa de compreender as diferenças 

adquiridas pelas células malignas, como a identificação de alterações genéticas e epigenéticas, 

modificações do perfil transcricional e a influência do microambiente. Com essas observações, 

foi possível definir as características presentes em uma condição maligna, as quais são definidas 

como as marcas do câncer. Entretanto, apesar dos avanços no conhecimento propiciarem 

melhoras no diagnóstico e no tratamento, os pacientes com CCR metastática apresentam uma 

menor chance de cura pelos tratamentos atuais e, por consequência, uma baixa taxa de 

sobrevida. Para as células adquirirem a capacidade de disseminar a partir do tumor primário e 

metastatizar, é necessário a aquisição de um potencial iniciador da metástase, que confere a 

habilidade de sobreviver em condições extremas, migrar e colonizar outros tecidos. No caso do 

CCR, a metástase hepática é mais frequente em relação aos outros tecidos devido às 

características anatômicas do fígado. Dentre todos os mecanismos estudados na caracterização 

da doença, o estudo do splicing alternativo tem ganhado espaço nas pesquisas oncológicas, na 

qual distintas isoformas provenientes de um mesmo gene podem apresentar diferentes 

atividades, contribuindo na obtenção das características celulares necessárias para o 

desenvolvimento tumoral e para as células malignas disseminarem e colonizarem outros 

tecidos. Nesta tese de doutorado, foram analisadas as isoformas de mRNA diferencialmente 

usadas entre os estágios do cólon normal, lesão primária e metástase hepática. Os principais 

processos alterados pela desregulação do mecanismo de splicing foram adesão celular, 

migração, sobrevivência e proliferação, morte celular, e resposta imune. Esses resultados 

demostram a importância de aprofundar o estudo dos mecanismos de splicing e as 

consequências associadas à troca das isoformas entre condições normais e patológicas, assim 

como das descobertas de potenciais biomarcadores e posterior desenvolvimento de novas 

terapias. 
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ABSTRACT 

 

Colorectal cancer (CRC) development is usually derived from noncancerous lesions 

called polyps that can progress to a malignant state when not resected. Major advances have 

been made in the attempt to understand the differences acquired by malignant cells, such as the 

identification of genetic and epigenetic alterations, modifications of the transcriptional 

networks, and the influence of the microenvironment. Thus, it was possible to characterize the 

main molecular mechanisms present in the malignant condition, which are defined as the 

hallmarks of cancer. Although the advances in knowledge provide improvements in the 

diagnosis and treatment of cancer, patients with metastasis have lower survival rates by standard 

treatments. Disseminated and metastatic cells from primary tumor carry a metastasis-initiating 

potential that confers the ability to survive under extreme conditions, to migrate and to colonize 

other tissues. In the case of CRC, liver metastasis is more frequent than to other tissues due to 

anatomical characteristics. Among all mechanisms considered in the characterization of cancer, 

the study of alternative splicing has gained space in oncological analyzes, where distinct 

isoforms from the same gene can present different activities. Thus, the abnormal splicing 

mechanism may generate aberrant isoforms that may contribute to tumor development. In this 

thesis, isoforms that are differentially used between normal epithelium, primary lesion, and 

hepatic metastasis were analyzed. It was observed that the deregulation of splicing mechanisms 

majorly impacted in the bioprocesses of cell adhesion, migration, survival and proliferation, 

cell death, and immune response. These results show the importance of deepening the study of 

splicing mechanisms and the consequences associated with the isoforms exchange between 

normal and pathological conditions, becoming potential biomarkers and new therapeutic 

targets. 
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INTRODUÇÃO 

 

1. Aspectos epidemiológicos do câncer colorretal 

 

O câncer colorretal (CCR) é o nome dado para todos os tumores que acometem regiões 

do cólon e/ou reto e são frequentemente agrupados por apresentarem características em comum. 

No mundo inteiro, o CCR é o terceiro tipo de câncer mais comum, a segunda principal causa 

de morte por câncer e a primeira causa de morte por cânceres do trato gastrointestinal [1]. 

Adicionalmente, a prevalência é maior em mulheres e em indivíduos entre 65 e 74 anos de idade 

[1].  

No Brasil, de acordo com as estimativas do Instituto Nacional do Câncer de 2018, o 

CCR é o terceiro mais frequente em homens e o segundo entre as mulheres [2]. A incidência 

de CCR no Brasil varia conforme a região estudada, sendo mais prevalente nos estados de 

Goiás, Mato Grosso do Sul, Paraná, Rio Grande do Sul, Rio de Janeiro e São Paulo, com 

incidência de 17,89 a 27,74 casos por 100.000 habitantes nos homens e de 18,18 a 23,57 casos 

por 100.000 habitantes nas mulheres [2]. Além disso, são estimados para 2018 e 2019, 17.380 

casos novos em homens e 18.980 em mulheres [2]. 

Dentre os principais fatores de risco estão a obesidade, o sedentarismo, as doenças 

inflamatórias intestinais, os fatores genéticos, presença de pólipos e adenomas, os maus hábitos 

nutricionais (como a alta ingestão de lipídeos e proteínas), o tabagismo e a idade avançada [1]. 

Os principais sintomas do CCR incluem: dor abdominal, perda de peso, náusea, vômito, 

mal-estar, anorexia, distensão abdominal, e alteração de hábitos e movimentos intestinais [1]. 

O CCR em regiões distais, pode causar sangramento retal, que, quando misturado com as fezes, 

pode não ser percebido, e por consequência, levar à anemia como sintoma secundário [1]. 

O estágio de detecção do CCR é fundamental para determinar o prognóstico, 

sobrevivência e tratamento do paciente. A identificação do CCR em estágios iniciais é crucial 

para o sucesso do tratamento. Contudo, dados dos Estados Unidos e Europa mostram que mais 

de 30% dos pacientes já apresentavam metástase quando diagnosticados [3]. A principal 

modalidade de tratamento para a doença é a ressecção cirúrgica, que pode ou não estar associada 

com a quimioterapia, ou radioterapia, dependendo do estadiamento do tumor [4]. Infelizmente, 

mesmo quando diagnosticado nos estágios iniciais, a recorrência do tumor ainda é alta (cerca 

de 40 a 50%) [5].  
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Atualmente, o melhor exame diagnóstico para o CCR é a colonoscopia completa com 

biópsia do tecido para exames histológicos, que permite também a excisão endoscópica dos 

pólipos de forma preventiva [6]. Após o diagnóstico do CCR, as taxas de sobrevida em 5 anos 

é de 65%, enquanto que em 10 anos a sobrevida cai para 58% [1]. Contudo, essa informação é 

relativa, e não considera determinados fatores como a idade, o tipo histológico, o estágio da 

doença, ou ainda as modificações genéticas relacionadas com a agressividade do tumor.  

   

2. História do CCR 

 

A primeira descrição do CCR na literatura foi em maio de 1927 por Lockhart-Mummery 

e Dukes, em um trabalho intitulado “The precancerous changes in the rectum and colon” [7]. 

Neste estudo, os autores relacionaram o tecido adenomatoso com o CCR, estabelecendo o 

conceito de que o CCR origina-se a partir de uma lesão pré-existente [7]. Durante a década de 

1930, foi desenvolvido o sistema de estadiamento para o CCR e foi demonstrado que pacientes 

diagnosticados e submetidos a procedimentos cirúrgicos em estágios iniciais apresentavam uma 

melhor sobrevida [7]. 

Posteriormente, Morson em 1968 propôs o termo sequência adenoma-carcinoma (ou 

pólipo-câncer), que descreve que a base morfológica do surgimento do CCR ocorre a partir de 

pólipos adenomatosos (Figura 1) [8]. Em 1993, o Estudo Nacional de Pólipos (National Polyp 

Study) sustentou a ideia da progressão do adenoma colorretal para adenocarcinoma e mostrou 

que a colonoscopia com polipectomia reduz a incidência de câncer colorretal, demostrando 

efetivamente a importância da remoção dos pólipos adenomatosos durante a colonoscopia [9]. 

No entanto, apesar de 95% dos casos de CCR serem derivados de adenomas, já foi observado 

a existência de lesões “de novo” como uma forma atípica do carcinoma que não apresenta o 

adenoma como precursor [10,11]. Nesse caso, o carcinoma se desenvolve diretamente do 

epitélio normal a partir de lesões pequenas e não polipoides, sem passar pelo estágio de 

adenoma [10].  
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Figura 1. Sequencia adenoma-câncer.1 

 

Em 1988, Vogelstein demonstrou que alterações genéticas no gene Ras eram frequentes 

em 58% dos adenomas maiores que 1 cm e em 47% dos carcinomas [12]. Essas descobertas 

levaram Fearon e Vogelstein a propor um modelo de carcinogênese que propõe que mutações 

em oncogenes e genes supressores de tumor seguem uma determinada ordem, culminando no 

CCR [13]. No entanto, os autores ressaltam que, embora exista uma ordem de alterações 

genéticas, a acumulação das mutações é mais consistente com as observações clínicas e 

histopatológicas [13]. 

Durante o desenvolvimento do CCR, diferentes mutações genéticas e epigenéticas em 

oncogenes e genes supressores tumorais conferem às células provenientes do trato 

gastrointestinal a capacidade de hiperproliferarem e de auto-renovarem-se, dando origem 

subsequentemente ao adenoma benigno [6]. Quando não diagnosticado e tratado, o adenoma 

benigno pode progredir para um carcinoma e posteriormente para a metástase [6]. 

É estimado que em torno de 70% de todos os CCR são esporádicos, ou seja, ocorrem 

devido à presença de mutações somáticas [6]. Além disso, 10 a 30% dos casos de CCR não são 

decorrentes de doença mendeliana, mas sim uma predisposição genética ao desenvolvimento 

do carcinoma [6]. Mutações em determinados genes (serão discutidos adiante) são causadores 

de síndromes de CCR hereditárias e correspondem a 5–7% dos casos [6]. Dentre as síndromes 

hereditárias de CCR podemos citar: polipose adenomatosa familiar, síndrome de câncer 

colorretal hereditário não-poliposo (também conhecida como síndrome de Lynch), síndrome de 

Peutz-Jeghers, síndrome de Turcot, polipose associadas ao gene MUTYH, síndrome do tumor 

PTEN-hamartoma, e síndrome juvenil familiar. 

 

                                                             

1 Imagem modificada de Davies RJ, et al. Nat Rev Cancer. 2005; 5(3):199–209. 
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3. Mecanismos moleculares envolvidos no CCR 

 

Quando consideramos o CCR ao nível molecular, as causas que dão origem ao seu 

desenvolvimento e progressão são muito heterogêneas. Estudos já comprovaram a presença de 

mutações somáticas em mais de 100 genes, com uma média de 80 mutações em um único caso 

de CCR [14]. A perda da integridade genômica contribui muito para a acumulação de mutações, 

que como visto anteriormente, é a principal causa da formação do CCR. Algumas mutações são 

capazes de conduzir o desenvolvimento tumoral, e são chamadas mutações drivers [15]. 

Contudo, ao longo das divisões neoplásicas, centenas de mutações passengers ocorrem devido 

ao funcionamento anormal da célula [15]. Muitos genes são descritos por apresentarem alta 

frequência de mutações no CCR. Dentre estes genes, os mais representativos para o 

desenvolvimento do CCR estão descritos na Quadro 1 [5,14,16].  

 

Quadro 1. Descrição dos principais genes cujas mutações estão fortemente associadas com 

CCR. PAF, polipose adenomatosa familiar; CCHNP, síndrome de câncer colorretal hereditário 

não-poliposo; SPJ, síndrome de Peutz-Jeghers; ST, síndrome de Turcot; PAM, polipose 

associadas ao gene MUTYH; STPH, síndrome do tumor PTEN-hamartoma; SJF, síndrome 

juvenil familiar. 

Genes Relação com CCR Síndrome Mecanismos Ref. 

APC 

Mutações inativantes estão 

relacionadas com aumento da 

atividade da via WNT e com a perda 

da estabilidade dos microtúbulos 

durante a separação das cromátides-

irmãs 

PAF, ST 
Instabilidade 

cromossômica 
[6,16] 

TP53 
Inativação deste gene está associada 

com perda da regulação do ciclo e 

morte celular  

- 
Instabilidade 

cromossômica 
[16,17] 

KRAS Oncogene relacionado com o 

crescimento celular 
- 

Instabilidade 

cromossômica 
[14,16] 

BRAF Oncogene relacionado com o 

crescimento celular 
- 

Fenótipo metilador de 

ilhas CpG, 

instabilidade de 

microssatélites 

[16,18] 

PIK3CA Mutações neste gene podem levar à 

inibição da apoptose 
- 

Instabilidade 

cromossômica 
[14,19] 

MLH1 Atua no reparo de bases mal 

pareadas 
CCHNP 

Instabilidade de 

microssatélite 
[6,19] 

MSH2 Atua no reparo de bases mal 

pareadas 
CCHNP 

Instabilidade de 

microssatélite 
[6] 
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MSH6 Atua no reparo de bases mal 

pareadas 
CCHNP 

Instabilidade de 

microssatélite 
[6,19] 

PMS2 Atua no reparo de bases mal 

pareadas 
CCHNP 

Instabilidade de 

microssatélite 
[6] 

EPCAM Mutações em 3’ levam ao 

silenciamento epigenético de MSH2 
CCHNP - [14] 

TGF-β É um supressor tumoral - 
Instabilidade de 

microssatélite 
[14] 

PTEN 
É um supressor tumoral que regula 

negativamente a via PI3K/AKT 
STPH - [6,20] 

MUTYH 

Pertence ao grupo de genes atuantes 

no reparo por excisão de bases, e 

mutações germinativas neste gene 

estão relacionadas com mutações 

somáticas em APC 

PAM 
Instabilidade 

cromossômica 
[6,14] 

STK11 

 
Supressor tumoral SPJ - [21] 

 

A progressão do CCR é seguida por uma série de alterações mostradas na Figura 2, e 

existem três principais mecanismos que, quando alterados de forma individual ou combinados, 

são comumente relacionados com a transformação maligna das células epiteliais do intestino: 

instabilidade cromossômica, fenótipo metilador de ilhas CpG (CpG island methylator 

phenotype) e instabilidade de microssatélite (Figura 2) [16].  
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Figura 2. Sequência das alterações genéticas, epigenéticas e moleculares que ocorrem durante 

a progressão do CCR. 

 

A principal causa da instabilidade cromossômica está associada aos defeitos durante o 

reparo a danos no DNA, anormalidades durante a segregação cromossômica e no 

funcionamento dos telômeros, além de mutações em oncogenes e genes supressores de tumor 

[16]. Adicionalmente, a instabilidade cromossômica está fortemente associada com 65 a 70% 

dos casos esporádicos de CCR, sendo principalmente relacionada com aneuploidia e perda de 

heterozigosidade [16]. Um dos principais genes envolvidos na instabilidade cromossômica é a 

inativação do gene APC, um bloqueador da via de sinalização de WNT [19].  

Microssatélites são sequências mono- ou dinucleotídicas repetidas ao longo do genoma, 

e que devido a suas características, são muito vulneráveis a erros durante o processo de 

replicação [14]. A instabilidade de microssatélite é observada pela presença de mutações em 

genes atuantes na reparação de bases mal pareadas, como, por exemplo, os genes MSH2, MSH6, 

MLH1 e PMS2 [14,16]. A deficiência no reparo das sequências microssatélite é especialmente 

importante quando a sequência encontra-se dentro de genes codificantes, podendo alterar o 

produto gênico [14]. A instabilidade de microssatélite é observada em 15% dos tumores 

esporádicos e em >95% de casos de síndrome de câncer colorretal hereditário não-poliposo 

[19]. Essa síndrome é considerada uma doença autossômica dominante, e sugere-se que a 

síndrome não seja a única causa responsável pelo CCR, mas que o risco aumente 

consideravelmente quando uma mutação somática ocorre no alelo normal remanescente [14]. 

A metilação do DNA é um mecanismo de regulação da expressão gênica, promovendo 

o silenciamento do gene quando ocorre em regiões promotoras contendo ilhas CpG na sua 

extensão. Em aproximadamente 15% dos casos de CCR é observada o silenciamento da 

expressão gênica a partir da hipermetilação dos promotores, sendo tal fenômeno conhecido 

como fenótipo metilador de ilhas CpG [14]. Frequentemente, a hipermetilação de promotores 

está associada com a instabilidade de microssatélites, principalmente devido ao silenciamento 

de genes envolvidos no reparo de DNA, como MGMT e MLH1, mas também com mutações em 

BRAF [14,16]. 

 

3.1. Principais vias de sinalização relacionadas com o CCR 
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Durante o desenvolvimento do CCR, as vias de sinalização que regulam a homeostase 

das células epiteliais do intestino tornam-se desreguladas, independentemente dos sinais 

fornecidos pelo nicho das criptas [22]. Algumas vias de sinalização fortemente associadas ao 

CCR são WNT/APC/β-catenina, PI3K/AKT, TGF-β/Smad, NF-κB e Ras [6]. 

As alterações relacionadas com a via WNT estão frequentemente relacionadas à falha 

na degradação de β-catenina e por isso, ao aumento da expressão de genes alvos de TCF [19]. 

Muitos destes genes alvos têm importante papel na proliferação, diferenciação, migração e 

adesão como, por exemplo, c-Myc e CCND1, que atuam na progressão do ciclo celular durante 

a proliferação [19,23]. Frequentemente esta falha ocorre por mutações inativantes em APC, um 

componente do complexo que leva à degradação de β-catenina, proporcionando uma maior 

estabilidade de β-catenina e está associado à formação de adenomas [24]. Mutações no gene 

codificador de β-catenina, CTNNB1, que conferem maior estabilidade à proteína resultante e 

impedem a sua degradação estão relacionados com a hiperplasia intestinal [25]. 

Adicionalmente, a atividade de β-catenina pode estar indiretamente relacionada com mutações 

em outros genes. Um exemplo são amplificações no gene CDK8, cuja atividade elevada 

estimula β-catenina e Notch1, aumentando a transcrição e a diferenciação celular [19]. Muitos 

casos de CCR esporádicos apresentam mutações em elementos da via WNT, sendo que 85% 

das mutações ocorrem em APC e 10% em CTNNB1 [26].  

KRAS é um subtipo de proteína Ras e a principal atuante no CCR [27]. KRAS é 

responsável pela codificação de uma GTPase relacionada com a transdução e propagação de 

sinais extracelulares através da ativação da via da MAPK [19]. Mutações em KRAS levam à 

permanente ativação da via da MAPK, contribuindo para a resistência à apoptose e conferindo 

vantagens no crescimento celular [19]. KRAS mutado está altamente relacionado com mutações 

em PI3K. A ativação de PI3K promove ativação de AKT1 e AKT2, que contribuem para a 

transição epitelial-mesenquimal e aumento do crescimento tumoral [16]. O aumento da 

sinalização por PI3K resulta em maior atividade de COX-2, levando à inibição da apoptose 

[28]. COX-2 é responsável pela síntese de prostaglandina E2, que contribui para a formação de 

um microambiente inflamatório no cólon, capaz de induzir a expansão das células-tronco 

tumorais [29,30].  

A sinalização mediada por NF-κB também está envolvida com o desenvolvimento 

tumoral e relacionada com processos inflamatórios, resposta imune, crescimento celular e 

sobrevivência, angiogênese e prevenção da apoptose [30,31]. Além disso, a ativação 
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constitutiva de NF-κB  é observada em 40% das amostras tumorais humanas, promovendo a 

proliferação celular e resistência à quimioterápicos [32].  

As mutações em SMAD2 e SMAD4 são comumente observadas em casos de CCR que 

apresentam alta instabilidade em microssatélites [19]. Esses genes fazem parte da via de 

sinalização mediado por TGF-β, que, uma vez ativados, promovem a expressão de muitos genes 

relacionados com a transição epitelial-mesenquimal, como SNAIL, SLUG, TWIST e ZEB [6,19]. 

Nas células disseminadas, é frequentemente observada uma maior sinalização de TGF-β, e isso 

está fortemente associado ao sucesso das células metastáticas em colonizar outro órgão [22].  

 

4. Progressão do CCR 

 

A heterogeneidade do CCR é dependente de vários fatores, como a ordem de 

aparecimento e acúmulo das mutações, os polimorfismos, a composição policlonal do tumor e 

a influência que o microambiente exerce sobre as células tumorais [5]. Além disso, as 

manifestações fenotípicas destas variações podem determinar a agressividade do tumor, e 

alteram-se de acordo com os hábitos individuais e influências externas [5]. Todos esses fatores 

são cruciais na progressão tumoral, que culmina com o desprendimento das células malignas e 

a sua disseminação para outros órgãos através dos vasos linfáticos e/ou sanguíneos [33]. Esse 

processo é chamado de metástase e é responsável por 90% das mortes associadas ao CCR em 

aproximadamente 5 anos (Figura 3) [34]. 

 

Figura 3. Taxa de sobrevivência de pacientes diagnosticados com CCR metastático 

acompanhados ao decorrer de 5 anos. Dados provenientes do Cancer Treatment Centers of 
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America (CTCA) e Surveillance, Epidemiology, and End Results Program (SEER), ambos 

localizados nos Estados Unidos.2 

 

A metástase pode ser dividida em cinco etapas: desprendimento das células do tumor 

primário e invasão local através da matriz extracelular, intravasão, sobrevivência na circulação, 

extravasão e, por fim, a colonização de um órgão distante [35]. Contudo, a metástase é um 

processo extremamente ineficiente e a transformação oncogênica não é suficiente para que as 

células malignas tenham competência para metastatizar [35]. Para isso, as células tumorais 

precisam adquirir habilidades invasivas e de sobrevivência a partir de alterações em diversos 

processos biológicos, apresentando assim um “potencial formador de metástase”, discutidos no 

Capítulo 1.  

O cirurgião Stephen Paget propôs em 1889 uma hipótese que ele chamou de “a teoria 

semente e do solo” (“seed and soil theory”) que sugere que as células tumorais (as “sementes”) 

encontrem em determinados órgãos (o “solo”) um ambiente mais propício à colonização [33]. 

Assim, determinados órgãos podem oferecer um ambiente mais favorável para o crescimento 

das células malignas disseminadas [33]. O microambiente tumoral é composto de diferentes 

tipos celulares (como células do estroma, efetoras do sistema imune, plaquetas, fibroblastos, 

células endoteliais) que, juntamente com o tumor secretam diferentes moléculas, como 

citocinas, proteases, fatores de crescimento e hormônios e fatores humorais, favorecendo a 

progressão do tumor neste contexto celular [34]. Muitos destes fatores secretados são 

circulantes na corrente sanguínea e podem atuar em locais diferentes do tumor primário, 

influenciando o microambiente de um órgão distante e o tornando mais permissivo ao 

crescimento das células circulantes tumorais, chamado nicho pré-metastático  [36,37]. 

Dentre os principais órgãos alvos como sítio único de metástase do CCR está o fígado 

que abrange cerca de 50% dos casos e o pulmão, que representa 10 a 15% dos casos [38]. As 

células tumorais podem se disseminar com menor frequência para o peritônio, e em raros casos, 

para o cérebro, os ossos, as glândulas suprarrenais e o baço [38]. Quando a disseminação ocorre 

para um órgão único e a metástase é ressectável, existe um maior potencial curativo. Em alguns 

casos onde isso não é possível, pode-se usar a quimioterapia para a redução da massa tumoral, 

tornando-a ressectável após o tratamento [38,39].  

                                                             

2 Imagem modificada de https://www.cancercenter.com/colorectal-cancer/statistics/tab/colon-cancer-survival-

statistics/2017 
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5. Metá stase hepática 

 

O fígado é o principal órgão para metástase de muitos tipos de tumores, incluindo o 

CCR (Figura 4) [40]. As principais razões para isso são as suas características 

morfofisiológicas: possui uma importante função na desintoxicação do sangue e também na 

biossíntese de proteínas e, por isso, recebe e processa cerca de 30% do volume sanguíneo 

perfusionado por minuto [40]. Para isso, recebe cerca de 20% de sangue oxigenado pela artéria 

hepática e quase 80% de sangue desoxigenado e rico em nutrientes por meio da veia porta [40]. 

Devido à grande quantidade de sangue que passa através do fígado, esse órgão é rico em uma 

rede de vasos sinusoides [40]. Esses vasos apresentam um fluxo sanguíneo mais lento e são 

recobertos pelo endotélio fenestrado sinusoidal [40,41]. Além disso, a composição celular do 

fígado compreende diferentes tipos celulares: células hepáticas estreladas, células endoteliais 

sinusoidais, células de Kupffer, fibroblastos e células do sistema imune [37]. 
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Figura 4. Progressão do tumor primário para metástase hepática através da veia porta.3 

 

A metástase hepática pode ser dividida em diferentes fases: (i) pré-metastática, com 

estabelecimento de nicho no fígado em resposta a fatores secretados pelo tumor; (ii) fase 

microvascular, onde as células tumorais ficam aderidas e infiltram através dos vasos sinusóides; 

(iii) fase extravascular, quando ocorre a extravasão das células tumorais infiltrantes para o 

espaço de Disse e ativação da resposta local; (iv) fase angiogênica, com formação de 

micrometástase e vascularização; e (v) fase de crescimento, com expansão da metástase [37]. 

As células tumorais circulantes do CCR disseminam-se por meio da circulação 

mesentérica, sendo o fígado o primeiro órgão que encontram. Devido à fenestração dos vasos 

hepáticos associado a uma membrana basal pouco organizada, o fígado se torna permissivo 

para a extravasão das células metastáticas [40]. Porém, além da alta acessibilidade, o 

estabelecimento da metástase é um processo onde a seletividade das células tumorais pelo 

tecido alvo é também sustentada pela presença de fatores que contribuam para a adesão, 

extravasão e colonização [42]. 

As células da lesão primária secretam exossomas contendo MIF, que é fortemente 

correlacionado com a formação do nicho pré-metastático e o desenvolvimento da metástase 

hepática [37,43]. Esses exossomas estimulam a produção de TGF-β pelas células de Kupffer, 

que levam a produção de fibronectina pelas células estreladas e recrutamento de macrófagos 

derivados da medula óssea (Figura 5) [37,43]. Além disso, os exossomas que chegam ao fígado 

se fusionam preferencialmente com as células de Kupffer através das integrinas αvβ5, α6β1 e 

α6β4, levando a superexpressão de fatores pró-inflamatórios e contribuindo para a formação do 

nicho pré-metastático [37]. Além dos exossomos, algumas linhagens de CCR secretam CEA, 

que também leva à ativação das células de Kupffer [40]. A interação de CEA ao seu receptor 

nas células de Kupffer induz a secreção das citocinas pró-inflamatórias IL-1β, TNF-α e IL-6 

[40].  

As células tumorais circulantes que param nos vasos podem ser destruídas pelo estresse 

mecânico, fagocitadas pelas células de Kupffer ou sofrer citólise pela liberação de granzimas e 

perforinas das células NK, além de outras moléculas liberadas pelas células endoteliais 

                                                             

3 Imagem modificada de 

https://www.hopkinsmedicine.org/liver_tumor_center/conditions/cancerous_liver_tumors/colorectal_liver_metas

tases.html2018 
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sinusoidais, como NO e ROS [37]. Um dos meios das células metastáticas escaparem dos 

efeitos citotóxicos e protegerem-se do estresse hemodinâmico é a formação de agregados com 

outras células tumorais e com células sanguíneas, como as plaquetas [35,37]. Além de proteger 

a célula metastática, esses agregados formados com plaquetas contribuem para a adesão das 

células tumorais ao tecido endotelial dos vasos sanguíneos devido à expressão de fatores de 

adesão, que também cooperam para a migração extravascular [44]. Uma das medidas usadas 

para evadir da morte celular mediada por células NK é a resistência à morte induzida por TRAIL 

através da ativação de Src (Figura 5).  

Embora a resposta inflamatória inicial possa levar muitas células tumorais à morte, a 

inflamação pode aumentar a expressão de moléculas de adesão nas células endoteliais 

sinusóides, contribuindo para a migração transendotelial das células tumorais para o espaço de 

Disse (Figura 5) [37]. Dentre as moléculas adesivas expressas nas células endoteliais em 

resposta ao processo inflamatório estão E-selectina, VCAM-1 e ICAM-1 [37]. Adicionalmente, 

já foi mostrado o importante papel das integrinas αvβ5, αvβ6, α6β1 e α6β4 na adesão entre as 

células tumorais circulantes com as células endoteliais sinusoidais, onde as integrinas α6β1 e 

α6β4 também contribuem para a extravasão [42].  

As células tumorais que sobrevivem ao ambiente hostil e conseguem chegar ao espaço 

de Disse, precisam adaptarem-se para garantir a sua sobrevivência. A colonização dessas 

células é limitada pelos sinais provenientes do microambiente, à pressão do sistema imune e 

também à falta de vascularização apropriada para garantir nutrientes (Figura 5) [40]. 

Consequentemente, as células metastáticas modificam o ambiente ao qual estão inseridas, 

adquirindo estímulo mitogênico das citocinas e fatores de crescimento que estão sendo 

produzidos [40]. Neste sentido, ocorre um equilíbrio entre o crescimento e a morte desta 

população de células [40].  

As células estreladas hepáticas ativadas e as células de Kupffer liberam diferentes 

fatores em resposta às injúrias e o processo inflamatório estabelecido, iniciando uma resposta 

de reparo ao tecido hepático [37]. Essa resposta leva ao aumento de colágeno e fatores de 

crescimento e pró-angiogênicos, como EGF, VEGF e ANGPT1, além da elevar a produção de 

MMPs [37,40]. Esses fatores contribuem para a remodelagem da matriz extracelular e para a 

angiogênese, cooperando ainda mais para a invasão das células metastáticas e com o processo 

de colonização e expansão da metástase [37,40]. 

 



 26 INTRODUÇÃO 

 

Figura 5. Representação da metástase hepática. As células do tumor primário secretam 

exossomos que contribuem para a formação do nicho pré-metastático. Os exossomos podem 

conter MIF e estimulam uma resposta pró-inflamatória, levando a produção de TGF-β pelas 

células de Kupffer, produção de fibronectina pelas células estreladas e ao recrutamento de 

células derivadas da medula óssea. Quando as células metastáticas chegam ao vaso sinusóide, 

elas podem ser destruídas pela presença de células NK ou evadir deste mecanismo através da 

ativação de Src. Contudo, a inflamação local também estimula a expressão de moléculas de 

adesão nas células endoteliais, facilitando a migração transendotelial das células metastáticas e 

a posterior entrada no espaço de Disse. Devido ao processo inflamatório local e às lesões 

teciduais, as células de Kupffer iniciam um processo de reparo, aumentando a produção de 

fatores de crescimento e de remodelagem da matriz extracelular. Por consequência, esse 

processo contribui para o estabelecimento e expansão da metástase.4 

 

6. Splicing alternativo e sua importância no câncer 

 

                                                             

4 Modificado de Obenauf AC & Massagué J. Trends in Cancer. 2015; 1(1):76–91. 
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A progressão do adenoma inicial até a metástase é o resultado de uma sequência de 

alterações genéticas e epigenéticas a qual uma célula maligna sofre, acumulando mutações em 

diferentes genes que lhe irão conferir resistência à apoptose, imortalidade, habilidade de resistir 

ao estresse ambiental e evadir dos diferentes mecanismos de defesa. Além das mutações, 

também estão fortemente associados à neoplasia as fusões gênicas, translocações 

cromossômicas, alterações no números de cópias, modificações epigenéticas e o mecanismo de 

splicing alternativo [15,45]. 

O splicing é um processo que ocorre no pré-mRNA e controla a excisão de sequências 

de introns e ligação dos éxons, compondo o mRNA maduro. Contudo, algumas sequências de 

introns e éxons podem ser alternativamente incluídas (ou excluídas) e diferencialmente 

combinadas, formando um mRNA maduro que pode apresentar diferentes atuações no contexto 

celular. Esse processo é chamado de splicing alternativo e será melhor discutido no Capítulo 

1. 

Em humanos, cerca de 95% dos genes codificantes apresentam variantes transcricionais 

e sofrem splicing alternativo, proporcionando uma grande diversidade transcritômica e 

proteômica pela geração de múltiplas isoformas de mRNA a partir de um único gene [46,47]. 

O controle do splicing alternativo pode variar de acordo com o tipo celular, tecido, estágio de 

desenvolvimento e o estímulo ambiental. Nesse sentido, o splicing alternativo foi observado na 

regulação de processos biológicos distintos, como diferenciação, proliferação, adesão celular, 

apoptose e manutenção do estado pluripotente [46]. Contudo, muitas doenças apresentam uma 

desregulação deste mecanismo, e por consequência, muitos processos biológicos também são 

afetados. Durante a tumorigênese, a anormalidade dos eventos de splicing alternativo podem 

afetar muitos genes importantes na regulação de processos biológicos cruciais, contribuindo 

para a progressão e agressividade do tumor, como proliferação, migração, adesão, morte 

celular, entre outros (Figura 6). Muitos estudos têm investigado a presença de isoformas 

unicamente expressas no tumor em busca de biomarcadores e potenciais alvos para tratamentos 

terapêuticos [48]. 
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Figura 6. Exemplos de alguns genes que durante o câncer são submetidos a um splicing 

alternativo aberrante e os processos aos quais eles estão envolvidos.5 

 

Em câncer, fatores de splicing podem apresentar propriedades oncogênicas, uma vez 

que a integridade genômica e epigenética é crucial para o correto funcionamento do mecanismo 

de splicing [49,50].  

A primeira evidência que correlacionou diretamente a regulação do splicing com o 

câncer foi a presença de mutações em fatores de splicing observados em diferentes tumores 

(Figura 7A) [51]. Além disso, a atividade anormal dos fatores de splicing pode também ser em 

virtude de alterações na sua regulação transcricional, ou ainda, em vias de sinalização que 

ativam esses fatores (Figura 7A)  [51]. A anormalidade da atividade dos fatores de splicing é 

uma das principais marcas relacionadas com o desenvolvimento tumoral e a superexpressão 

dos fatores de splicing é comumente observada em tumores, incluindo o CCR (Figura 7B) [52].  

Por exemplo, o fator de splicing SRSF1 é um alvo transcricional de c-Myc, e o aumento da sua 

expressão está correlacionado com maior atividade de c-Myc em tumores [52]. A 

                                                             

5 Modificado de Sveen A, et al. Oncogene. 2015; 35(19):2413–2427. 
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superexpressão de SRSF1 aumenta a agressividade do tumor e confere resistência à 

quimioterápicos em células de adenocarcinoma de pulmão [53]. Também foi observada a 

superexpressão de SRSF6 no CCR, que atua regulando positivamente a proliferação e 

sobrevivência das células neoplásicas [54]. Outros fatores de splicing, como  hnRNP K, hnRNP 

I e SRSF9, também já apresentaram superexpressão no CCR ou em linhagens de câncer de 

cólon [51,55]. Além disso, os fatores de splicing SR podem ser regulados por fosforilação 

mediada por cinases, como SRPK e AKT, comumente alteradas em diferentes tumores [52].  

Em tumores, os fatores de splicing hnRNPs e SR podem atuar regulando os eventos de 

splicing alternativo de forma a aumentar a expressão de uma isoforma oncogênica e reduzir a 

expressão de isoformas supressoras de tumor [51]. Um exemplo de caso é o skipping do exon 

4 do pré-mRNA de CCND1 promovido por SRSF1, resultando em uma isoforma que contribui 

para a progressão tumoral [51].  

No CCR, já foram descritos algumas mutações drivers em fatores de splicing, como 

PCBP1, RBM10 e SON, além de ocupar a quarta posição como o tipo de câncer que mais 

apresenta superexpressão de fatores de splicing quando comparados ao tecido normal (Figura 

7B) [56]. 
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Figure 7. Alterações de fatores de splicing no câncer. A) Representação das principais causas 

de anormalidade na atividade dos fatores de splicing encontradas no tumor e os processos 

afetados. B) Porcentagem de fatores de splicing diferencialmente expressos em diferentes tipos 

de câncer em relação à sua contraparte normal.6,7 

 

 

 

                                                             

6 Modificado de Sveen A, et al. Oncogene. 2015; 35(19):2413–2427. 
7 Modificado de Anczuków O & Krainer AR. RNA. 2016; 22(9):1285–1301. 



 31 JUSTIFICATIVA 

JUSTIFICATIVA 

 

A instabilidade genômica e a falha nos mecanismos de reparo no DNA são as principais 

causas associadas ao desenvolvimento da malignidade em CCR. Contudo, muitas outras 

alterações ocorrem ao longo da progressão do tumor primário, como acúmulo de mutações e 

desregulação da expressão gênica que, por consequência, podem desencadear na aquisição de 

um potencial formador de metástase. Apesar de o processo metastático ser ineficiente, algumas 

células adquirem a capacidade de sobreviver e proliferar em condições extremas, tornando 

difícil o tratamento e impactando diretamente na sobrevida desses pacientes.  

Muitos estudos têm mostrado a importância do splicing alternativo na promoção e 

manutenção de células malignas, e muitos alvos já são discutidos por serem cruciais para o 

sucesso da tumorigênese. Atualmente, é estimado que cada gene alvo de splicing alternativo 

(95% dos genes) possuem em média 6,3 isoformas, e deste valor, 3,9 delas podem codificar 

para proteínas [57]. Devido a isso, não é surpreendente que diferentes isoformas sejam 

expressas de acordo com seu contexto biológico, e que uma regulação anormal do mecanismo 

de splicing seja relacionada com a formação de processos patológicos. Por isso, as perturbações 

que ocorrem na regulação do splicing alternativo já são consideradas hallmarks do câncer 

[58,59].  

Comparativamente, existem muitas alterações observadas entre o transcritoma tumoral 

e normal, e estas são consequências tanto de mudanças no contexto genômico quanto da 

regulação transcricional. Além disso, diferentes isoformas geradas a partir do mesmo gene 

podem apresentar funções completamente distintas, podendo impactar diretamente na 

classificação molecular do tumor e no tipo de tratamento ao qual determinado paciente deveria 

ser submetido.  

Embora seja evidente a importância de se estudar o splicing alternativo durante a 

progressão tumoral, ainda são poucos os trabalhos que consideram avaliar a expressão dos 

genes ao nível de isoformas transcricionais. Portanto, essa pesquisa tem o potencial de ampliar 

o conhecimento sobre as isoformas transcricionais que podem ser alteradas durante a 

progressão do CCR e as principais consequências associadas às mudanças transcritômicas.  
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OBJETIVOS 

 

Objetivo Geral 

 

Avaliar o perfil das isoformas transcricionais associadas com o tumor primário e com a 

metástase hepática do câncer colorretal. 

 

Objetivos Específicos 

 

• Identificar as isoformas transcricionais mais relacionadas com cada condição; 

• Verificar a troca no uso das isoformas de RNA derivadas do mesmo gene entre as 

condições; 

• Avaliar as possíveis consequências funcionais, como presença de domínios, potencial 

codificante, presença de peptídeo sinal, e decaimento de RNA, que podem estar 

relacionadas com a troca das isoformas; 

• Analisar e comparar os principais processos e vias biológicas afetadas entre as 

condições; 

• Avaliar se existe diferença no tipo de splicing entre as condições estudadas; 

• Analisar a presença de mutações nos pacientes analisados; 

• Verificar se existe relação entre a presença de mutações e a troca de isoformas. 
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Abstract 

Colorectal cancer (CRC) is the third most common cancer and the second leading cause of 

death by cancer in the world. From all patients with CRC, approximately 50% will develop 

liver metastasis, which represents the major contributor to the mortality by CRC. During the 

primary tumor development, the accumulation of mutations and deregulation of gene 

expression may contribute to increasing metastatic potential of the malignant cells. 

Nonetheless, as alternative splicing emerges as one of the most important regulators of the gene 

expression, it is not surprising that the aberrant splicing is associated with tumor development 

and progression, with aberrant isoforms usage during malignant transformation. In this study, 

it was identified 888 isoforms switches between primary tumor and normal epithelium and 336 

switches between metastasis and primary tumor. Furthermore, the main biological processes 

related to the isoforms switches were migration, cell adhesion, survival and proliferation, cell 

death, and immune response. These results support the importance of the understanding of the 

splicing mechanisms and the consequences associated with the isoforms switches between 

normal and malignant condition, suggesting potential targets for the discovery of biomarkers 

and the development of new therapies. 

 

Keywords: colorectal cancer, hepatic metastasis, alternative splicing, transcriptional 

isoforms switching, isoforms usage, bioinformatics 

 

Abbreviations: A3, alternative 3’ splice site; A5, alternative 5’ splice site; APAF1, 

apoptotic peptidase activating factor 1; APC, adenomatosis polyposis coli tumor suppressor; 

ATSS, alternative transcription start site; ATTS, alternative transcription termination site; 

BCAR3, breast cancer anti-estrogen resistance 3; BRI3BP, BRI3 binding protein; CRC, 

colorectal cancer; CTC, circulating tumor cells; CYP4F11, cytochrome P450 family 4 

subfamily f member 11; DES, desmin; DUOX2, dual oxidase 2; DUOXA2, dual oxidase 

maturation factor 2; EGF, epidermal growth factor; EMT, epithelial-to-mesenchymal transition; 

ES, exon skipping; GATD1, glutamine amidotransferase like class 1 domain containing 1; 

GEO, gene expression omnibus; GS, gene significance; H6PD, hexose-6-phosphate 

dehydrogenase/glucose 1-dehydrogenase; IF, isoform fraction; IκB, inhibitor of nuclear factor 

kappa b kinase subunit beta; IL1β, interleukin 1 beta; IR, intron retention; kME, module 

membership; KRAS, KRAS proto-oncogene; KRT17, keratin 17; KRT80, keratin 80; LPAL2, 



 57 CAPÍTULO II – ARTIGO DE DADOS 

lipoprotein(a) like 2, pseudogene; MBNL1, muscleblind like splicing regulator 1; ME, module 

eigengenes; MEE, mutually exclusive exon; MES, multiple exon skipping; MET, metastasis; 

MIGA1, mitoguardin 1; MM, module membership; MRE11, MRE11 homolog, double strand 

break repair nuclease; MST1L, macrophage stimulating 1 like; MYO10, myosin x; NE, normal 

epithelium; NECTIN1, nectin cell adhesion molecule 1; NF-κB; nuclear factor kappa b subunit 

1; NKD1, naked cuticle homolog1; NMD, nonsense-mediated decay; PCP, planar cell polarity; 

PDGF, platelet derived growth factor; PHAX, phosphorylated adaptor for rna export; PKD1, 

polycystin 1, transient receptor potential channel interacting; PT, primary tumor; PTC, 

premature stop-codon; PTPRC, protein tyrosine phosphatase, receptor type C; PTPRO, protein 

tyrosine phosphatase, receptor type O; RAB37, RAB37, member RAS oncogene family; 

RAD51, RAD51 recombinase; RBM39, RNA binding motif protein 39; ROS, reactive oxygen 

species; S100A2, S100 calcium binding protein a2; SERF2, small EDRK-rich factor 2; SNV, 

single nucleotide variants; TANGO2, transport and golgi organization 2 homolog; TGF-β, 

transforming growth factor beta 1; TLCD2, TLC domain containing 2; TNFAIP8, TNF alpha 

induced protein 8; TNFAIP8L1, TNF alpha induced protein 8 like 1; TNF-α, tumor necrosis 

factor; TOM, topological overlap matrix; TPM1, tropomyosin 1; TRAF1, TNF receptor 

associated factor 1; VEGF, vascular endothelial growth factor A; MYO10, myosin X; WNT5B, 

Wnt family member 5B; ZNF468, zinc finger protein 468. 
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1. Introduction 

 

Colorectal cancer (CRC) is the second leading cause of cancer-related death, and the third 

most prevalent type of cancer worldwide [1]. The reasons underlying CRC development and 

progress are considered heterogeneous, but genomic instability and impairments in DNA repair 

mechanisms are strongly associated with CRC malignancy [2,3]. However, other alterations 

occur during the progression of the primary tumor, such as the accumulation of mutations and 

gene expression deregulation, consequently triggering a metastatic potential [2,3]. Although 

metastasis is an inefficient process, some cells acquire the ability to survive and proliferate in 

extreme conditions, making treatment difficult and directly affecting patient survival.  

Numerous studies have already established the importance of alternative splicing in the 

initiation and maintenance of malignant cells, and various targets were already discussed as 

essential for successful tumorigenesis [4–6].  

Currently, it is estimated that 95% of human genes have on average 6.3 alternatively spliced 

isoforms, where 3.9 are protein-coding [7]. Because of this variability, it is not surprising that 

RNA isoforms of the same gene are differentially expressed according to the biological context 

there are found, including diseases. Thus, disturbances in the regulation of alternative splicing 

during tumor progression are considered hallmarks of cancer by conferring selective tumoral 

advantages, such as angiogenesis, cell motility, proliferation and resistance to cell death [4,6,8]. 

In this sense, changes in the relative abundance of the transcript isoforms may contribute to an 

adaptive response during the establishment of the malignant lesion, directly impacting on the 

choice of the best therapeutic approach [4]. 

The goal of this work is to analyze isoforms switches in CRC, considering normal, primary 

tumor and liver metastasis to better understand the impact of alternative splicing and transcript 

isoforms in CRC progression together with a system biology approach. By subjecting isoforms 

expression profile of different conditions to a correlation network analysis, it is possible to 

predict regulators and malignancy drivers, since module structure may reflect on the regulatory 

mechanisms common to their components [9]. In addition, we conducted a bioinformatics 

analysis of the somatic mutational profile of CRC and its impact on isoforms switching across 

the studied conditions.  

We report that several isoforms were mainly related to immune response, cellular adhesion, 

and migration. Our analyses show that transcript isoforms switches provide a novel 
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understanding of the biology of CRC progression, which could potentially lead to the new 

biomarker discovery and development of molecular targeted therapy. 

 

2. Materials and Methods 

 

 2.1. RNA-seq data acquisition and processing 

 

To perform the bioinformatics analysis, we collected an RNA-seq dataset at the NCBI Gene 

Expression Omnibus (GEO) repository under the accession number GSE50760. This dataset is 

composed of samples from matched normal epithelium (NE, collected > 5 cm from the tumor 

border), primary tumor (PT) and synchronous liver metastasis (MET). All patients, except for 

one, presented microsatellite stable status. The RNA extraction and sequencing protocols are 

described elsewhere [10]. The raw data was submitted to a quality analysis using FastQC 

application (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc), followed by the 

trimming of low-quality bases (maximum of 10 bases per read), poly-N sequences and adaptor 

sequences using the Trimmomatic 0.35 software [11]. The resulting data were mapped against 

the reference genome of Homo sapiens (Ensembl version GRCh38.87) using the software 

STAR v2.5.2b in combination with RSEM v1.2.31 to achieve the transcript abundance 

quantification [12,13]. 

 

 2.2. Identification of differential isoforms and gene expression analysis  

 

The transcript quantification resulted from RSEM was used as input in the 

IsoformSwitchAnalyzeR R package to evaluate the isoforms switches between different 

conditions [14,15]. Data was filtered to remove non-expressed isoforms, lowly expressed genes, 

and genes with only one annotated isoform. As gene expression is represented by the 

multivariate expression of its isoforms, changes in the proportion of isoform expression from a 

corresponding gene may be related to significant phenotypic consequences [16]. In this sense, 

the differential isoform usage evaluates the relative expression of a specific isoform in relation 

to its corresponding gene expression across the compared conditions. Therefore, isoform usage 

is represented as a fraction of the total gene expression (IF). The switching of the isoforms 

expressed by the corresponding gene across the tested conditions is quantified by dIF = meanIF2 
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– meanIF1 [14,16]. Significant changes in the isoform usage was considered when the |dIF| > 

0.1 and FDR < 0.05. To estimate differential gene expression, the tximport and DESeq2 R 

packages were employed [15,17]. Differential gene expression was determined by considering 

FDR < 0.05 and |log2FC| > 1. 

 

2.3. Prediction of functional consequences related to the isoform switching 

 

To evaluate the possible functional consequences related to isoforms switching, the 

premature stop-codon (PTC) using the 50 nucleotides rule was annotated, which establishes 

that to the recognition of a stop codon by nonsense-mediated decay (NMD) apparatus must be 

located at least 50 nucleotides upstream of the last exon-exon junction [18]. In order to perform 

the intron retention analysis, the retained introns were annotated by the pairwise comparison of 

the isoforms to its hypothetical pre-RNA, based on the exon information of the corresponding 

gene [19].  

By using isoforms annotation, the nucleotide and coding sequence was obtained and 

exported to further analysis. To identify the protein domains related to each isoform with coding 

potential, the Pfam database 31.0 was employed [20,21]. To predict the potential isoforms with 

secretory capacity, the SignalP 4.1 tool was used [22]. Finally, the coding potential of the 

isoforms was analyzed by the Coding Potential Assessment Tool (CPAT) using the nucleotide 

sequences as input, which also increased the accuracy of ORF predictions [23]. Annotated ORF 

identification was used to predict the isoform sensitivity to NMD. The results were integrated 

into the isoform switches analysis by IsoformSwitchAnalyzeR. 

 

 2.4. Weighted isoforms co-expression network analysis of NE, PT, and MET 

conditions 

 

The isoform-level quantification was normalized using the EBSeq R package, followed by 

filtering out isoforms whose corresponding gene are liver-specific using the TiGER database 

[24]. Additionally, the HTSFilter R package was used to remove low and constant levels of 

expression across the conditions [25]. Afterward, the results were ranked and the top 14000 

varying isoforms were selected to proceed with the network analysis.  
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Co-expression analysis was conducted using the WGCNA R package and an individual 

network was created for each condition [26,27]. This analysis was carried out initially by the 

construction of a pairwise correlation matrix considering a soft-threshold parameter chosen 

based on the scale-free topology criterion (r2 > 0.8), which was transformed to an adjacency 

matrix that represents the connection strengths between pairs of nodes [28,29]. Next, a 

topological overlap matrix (TOM) was calculated on the adjacency matrix for each isoform pair 

and a hierarchical clustering based on the dissimilarity TOM measure allowed the module 

detection by branches of the resulting clustering tree [30]. The following setting were chosen 

for the generation of individual networks:  signed network type; β according to power estimate; 

deepSplit = 2; mergecutHeight = 0.25, minmodulesize = 30.  

Module eigengenes (ME), which summarizes the first principal component of the module 

isoforms expression profile, was used for module-trait relationships analysis [27]. The hubs 

isoforms were selected according to their module membership (kME) value, defined by the 

correlation between module ME and the isoform expression.  

Furthermore, individual networks were submitted to a module preservation analysis to 

assess whether the module properties from a test network are preserved when compared to a 

reference network [31]. The assessment of density and connectivity-based measures between 

the test and reference networks are carried out by permutation tests (n=500) and the results are 

summarized by Zsummary (Z-score values). Module preservation represented according to Z 

statistics demonstrate that values ranging 2 < Z < 10 have moderate preservation, Z < 2 have 

weak or no preservation and Z > 10 have high preservation. 

 

 2.5. Somatic variants and module-trait relationship 

 

We hypothesized that somatic variants acquired during tumor progression may be related 

to the disturbance of the alternative splicing regulation, which may result in isoform switching. 

Therefore, aiming for a better understanding of molecular drivers and regulators of CRC 

progression, we performed a somatic variants analysis. For such purpose, we followed the best 

practices recommendations from GATK 3.7 software for RNA-seq analysis [32–34]. Firstly, a 

STAR 2-pass alignment method was performed [13,35]. Picard 

[http://broadinstitute.github.io/picard] and GATK tools were applied to data processing 

recalibrate base quality and optimize local realignment, while Mutect2 was employed to single 
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nucleotide variants (SNVs) and indels calling [36]. Variants annotation were performed by 

Variant Effect Predictor (VEP) and SNPNexus [37–39]. Variants were chosen based on the 

following criteria: variant allele frequency ≥ 0.2, nonsynonymous mutations, found in at least 

two different patients. Read alignments were reviewed using the Integrative Genomics Viewer 

version 2.3.98 and only variants affecting at least 10% of reads were taken into consideration 

for further analysis [40,41]. In order to verify if the somatic variants found may be related with 

abnormal splicing and isoforms switches, it was employed the software MutPred Splice [42]. 

To investigate whether network modules were associated with the selected variants, a binary 

matrix of somatic variants from each sample was created. The relationship of the interesting 

traits and network modules were estimated by calculating the Pearson’s correlations of the 

binary matrix and ME module. To identify the intramodular importance of isoforms in relation 

to the somatic variants, the following measurements were selected: the “gene significance” 

(GS) by the correlation of isoforms expression profile and the traits, and the module 

membership (MM) by the correlation of the ME value and the isoforms expression profile. Only 

results with p-values < 0.05 were considered. 

 

 2.6. Gene ontology and gene-set enrichment analysis 

 

The corresponding genes from isoforms switches with functional consequences were 

submitted to a permutation-based pre-ranked Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) to 

evaluate the biological processes at the gene-set level [43]. To perform this analysis, the default 

settings were employed and the predefined GO gene sets of the Molecular Signature Database 

6.2 were applied considering a nominal p-value < 0.05 [44].  

Furthermore, an enrichment analysis of each module was conducted to identify the main 

biological processes in the co-expression networks by means of Fisher's exact test, using the 

topGO R package [45]. For the purpose of analyzing the enrichment at isoform-level, ontology 

terms of isoforms from the biomaRt 2.37.6 R package was applied as a customized annotation 

[46]. The analyses were made using the default settings and the p-value was adjusted by FDR 

< 0.05. Additional R packages and web server database were adopted to provide biological 

information concerning the results obtained, such as biomaRt 2.37.6, AnnotationDbi 1.42.1, 

GO.db 3.6.0, org.Hs.eg.db 3.6.0, GeneCards 3.0, APPRIS and UniProt [46–52]. 
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3. Results and Discussion 

 

 3.1. Identification of changes in isoforms usage and splicing events across the 

different conditions 

 

To evaluate the regulation of isoforms usage during the CRC and CRC liver metastasis, we 

analyzed matched samples from normal epithelium (NE), primary tumor (PT) and synchronous 

liver metastasis (MET), totalizing 54 samples. Principal component analysis (PCA) and t-

distributed stochastic neighbor embedding (t-SNE) were employed to explore the distributions 

of the data before analysis and outliers samples were removed. The mapping of the sequenced 

fragments to the human reference genome resulted in > 85% of uniquely mapping reads for all 

samples.  

To understand how alternative splicing and isoform usage could impact in CRC 

progression, we wondered which isoforms could be differentially regulated in PT relative to 

NE; MET relative to NE; and MET relative to PT. According to the results obtained with the 

isoform switch analysis, 1988 unique isoforms alternatively spliced from 1306 genes between 

the three comparisons were identified (Figure 1A and B). These isoforms were distributed 

across the comparisons, where we found 888 isoforms switches corresponding to 606 genes in 

PT relative to NE, and 1708 isoforms switches corresponding to 1125 genes were observed in 

MET relative to NE (Figure 1A and B). In addition, 336 isoforms switches corresponding to 

220 genes were identified in MET when compared to PT (Figure 1A and B). Volcano plots 

(Figure 1C) illustrates the distribution of the significant under and overrepresented isoforms 

usage between the comparisons, as well as the relations of isoform usage with the gene 

expression in Figure 1D.  
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Figure 1. A) Overlap of isoform switches between the tested conditions. B) Overlap of the 

corresponding genes to the switched isoforms in tested conditions. C) Volcano plot of the 

differential isoforms usage. D) Volcano plot of the differential gene expression (x-axis) and its 

relation with the differential isoform usage (y-axis).  
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The differential usage of isoforms indicates that there is a distinct splicing regulation 

between normal and malignant conditions and even a difference regulation between PT and 

MET. Another study that used array-based technologies considering normal tissue, primary 

lesion and hepatic metastasis had similar results, where alternative splicing events are more 

abundant in the transition from normal colon mucosa to the primary tumor, and few changes 

were observed in the metastatic process [5]. These results may indicate that the core molecular 

mechanisms present in the primary tumor and metastases are similar, favoring the idea that few 

molecular changes are necessary to the acquisition of metastatic-initiating potential.   

Subsequently, the next step was characterizing alternative splicing events to understand if 

there is a prevalent mechanism regulating isoforms usage during the malignant process. Thus, 

we evaluate the following events: mutually exclusive exon (MEE), alternative transcription 

termination site (ATTS), multiple exon skipping (MES), alternative 3’ splice site (A3), exon 

skipping (ES), alternative transcription start site (ATSS), alternative 5’ splice site (A5), and 

intron retention (IR). The results revealed that PT and MET have fewer isoforms which undergo 

to ATTS when compared to NE (Figure 2). This analysis considered as canonical the most 

downstream transcription termination site. Thus, there are a significantly small fraction of 

isoforms in the normal epithelium that are using exons in more upstream regions when 

compared to malignant tissues. In mammalian, almost 70% of genes have multiple 

polyadenylation sites, and it is suggested that both ATTS and ATSS are the main contributors 

to transcript diversity [53]. Changes in the termination site selection may generate 

modifications in polyadenylation and in the 3’ UTR size, which were already linked to gastric 

cancer [54].  

In addition, IR is enriched in MET when compared to NE (Figure 2). These results are in 

agreement with the outcome described in another study that observed an increase of intronic 

retention in several cancer types when compared to normal tissue [55].  New discoveries have 

consolidated the understanding that IR is not a mis-splicing consequence but actively regulated 

in mature mRNA [56]. The main functions related to IR involve the regulation of protein 

diversity and alternative splicing, mRNA localization, translation efficiency, and gene 

expression control [56,57]. It was also proposed that IR is a common cause of inactivation of 

tumor suppressor genes in cancer [56,57]. An isoform switch found in our analysis related to 

intron retention corresponds to the NKD1 gene. NKD1 is a passive antagonist of Wnt signaling, 

reducing the aberrant activity of this pathway [58]. In CRC, the abnormal activity of the Wnt 
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pathway is one of the most important drivers and is frequently hyperactivated in more than 90% 

of CRC cases [58,59]. We identified a switch of NKD1-201 (ENST00000268459) to NKD1-

203 (ENST00000566396) in both malignant conditions (PT and MET) relative to NE. NKD1-

203 is a non-coding isoform with retained intron that may not exert the negative feedback of 

the Wnt pathway, consequently contributing to tumorigenesis.  

 

 

Figure 2. Schematic representation of alternative splicing event enrichment from isoform 

switches. The dashed line represents no enrichment, the right side indicates that the event is 

enriched in the tested condition (MET, PT, and MET, respectively), and left side indicates that 

the event is enriched in the reference condition (NE, NE, and PT, respectively). Red color 

represents significant results. MEE, mutually exclusive exon; ATTS, alternative transcription 

termination site; MES, multiple exon skipping; A3, alternative 3’ splice site; ES, exon skipping; 

ATSS, alternative transcription start site; A5, alternative 5’ splice site; IR, intron retention. 

 

3.2. Predicted functional consequences resulting from isoforms switches and gene-set 

enrichment analysis of the corresponding genes 

 

To analyze the possible overall impact related to the isoforms switches, we evaluated 

whether the isoform changes between conditions may be associated with potential functional 

consequences, such as the gain or a loss of protein domains, which in turns, affect the cellular 
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signaling. Hence, we analyzed if the isoform switch results in gain or loss of the following 

consequences: non-coding transcripts, signal peptide, intron retention, protein domain, and 

NMD sensitivity. From the 1988 switching isoforms identified across comparisons, 999 were 

associated with a gain or loss of some functional consequences, corresponding 548 different 

genes. The enrichment analysis of the consequences which showed significant differences 

between the conditions are represented in Figure 3.  

 

 

Figure 3. Enrichment/depletion of functional consequences in isoform switch according to 

the gain/loss of a consequence. The dashed line represents no enrichment, the right side 

indicates that the event is enriched in the tested condition (MET, PT, and MET, respectively) 

and the left side indicates that the event is enriched in the reference condition (NE, NE, and PT, 

respectively). Red color represents significant results. 

 

The results showed that the normal tissue was more enriched with non-coding transcripts, 

intron retention loss, and domain loss when compared to both PT and MET. Otherwise, this 

result represents that the malignant process is marked by changes in isoforms expression, and 

these changes result in the modification of features that may have functional consequences, 

such as increased coding transcriptions, retained intron, and domain gain. Non-coding 

transcripts are described to possess critical roles in gene expression regulation and the 

maintenance of intestinal mucosa integrity [60]. The intestinal epithelium is in constant self-

renewal, showing a high rate of apoptosis and proliferation to keep balanced cell numbers and 

fast repairs itself after acute injury [60]. In this sense, non-coding RNA contributes to the proper 

mucosa integrity through post-transcriptional regulation of the gene expression [60].  

To obtain a global view of how isoforms with functional consequence changed across the 

comparisons, a hierarchical clustering was constructed considering the dIF values represented 
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by isoforms and log2FC of the corresponding genes (Figure 4). To aggregate information, we 

include known annotation about transcript biotype, which demonstrates that 81% of isoforms 

switches with functional consequences are protein-coding. The biological processes related to 

these isoforms and genes were manually curated, and the most represented processes were: (i) 

immune and inflammatory processes; (ii) cell adhesion; (iii) migration; and (iv) extracellular 

matrix organization. Carcinogenesis-related pathways showed in Figure 4 includes isoforms 

involved in signaling pathways commonly altered during colorectal malignant transformation, 

such as Wnt, TNF-α, and TGF-β signaling pathway [59,61–63].  
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Figure 4. Heatmap illustrating differentially used isoforms (characterized by dIF) and 

differentially expressed genes (characterized by log2FC). Left bands represent transcript 

biotype and biological processes related to the isoform. 

 

Moreover, we performed a GSEA considering all genes whose isoforms switches had a 

functional consequence (Figure 5). According to the results, angiogenesis and blood vessel 
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morphogenesis were enriched in PT relative to NE. Tumor progression is directly related to 

vascular support, once that the tumor growth depends on oxygen and nutrients supply [64]. In 

this sense, the releasing of angiogenesis and wound factors promotes the formation of 

disorganized and leaky new vessels, providing oxygen and nutrients, but also allowing the 

escape of tumor cells to the blood circulation, which can lead to metastasis [64,65].  

Furthermore, considering MET relative to NE, it was observed the response to wounding 

bioprocess (Figure 5). Several mechanisms involved in wound healing overlaps with signaling 

pathways activated in malignancy, thus, the tumor is recognized as a non-healing wound [65]. 

During the wounding processes, platelets are activated, changing their shape, degranulating and 

secreting several factors that recruit others platelets and immune cells in response to injury with 

exposures of extracellular matrix proteins [65]. Interestingly, exocytosis, platelet degranulation, 

immune response activation, inflammatory response, and hemostasis, all involved in wound 

response, also were enriched in MET relative to NE (Figure 5).  Platelet degranulation is a 

marker of platelet activation, where exocytosis of platelets secretory granules to the external 

milieu occurs [66]. These granules contain more than 300 active molecules, such as VEGF, 

PDGF, EGF, and TGF-β, which contribute to hemostasis, coagulation, wounding, immune 

processes, cancer progression, and cancer metastasis [65,66]. Platelet activation also has a 

permissive and protective role, contributing to tumor progression and metastasis through 

several mechanisms [65,66]. Additionally, circulating tumor cells (CTCs) enter in the blood 

circulation and recruit platelets inducing platelet aggregation, contributing to immune escape 

and increase adhesion to endothelial cells, facilitating vessels permeability and extravasation in 

a distant organ [4,65].  
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Figure 5. A) GSEA results from comparisons between PT relative to NE; B) GSEA results 

from comparisons between MET relative to NE. 

 

Activation of immune response and inflammatory responses enriched in MET relative to 

PT and observed in Figure 5, are processes closely related to cancer progression and metastasis, 

where there is a direct association between the high cancer incidence and tissues with chronic 

inflammation. Potentially immunogenic tumor cells are also vulnerable to recognition and 

destruction by the immune system in several steps of metastatic cascade [67]. However, 

malignant cells with metastasis-initiating potential are able to avoid the immune surveillance 

and recruits immune cells populations that contribute to tumor cell spreading due to their 

Enrichment in PT compared to NE 

Enrichment in MET compared to NE 

A 

B 
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phenotypic plasticity, such as M2 macrophages [67,68]. Immune cells (mostly myeloid cells) 

and primary tumor-derived factors contribute to the formation of the pre-metastatic niche in a 

distant organ [67,68]. Nevertheless, CTC extravasation within the liver faces resistance by 

encountering a host innate immune response [69,70]. The interaction of tumor cells with the 

new environment triggers an inflammatory response which is damaging to a part of the tumor 

population, while to other population seem to favor their establishment and growth by 

enhancing cell adhesion and transendothelial migration into the Disse space [69,70].  

 

3.3. Co-expression network denotes multiple modules preserved between PT and MET 

networks  

 

To gain further insights at isoform level and differentially used isoforms across the 

conditions, a co-expression network for each condition was constructed, resulting in 13583 

common isoforms between the three conditions after the filtering step. Hierarchical clustering 

identified 33, 37 and 24 modules for NE, PT and MET, respectively (Figure 6A, B and C).  
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Figure 6. Dendrogram from the weighted gene co-expression analysis, denoting modules 

identified that are illustrated with different colors. A) NE network, B) PT network, and C) MET 

network. Bottom color bands represent under and overrepresented isoforms. DUI, differentially 

used isoforms. 
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To establish the reproducibility of these modules in each condition, a preservation statistical 

analysis was performed. In this sense, to investigate which PT modules are conserved in NE 

and MET, a series of permutation tests for each reference-test module pair were calculated 

(Table 1). The same evaluation was made to explore which MET modules are conserved in PT 

and NE. Considering the results from the preservation analyses, several modules that may 

represent significant biological processes specific to each condition tested (PT or MET) were 

identified. From 37 PT modules, 6 were weakly or moderately preserved (Zsummary < 5) 

relative to both MET and NE, indicating that these modules are more specific from PT condition 

(Table 1). Moreover, 11 modules were highly preserved (Zsummary > 10) among PT and MET 

and weakly or moderately preserved (Zsummary < 10) with NE, suggesting that these modules 

may be more related with the malignant processes (Table 1). When MET modules were tested 

relative to NE and PT modules, 6 modules showed a weak or moderate preservation (Zsummary 

<= 5) and may represent more specific processes from metastasis, while 8 modules were highly 

preserved (Zsummary > 10) only with PT modules (Table 1). In MET preservation analysis it 

was not found any module that showed high preservation exclusively with NE.  

 

Table 1. Module preservation results. Red values indicate that the module was highly 

preserved between both malignant conditions (PT and MET), while is lowly preserved with 

NE. Blue values indicate that the module has low preservation between the comparisons. 

PT network preservation  MET network preservation 
  Z summary    Z summary 

Modules Size Compared 
to MET 

Compared 
to NE 

 Modules Size Compared 
to PT 

Compared 
to NE 

Black 613 25.18 23.35  Black 760 19.20 5.75 

Blue 1147 11.86 3.73  Blue 1271 25.91 8.58 

Brown 1102 4.46 2.40  Brown 1267 20.06 10.44 

Cyan 376 6.13 1.13  Cyan 346 4.58 1.98 

Darkgreen 201 8.20 5.09  Darkgreen 159 1.82 0.04 

Darkgrey 164 4.39 2.94  Darkred 182 4.52 0.34 

Darkmagenta 65 3.07 -0.98  Darkturquoise 102 10.82 4.05 

Darkolivegreen 68 19.78 6.90  Green 862 12.07 6.72 

Darkorange 120 11.66 3.45  Greenyellow 410 2.31 0.66 

Darkred 236 12.72 8.61  Grey60 265 10.02 5.85 

Darkturquoise 200 7.74 5.73  Lightcyan 287 10.32 4.21 

Green 913 10.45 21.58  Lightgreen 260 10.51 5.37 

Greenyellow 455 13.89 2.29  Lightyellow 256 12.70 2.97 

Grey60 277 9.91 5.29  Magenta 671 5.00 1.26 
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Lightcyan 322 8.78 12.14  Midnightblue 318 8.01 3.72 

Lightgreen 272 10.36 1.18  Pink 715 5.91 5.38 

Lightyellow 268 8.19 -0.12  Purple 562 31.24 26.25 

Magenta 500 30.46 7.91  Red 804 7.83 5.28 

Midnightblue 340 11.67 17.52  Royalblue 193 2.88 0.23 

Orange 140 7.45 3.77  Salmon 357 5.73 1.18 

Paleturquoise 84 4.47 4.42  Tan 360 13.97 9.55 

Pink 562 18.26 2.13  Turquoise 1887 6.27 0.37 

Purple 479 15.49 14.78  Yellow 974 27.10 39.56 

Saddlebrown 87 5.99 0.50      

Salmon 397 12.07 3.66      

Sienna3 48 6.01 0.62      

Skyblue 110 7.96 1.79      

Steelblue 86 5.37 2.74      

Tan 454 9.06 0.83      

Turquoise 1177 10.97 2.37      

Violet 69 19.53 7.24      

White 120 12.13 6.02      

Yellow 964 24.86 14.52      

Yellowgreen 43 8.58 2.13      

 

 

3.4. GO enrichment analysis of the modules 

 

To better understand the significant biological processes related to the modules found in 

each condition, we performed a GO enrichment analysis. The main GO results for NE, PT, and 

MET are summarized in Table 2, Table 3 and Table 4, respectively. The GO represented in 

this table were chosen based on statistical significance and the number of hubs isoforms 

associated with the biological processes. 

 

Table 2. GO enrichment for NE network modules. 

Modules GO ID Term Annot. Signif. FDR Hubs 
Black GO:0006955 immune response 1178 78 0.007 43 

GO:0007267 cell-cell signaling 597 30 0.015 11 

GO:0050870 positive regulation of T cell 

activation 

106 15 0.015 7 

GO:0006935 chemotaxis 277 28 0.023 16 

GO:0007049 cell cycle 867 56 0.024 31 

Brown GO:0009988 cell-cell recognition 29 7 0.027 5 
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GO:0008630 intrinsic apoptotic signaling 

pathway in response to DNA 

damage 

65 9 0.032 7 

Cyan GO:0019883 antigen processing and 

presentation of endogenous 

antigen 

11 5 0.000 5 

GO:0006952 defense response 831 45 0.000 25 

GO:0006954 inflammatory response 367 21 0.004 13 

GO:0016064 immunoglobulin mediated 

immune response 

129 13 0.009 8 

Darkgreen GO:0030449 regulation of complement 

activation 

79 18 0.000 15 

GO:0038096 Fc-gamma receptor signaling 

pathway involved in 

phagocytosis 

109 18 0.000 15 

Darkgrey GO:0060337 type I interferon signaling 

pathway 

58 7 0.000 6 

GO:0006955 immune response 1178 33 0.000 26 

GO:0006952 defense response 831 25 0.000 21 

Greenyellow GO:0055114 oxidation-reduction process 624 25 0.014 12 

Ligthcyan GO:0006914 autophagy 279 6 0.018 2 

GO:0090398 cellular senescence 22 3 0.018 0 

Magenta GO:0007586 digestion 60 13 0.000 9 

GO:0007154 cell communication 2741 119 0.030 61 

GO:0097503 sialylation 15 8 0.000 8 

Midnigthblue GO:0045199 maintenance of epithelial cell 

apical/basal polarity 

5 2 0.017 0 

Orange GO:0030154 cell differentiation 1504 14 0.048 7 

GO:0035148 tube formation 52 3 0.048 3 

Paleturquoise GO:0045087 innate immune response 493 11 0.013 9 

GO:0007155 cell adhesion 736 16 0.045 13 

Pink GO:0043312 neutrophil degranulation 366 38 0.002 18 

GO:0008154 actin polymerization or 

depolymerization 

140 14 0.025 8 

Red GO:0006936 muscle contraction 185 28 0.005 17 

GO:0007155 cell adhesion 736 61 0.005 27 

Royalblue GO:0048167 regulation of synaptic plasticity 42 4 0.028 4 

Steelblue GO:0006915 apoptotic process 987 12 0.049 7 

Tan GO:0051301 cell division 288 46 0.000 41 

GO:0006281 DNA repair 214 20 0.044 13 

White GO:0030198 extracellular matrix organization 231 13 0.001 8 

GO:0030212 hyaluronan metabolic process 21 4 0.013 2 

GO:2000095 regulation of Wnt signaling 

pathway, planar cell polarity 

pathway 

6 2 0.015 1 

GO:2000647 negative regulation of stem cell 

proliferation 

6 2 0.015 2 

Yellow GO:0070098 chemokine-mediated signaling 

pathway 

41 11 0.002 5 

GO:0030198 extracellular matrix organization 231 44 0.005 25 
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According to the results observed in NE, we highlight digestion, muscle contraction, 

regulation of synaptic plasticity, cell division, DNA repair, extracellular matrix organization, 

and cell differentiation. All these processes are expected and crucial for the tissue homeostasis 

(Table 2). In addition, different processes related to immune system response were observed in 

several modules, such as Darkgreen, Cyan, Black, Darkgrey, Pink, and Paleturquoise. Among 

the overrepresented processes across these modules are defense response, immune response, 

complement activation, inflammatory response (Table 2). In the GO analysis of NE modules 

some processes that were already related with cancer development in literature, such as 

regulation of Wnt signaling pathway/planar cell polarity pathway (PCP), type I interferon 

signaling pathway, and hyaluronan metabolic process were detected (Table 2).  

The intestinal epithelium is in constant exposition to alimentary antigens and potential 

pathogens in the luminal environment, therefore, immune cells surveillance against harmful 

antigens and tolerance to keep luminal bacteria is crucial for the individual health [71,72]. 

However, exacerbated immune response leads to a chronic inflammatory environment, which 

is thought to result in tumor initiation [73,74]. In this sense, the processes detected in NE 

network may indicate that an inflammatory condition is established. For example, hyaluronan 

(hyaluronan metabolic process found in White module, Table 2) is a component of the 

extracellular matrix that has been directly associated with intestinal inflammation and wound 

healing due this molecule be organized in structures that allow leucocyte adhesion, playing an 

important role in the initiation of intestinal inflammation [75]. Sialylation process (found in 

Magenta module, Table 2) act as an immunological modulator and affects directly the immune 

response, however, abnormal sialylation alters the immune recognition of cancer cells, 

contributing to the metastasis and therapeutic resistance [76–78]. Furthermore, type I interferon 

(found in Darkgrey module, Table 2) are immunomodulators cytokines that orchestrate the 

innate immune system in response to injuries and pathogens that may penetrate the intestinal 

epithelium [79].   

The Wnt pathway/PCP (found in White module, Table 2) is a non-canonical Wnt pathway 

responsible to control the orientation of epithelial cells during development and the 

upregulation of components of this pathway has a role in cell proliferation, migration and cell 

death resistance [80].  

In the PT GO enrichment analysis, it was observed that the modules conserved between PT 

and MET, according to the preservation analysis, were related to the following processes: 
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inflammatory response, adaptive immune response, leukocyte migration, chemotaxis, cell cycle 

regulation, blood vessel development, cell differentiation, and extracellular matrix organization 

(Table 3). All these processes are proposed to be crucial to the malignant transformation and 

are broadly observed in several types of cancer [81–84].  

 

Table 3. GO enrichment for PT network modules. 

Modules GO ID Term Annot. Signif. FDR Hubs 
Blue GO:0006096 glycolytic process 70 26 0.004 21 

Brown GO:0002682 regulation of immune system process 768 39 0.004 24 

GO:0030162 regulation of proteolysis 473 25 0.007 14 

Cyan GO:0006958 complement activation, classical 

pathway 

105 21 0.000 15 

GO:0050900 leukocyte migration 302 27 0.000 20 

Darkgrey GO:0001525 angiogenesis 285 8 0.047 7 

GO:0030198 extracellular matrix organization 231 7 0.047 6 

Darkmagenta GO:0006958 complement activation, classical 

pathway 

105 4 0.006 4 

GO:0038096 Fc-gamma receptor signaling pathway 

involved in phagocytosis 

109 4 0.006 3 

Darkolivegreen GO:0045087 innate immune response 493 17 0.000 16 

GO:0006954 inflammatory response 367 13 0.001 12 

Darkorange GO:0033033 negative regulation of myeloid cell 

apoptotic process 

6 2 0.027 1 

GO:0007219 Notch signaling pathway 76 3 0.048 3 

Grey60 GO:0000398 mRNA splicing, via spliceosome 235 22 0.002 18 

GO:0008283 cell proliferation 945 33 0.005 24 

Lightcyan GO:0042407 cristae formation 29 9 0.000 6 

GO:0006700 C21-steroid hormone biosynthetic 

process 

12 4 0.008 4 

GO:0006783 heme biosynthetic process 17 4 0.016 3 

GO:0012501 programmed cell death 1028 32 0.037 22 

Ligthgreen GO:0006958 complement activation, classical 

pathway 

105 14 0.000 11 

GO:0006955 immune response 1178 47 0.004 25 

GO:0050900 leukocyte migration 302 19 0.005 12 

Ligthyellow GO:0097190 apoptotic signaling pathway 335 12 0.038 7 

Magenta GO:0030198 extracellular matrix organization 231 63 0.000 53 

GO:0007155 cell adhesion 736 84 0.000 57 

GO:0001568 blood vessel development 339 60 0.000 41 

Pink GO:0002456 T cell mediated immunity 38 7 0.019 2 

GO:0030855 epithelial cell differentiation 301 23 0.021 14 

GO:0006935 chemotaxis 277 15 0.046 9 

GO:0010564 regulation of cell cycle process 356 20 0.046 7 

Purple GO:0006281 DNA repair 214 29 0.001 16 

Royalblue GO:1903265 positive regulation of TNF-mediated 

signaling pathway 

8 3 0.004 3 

GO:0050718 positive regulation of IL1β secretion 11 3 0.004 3 
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GO:0043123 positive regulation of I-κB kinase/NF-

κB signaling 

126 7 0.006 5 

Steelblue GO:0038158 granulocyte colony-stimulating factor 

signaling pathway 

5 2 0.006 1 

GO:0045454 cell redox homeostasis 55 4 0.006 4 

GO:0016241 regulation of macroautophagy 84 3 0.047 2 

Tan GO:0060337 type I interferon signaling pathway 58 13 0.000 10 

GO:0042659 regulation of cell fate specification 6 3 0.002 1 

GO:2000515 negative regulation of CD4-positive, α-

β T cell activation 

5 2 0.015 1 

Turquoise GO:0030154 cell differentiation 1504 195 0.001 132 

GO:0034329 cell junction assembly 152 29 0.009 18 

GO:0070527 platelet degranulation 98 19 0.005 13 

Violet GO:0002250 adaptive immune response 237 29 0.000 29 

GO:0050900 leukocyte migration 302 17 0.000 17 

Yellow GO:0007155 cell adhesion 736 54 0.041 26 

GO:0043535 regulation of blood vessel endothelial 

cell migration 

42 5 0.041 2 

GO:0038061 NIK/NF-κB signaling 92 16 0.016 4 

GO:0001708 cell fate specification 17 4 0.043 4 

 

PT modules that were not conserved in NE or MET are represented by Fc-gamma receptor 

signaling pathway involved in phagocytosis, regulation of proteolysis, positive regulation of 

IL1β secretion, positive regulation of IκB kinase/NF-κB signaling, and positive regulation of 

TNF-mediated signaling pathway (Table 3). IL1β signaling (found in the Royalblue module, 

Table 3) mediates cancer inflammation and is related with the promotion of invasiveness and 

tumor growth in CRC, and to epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) [85]. EMT is 

frequently observed in the promotion of metastasis in epithelium-derived carcinoma, and 

confers the loss of cell-cell adhesion, increase death resistance and migratory capacity [4].  

Furthermore, the signaling pathways involved with the TNF and NF-κB pathways (found 

in Royalblue module, Table 3) are strongly related to the cancer growth and metastasis [86,87]. 

TNF-α is pro-inflammatory cytokine secreted by macrophages and part of the inflammation-

related carcinogenesis process, playing roles in angiogenesis, proliferation, invasion, and 

metastasis [86,87]. NF-κB is activated by TNF-α and is the main cell survival promoter, 

eliciting anti-apoptotic signals, promoting cell proliferation and angiogenesis, which cooperates 

with cell invasion and metastasis promotion [86–88]. 

The highly preserved modules between PT and MET were enriched in cell differentiation, 

leukocyte migration, cell adhesion, extracellular matrix organization, Notch signaling pathway 

and inflammatory response processes (Table 1 and 3). Notch signaling pathway (found in 

Darkorange module, Table 3) is frequently activated in tumorigenesis and has been described 
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to contribute to metastasis [89]. In addition, Notch is related to the regulation of cell 

proliferation, cell fate specification, cell differentiation and stem cell maintenance [89]. 

In the MET network, it was observed that the modules preserved with PT condition were 

enriched in cellular response to interferon-gamma, inflammatory response, leukocyte 

chemotaxis, canonical Wnt signaling pathway, DNA repair, positive regulation of memory T 

cell differentiation, positive regulation of cell migration and platelet degranulation.  

 

Table 4. GO enrichment for MET network modules. 

Modules GO ID Term Annot. Signif. FDR Hubs 
Black GO:0043382 positive regulation of memory T cell 

differentiation 

5 3 0.009 2 

GO:0044336 canonical Wnt signaling pathway involved 

in negative regulation of apoptotic process 

5 3 0.009 1 

GO:0044340 canonical Wnt signaling pathway involved 

in regulation of cell proliferation 

5 3 0.009 1 

GO:1901796 regulation of signal transduction by p53 

class mediator 

94 12 0.009 8 

GO:0000077 DNA damage checkpoint 73 14 0.015 6 

Blue GO:0030198 extracellular matrix organization 231 86 0.000 68 

GO:0007155 cell adhesion 736 156 0.000 99 

GO:0007010 cytoskeleton organization 620 121 0.000 70 

GO:0001558 regulation of cell growth 190 38 0.010 30 

GO:0001568 blood vessel development 339 97 0.014 66 

Brown GO:0006325 chromatin organization 291 47 0.027 16 

GO:0000086 G2/M transition of mitotic cell cycle 150 25 0.032 6 

GO:0097503 sialylation 15 5 0.032 4 

Cyan GO:0007267 cell-cell signaling 597 22 0.012 15 

Darkgreen GO:0002223 stimulatory C-type lectin receptor signaling 

pathway 

84 6 0.004 1 

GO:0033209 TNF-mediated signaling pathway 118 7 0.004 3 

GO:0042981 regulation of apoptotic process 782 14 0.012 6 

GO:0090136 epithelial cell-cell adhesion 13 2 0.019 2 

Green GO:0071346 cellular response to interferon-gamma 101 32 0.000 21 

GO:0006954 inflammatory response 367 75 0.003 58 

GO:0050852 T cell receptor signaling pathway 106 16 0.003 10 

GO:0030595 leukocyte chemotaxis 113 21 0.005 15 

Greenyellow GO:0002504 antigen processing and presentation of 

peptide or polysaccharide antigen via MHC 

class II 

89 8 0.000 7 

GO:0006955 immune response 1178 51 0.000 29 

GO:0042127 regulation of cell proliferation 751 35 0.008 17 

Grey60 GO:0002224 toll-like receptor signaling pathway 74 7 0.001 5 
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GO:0006897 endocytosis 445 13 0.030 8 

Ligthcyan GO:0001525 angiogenesis 285 21 0.003 17 

GO:0030335 positive regulation of cell migration 240 16 0.003 14 

GO:0030198 extracellular matrix organization 231 24 0.006 21 

GO:0002576 platelet degranulation 98 8 0.010 7 

Ligthyellow GO:0006281 DNA repair 214 14 0.017 7 

Pink GO:0001837 epithelial to mesenchymal transition 72 7 0.009 5 

GO:0008380 RNA splicing 283 26 0.042 5 

GO:0006281 DNA repair 214 19 0.042 7 

GO:0007049 cell cycle 867 42 0.050 21 

Purple GO:0006260 DNA replication 134 17 0.008 6 

GO:0000398 mRNA splicing, via spliceosome 235 18 0.014 8 

GO:0007155 cell adhesion 736 22 0.022 18 

GO:0030593 neutrophil chemotaxis 51 4 0.028 3 

Red GO:0022617 extracellular matrix disassembly 81 15 0.001 11 

GO:0050777 negative regulation of immune response 49 14 0.001 10 

GO:0050900 leukocyte migration 302 38 0.001 24 

GO:0044319 wound healing, spreading of cells 32 8 0.003 5 

GO:0034612 response to TNF 187 13 0.006 10 

Royalblue GO:0007275 multicellular organism development 1910 25 0.008 17 

GO:0030031 cell projection assembly 203 7 0.029 6 

GO:0072593 reactive oxygen species metabolic process 132 4 0.037 2 

Salmon GO:0051726 regulation of cell cycle 565 23 0.033 7 

GO:0045785 positive regulation of cell adhesion 207 10 0.039 5 

Tan GO:0006281 DNA repair 214 25 0.001 11 

GO:0008283 cell proliferation 945 40 0.003 22 

GO:0044770 cell cycle phase transition 312 30 0.018 17 

GO:0006915 apoptotic process 987 38 0.044 20 

 

Among the modules exclusive to MET, it was observed neutrophil chemotaxis, stimulatory 

C-type lectin receptor signaling pathway, regulation of apoptotic process, TNF-mediated 

signaling pathway, and epithelial cell-cell adhesion (Table 4). Neutrophils are described to 

cooperate with all steps of metastatic cascade, and their chemotaxis (found in Cyan module, 

Table 4) may occur in response to different primary tumor-derived factors, contributing to 

metastatic niche formation [90]. Neutrophils also collaborate to the tumoral cells extravasation 

by increasing their adherence to the vascular endothelium, such as liver sinusoidal endothelium 

(LSEC) [90]. The increasing adhesion of cancer cells to LSEC under inflammatory conditions 

contribute to the transendothelial migration of malignant cells to the space of Disse [70]. In this 

sense, C-type lectin receptors are members of the pattern recognition receptors that mediate cell 
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adhesion and are involved in the activation of inflammatory responses through the innate 

system [91,92]. These observations are in agreement to the processes stimulatory C-type lectin 

receptor signaling pathway and epithelial cell-cell adhesion (both found in Darkgreen module, 

Table 4), that may be related with the extravasation of the cancer cells and the metastatic 

outgrowth.  

 

3.5. Module relevance to malignant transformation and its relation with somatic 

variants 

 

To further understand the disturbances related to the isoform switch in the malignant 

transformation, somatic variants present in PT relative to NE and in MET compared to PT were 

identified. Among the genes that presented somatic variants, only DES, MST1L and KRAS 

showed isoform switch. However, according to Mutpred Splice results, the isoform switch of 

these genes was not directly related with the presence of somatic variant in the splice sites and 

splicing regulatory sequences (data not shown). Although it is known that splicing events may 

be influenced by genetic mutations, our work indicates that the isoforms switches are not 

directly affected by the presence of those mutations, corroborating with a previous study that 

found similar results [93]. Among the mentioned genes with isoform switch and somatic 

mutation is KRAS, one of the most frequent mutated oncogenes in CRC [94]. Interestingly, 

KRAS undergoes to isoform switch, where we observe that the isoform KRAS-201 

(ENST00000256078) is upregulated in NE, while KRAS-202 is upregulated in both malignant 

conditions PT and MET (ENST00000311936). In our analysis, KRAS mutation showed a strong 

association with the Darkorange module, which exhibited enrichment of the Notch signaling 

pathway (Table 3, Supplementary Figure 1). Different studies have proposed the inhibition 

of Notch signaling as a therapeutic strategy in tumors driven by KRAS [95–97]. 

Associating the presence of the somatic variants from each sample with the modules found 

in the co-expression network can give us a clearer view of the processes that may be affected 

by the mutations. In addition, the intramodular analysis may suggest the most important 

isoforms that mediate the interplay between the presence of the mutation and the potentially 

affected processes. Thus, after the manual verification of the filtered somatic variants, only the 

variants that showed a strong significant correlation with the network modules from PT and 

MET conditions were selected. The results are present in Supplementary Figure 1 and 2.  



 83 CAPÍTULO II – ARTIGO DE DADOS 

The Ligthyellow module from PT network showed a high correlation with several mutations 

present identified in the genes GATD1, H6PD, RBM39, TLCD2, and TNFAIP8L1 (Table 3, 

Supplementary Figure 1). This module is represented by the apoptotic process and the gene 

product from TNFAIP8L1 is found in this module. TNFAIP8L1 is a regulator of apoptosis 

suggested being an important component of the necroptotic pathway [98]. In murine 

macrophage cell lines, TNFAIP8L1 promoted apoptosis by upregulating members of Bcl-2 

family [99]. Interestingly, H6PD was also described to be related to the apoptosis pathway, 

where its knockdown increased apoptosis in triple-negative breast cancer [100]. Furthermore, 

RBM39 is related to alternative splicing and plays an important role in multiples processes, 

including G2/M transition, cellular response to DNA damage, adherent junctions, and 

endocytosis. [101]. RBM39 was already described in CRC, where it was suggested to have a 

“passenger” effect [102]. According to intramodular analysis, the most significant isoforms 

found in this module were RAB37-205 (ENST00000392614) that is upregulated in PT 

compared to NE, and the downregulated transcript TRAF1-201 (ENST00000373887) in PT 

relative to NE. RAB37 is involved in the exocytic pathway and in the suppression of cell 

invasion, macrophage polarization to M1 phenotype and Wnt inhibition [103–105]. However, 

its function sounds to be distinct in different types of cancers [104]. By its turns, TRAF1 was 

identified as a substrate of activated caspases in the TNF-induced apoptotic process, where one 

of the cleavage products is capable of preventing NF-κB induction [106]. TRAF1 activity is 

strongly related to the biological process found in this module, and it is possible that its activity 

is directly related to TNFAIP8L1. Remarkably, targeting TRAF1 with miR-483 was already 

observed to inhibit CRC cell proliferation and migration [107].  

Another module highly correlated with several somatic variants was the Tan module from 

PT condition, which is involved with cell fate specification, type I interferon signaling and 

negative regulation of CD4+ (Table 3). The mutations related to this module were identified in 

APAF1, BRI3BP, NECTIN1, PHAX, PKD1, RAD51, and ZNF468 (Supplementary Figure 1). 

PKD1 has multiple functions in several biological processes, including immune system 

regulation [108]. PKD1 also contributes to the activation of NF-κB, once that promote 

inhibitory kinase IKK phosphorylation that in turns results in the IkB degradation and releasing 

of NF-κB of the inhibitory complex [108]. The NF-κB signaling pathway was enriched in our 

analysis and has already been described as an important player in inflammation-associated 

carcinogenesis [88]. Furthermore, RAD51, which has an important role during DNA 
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replication, DNA repair, and recombination. Recently the downregulation of RAD51 was 

described to trigger innate immune response, linking the DNA damage response and replicative 

stress to the activation of the immune system [109]. Thus, the abnormal activity of variant 

RAD51 may be one of the many factors directly related with the strong immune response that 

we observed in our analysis. At least, APAF1 was described as an immunosuppressive by 

inhibiting the activation of T cells response [110]. The intramodular analysis of Tan module 

suggests that the most significant transcripts are the upregulated BCAR3-201 

(ENST00000260502), KRT17-201 (ENST00000311208), and S100A2-202 

(ENST00000368708), and the downregulated TNFAIP8-207 (ENST00000513374), and 

PTPRC-209 (ENST00000442510) transcripts. In gastric cancer, KRT17 was already related to 

tumor growth [111]. S100A2 was associated with a poor prognosis and to promote CRC cancer 

progression and metastasis through its activity in the cell cycle [112]. Also, S100A2 already 

was observed in CRC, being chemotactic for eosinophils and is associated with a poor outcome 

and recurrence with distant metastasis [112,113]. BCAR3 was suggested to be involved in 

metastasis in breast cancer by promoting cell motility and adhesion [114]. Furthermore, 

TNFAIP8 and PTPRC (also known as CD45) showed significant isoforms that are 

downregulated in PT relative to NE. PTPRC is abundantly expressed by lymphoid cells, where 

it acts in the regulation of external stimuli – thus, its abnormal expression may result in 

autoimmunity, immunodeficiency, and cancer [115]. TNFAIP8 also is broadly expressed in 

lymphoid tissues, and its upregulation promoted CD4+ T lymphocyte proliferation in vitro and 

affected CD4+ T lymphocyte polarization in vivo [98,116]. In this sense, the downregulation of 

TNFAIP8 in PT was consistent with the negative regulation of CD4+ ontology observed in this 

module.  CD4+ T cells are important to the recognizing of the tumor antigens and activate 

macrophages involved in tumor clearance, therefore, the misregulation of CD4+ T cells affects 

the antitumor response triggered by the immune system [117] 

In MET condition, the Black module was highly correlated with the mutation identified in 

KRT80, MRE11, LPAL2, and TANGO2, and was enriched in Wnt signaling pathway, DNA 

damage checkpoint, p53 signal transduction, and memory T cell differentiation (Table 4, 

Supplementary Figure 2). MRE11 has a role in DNA double-strand break repair, cell survival, 

proliferation, and tumor invasion, being described in breast cancer to generate a malignant 

phenotype and a poor response to therapeutics [118,119]. Another variant involved in tumor 

invasion is KRT80, whose transcript isoform KRT80-201 (ENST00000313234) is 
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overexpressed in MET. KRT80 was associated with tumor invasiveness and a poor cancer 

outcome and survival [120]. The Black module showed as the most significant isoforms resulted 

from intramodular analysis the upregulated MYO10-212 (ENST00000515803), WNT5B-201 

(ENST00000310594), PTPRO-208 (ENST00000542557), and PTPRO-210 

(ENST00000544244), and the downregulated transcript MBNL1-221 (ENST00000495875) 

Expression of PTPRO in pre-metastatic niche was described to prevent tumor growth and 

metastasis by increasing apoptosis and suppressing angiogenesis, preventing CTC entering the 

circulation [121]. However, in MET relative to NE there is a switch of the isoform PTPRO-203 

to the isoforms PTPRO-208 and PTPRO-210; however, it is unclear whether this switch has a 

functional significance for metastasis. Also, related to suppressing cancer progression and 

metastasis was MBNL1, whose function involves RNA processing and expression regulation 

[122]. In contrast, WNT5B was related to cancer progression, where WNT5B-associated 

exosome increased migration and proliferation of malignant cells [123]. In our analysis, 

WNT5B undergoes an isoform switch, where WNT5B-201 is upregulated in MET while 

WNT5B-202 (ENST00000397196) is upregulated in NE, but none functional consequence was 

reported. 

The Red module from MET network showed a strong correlation with the somatic variants 

presented in APC, CYP4F11, DES, MIGA1, and SERF2 (Supplementary Figure 2). This 

module is enriched in processes related to extracellular matrix disassembly, immune response 

and wound healing (Table 4). APC is involved in the regulation of β-catenin and is also 

frequently mutated in CRC [124]. Its role is related to cell adhesion, migration, control of cell 

growth and promotion of wound healing [125]. DES is an intermediate filament protein 

overexpressed in advanced stages of CRC and involved with tumor progression, cell adhesion 

and wound healing [126]. Our results showed the downregulated of protein-coding DES-201 

(ENST00000373960) in MET (compared to both PT and NE), while the retained intron 

transcript DES-202 (ENST00000477226) is overexpressed in MET relative to NE. The 

intramodular analysis revealed as significant the overrepresented isoforms DUOXA2-202 

(ENST00000350243), TPM1-206 (ENST00000358278), and S100A2-202 

(ENST00000368708). The non-coding isoform DUOXA2-202 is upregulated in MET 

compared to NE, unlike DUOXA2-201. DUOXA2 is related to the formation of reactive 

oxygen species (ROS), contributing with DUOX2 to the conversion of O2 in H2O2 as part of 

host defense in the gastrointestinal tract. However, excessive ROS generation promotes tissue 
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injury mediated by an inflammatory condition and has been related to chronic inflammation 

and inflammatory bowel disease [127]. In this sense, MET showed a non-coding isoform while 

NE expresses the main DUOXA2 isoform. This switch may suggest that MET population no 

longer trigger a defense response, but rather a response to evade the immune system and escape 

the cytotoxic effects, while NE condition produces a defense response that may be related with 

the inflammation found in pre-neoplastic conditions. S100A2-202 was also identified as 

significant isoform in the Tan module from the PT network, suggesting that this isoform has a 

prominent role in the CRC malignant condition and CRC liver metastasis. As mentioned before, 

S100A2 plays a role in the immune process by stimulating eosinophils chemotaxis, which may 

explain its importance in the Red module [112,113]. 

In our analysis, TPM1-206 was upregulated in MET relative to NE. TPM1 is considered a 

potential tumor-suppressor, inhibiting migration and promoting apoptosis [128]. Abnormal 

splicing of TPM1 is commonly observed in malignant transformations, including CRC [4,129]. 

The upregulated isoform TPM1-206, also called TPM1δ, is positively associated with stress 

fiber formation [130]. Stress fibers are necessary for adhesive structures and disrupted stress 

fibers are related to invasion and cell motility [128]. However, studies showed that in metastasis 

the stress fiber formation is associated with proliferative metastatic growth [131]. In breast 

cancer MCF-7 cells, overexpression of TPM1 suppresses anchorage-independent growth [132]. 

Besides heterogeneity found in metastatic populations, it is observed that several metastases 

express epithelial markers, indicating the reversion of mesenchymal to an epithelial phenotype 

through mesenchymal-to-epithelial transition [4] In this case, anchorage-dependent growth is 

reestablished and TPM1 may not exert a tumor-suppressor role. Thus, it is possible that the 

expression of TPM1-206 in MET condition was related to stress fiber formation, influencing 

adhesiveness and proliferation of metastatic cells. 

Overall, these analyses indicate some isoform that may be influenced or contribute to 

mutational variants, affecting biological processes strongly related to malignant transformation. 

 

4. Conclusion 

 

In conclusion, this study illustrates the important role that alternative splicing has in the 

regulation of CRC and CRC liver metastasis. We show that several isoforms have differential 

usage in malignant processes compared to normal epithelium, as well as different functional 
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consequences and alternative splicing events were altered during the isoform switch in CRC. 

These results reinforce the importance of further studies exploring splicing mechanisms and its 

associated consequences. Our results also support the importance of the use of isoform 

expression in the regular analysis to obtain refined results, which will be more directly 

associated with the expression profile related to CRC. Large-scale studies have allowed us to 

integrate several levels of information, providing alternatives to fill the gaps in current 

knowledge and contribute to the discovery and development of new therapeutic targets. 
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8. Supplemental figures legends 

 

Supplemental Figure 1. Correlation of the somatic variants and module-trait relationship from 

PT condition. Each cell contains the test statistic value and its equivalent p-value. 

 

Supplemental Figure 2. Correlation of the somatic variants and module-trait relationship from 

MET condition. Each cell contains the test statistic value and its equivalent p-value. 
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Primary Tumor Module – SNV associations 
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Metastasis Module – SNV associations 
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DISCUSSÃO 

 

Até o momento, poucos trabalhos têm sido realizados considerando as isoformas 

transcricionais como foco de estudo, sendo geralmente avaliada a expressão gênica para as 

análises de dados. Contudo, como o mecanismo de splicing alternativo é predominante em 95% 

dos genes humanos, e 70% deles apresentam isoformas com importantes mudanças funcionais 

e estruturais na proteína, é crucial compreender as alterações ao nível de isoformas. Um estudo 

considerando técnicas de machine learning mostrou que a quantificação da expressão das 

isoformas apresentou resultados superiores na maioria das situações para a classificação 

biológica de condições normais e tumorais em relação às análises considerando a quantificação 

da expressão do gene [60]. Essa informação ressalta a importância deste trabalho que abrange 

uma área de estudo ainda em crescimento. No entanto, ainda existem alguns desafios, entre os 

quais podemos citar a falta de atualizações de ferramentas e banco de dados específicos, 

anotações não consensuais e incompletas, informações disponíveis para poucos organismos, 

falta de ferramentas que possibilitem análises dos mecanismos de regulação do splicing, entre 

outras. 

O CRC é uma das malignidades mais comuns no mundo, e uma das principais causas 

de morte por câncer, principalmente quando associado com a presença de metástase. Em torno 

de 30% dos pacientes apresentam CRC metastático, e destes, 50% exibem metástase hepática 

[3,38]. O desenvolvimento e a progressão do CRC ocorrem através de modificações genéticas 

e epigenéticas tanto em oncogenes como em genes supressores de tumores, proporcionando 

uma vantagem à malignidade, onde o epitélio da mucosa se torna hiperproliferativo dando 

origem ao adenoma benigno, que pode ou não formar o CRC e gerar metástases. As mutações 

sequenciais e cumulativas são as principais modificações que ocorrem nessa transformação, 

podendo levar à geração do CRC esporádico quando essas mutações são somáticas, ou levar às 

síndromes e doenças hereditárias envolvidas com o CRC quando existem mutações 

germinativas e predisposição genética.  

A heterogeneidade celular é muito presente em tumores sólidos, como o CRC, sendo 

explicada principalmente pelos eventos que ocorrem em algumas células que conferem a elas a 

capacidade de formar um tumor [61]. Existem dois modelos que buscam explicar a progressão 

do tumor primário [61]. Esses modelos são a progressão linear, que sugere que o genótipo das 

células fundadoras da metástase é muito similar ao das células do tumor primário, mas estas 
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células sofrem uma adaptação aos sinais do microambiente ectópico; e o modelo de progressão 

paralela que prediz que existe uma disparidade genotípica entre as células do tumor primário e 

as células metastáticas, e alterações somáticas são adquiridas independentemente [61]. De 

acordo com nossos resultados, foram identificados menores números de mutações em MET em 

relação à PT (18 revisadas manualmente após a filtragem), enquanto que as diferenças entre PT 

e NE são maiores (32 revisadas manualmente após a filtragem). Além disso, a análise 

transcricional indicou que 606 isoformas foram trocadas na comparação de PT em relação à 

NE, e 336 isoformas em MET quando comparado à PT. Baseado nestas informações é possível 

dizer que mais alterações são encontradas quando há o desenvolvimento de uma lesão primária 

a partir de um tecido normal, enquanto que a metástase difere pouco do tumor primário. 

Contudo, para conseguirmos classificar nossos dados de acordo com os modelos, seria 

necessário entender se as mutações compartilhadas entre PT e MET seriam adquiridas no início 

da tumorigênese, ou ainda, se as mutações teriam surgido independentemente em cada 

condição, mas seriam compartilhadas por conferirem alguma vantagem ao tumor. O mesmo 

acontece para a mudança no uso das isoformas que são compartilhadas entre as condições 

malignas, sendo difícil estabelecer se a troca de isoformas ocorreu no início da tumorigênese, 

conferindo vantagens à progressão tumoral e à metástase, ou se essas trocas surgiram 

independentemente, como um reflexo do processo seletivo que a massa tumoral sofre. No 

entanto, é fato que os processos biológicos presentes no tumor primário e nas metástases são 

muito semelhantes, como adesão celular, migração, proliferação, e resposta imune. Em relação 

à resposta imune, apesar de ambos MET e PT apresentarem uma forte representatividade de 

processos relacionados ao sistema imunológico, cada condição parece atuar de uma forma um 

pouco diferente. Nossos resultados foram semelhantes aos observados em câncer de mama, 

onde a metástase apresentou menor expressão de citocinas quimiotáticas e ativadores do 

sistema imune, e maior expressão de genes relacionados à imunossupressão [62]. Além disso, 

possivelmente devido a uma reação imunológica relacionada à entrada das células disseminadas 

no ambiente hepático ou de fatores secretados pelo tumor primário, é possível que o 

recrutamento de neutrófilos tenha promovido a formação do nicho pré-metastático, 

contribuindo para o aumento da inflamação, migração e aderência das células tumorais no 

endotélio vascular [63]. 

 Dentre as isoformas discutidas na revisão apresentada no Capítulo 1 por colaborarem 

com o processo metastático, foram identificadas a troca de isoformas em pelo menos uma das 
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condições malignas em relação à condição normal correspondente à CD44, CPEB2, CTTN, 

TPM1, CXCL12 e as integrinas ITGA5, ITGB1BP1 e ITGAE. Exceto por CXCL12 e CPEB2, 

todos estão relacionados com a motilidade celular e capacidade invasiva, destacando os 

elementos atuantes nesses processos entre os principais alvos alterados pelo mecanismo de 

splicing durante a tumorigênese.  

Quando consideramos a troca de isoformas entre as condições, é possível observar 

isoformas superexpressas em ambas as condições malignas PT e MET que estão associados 

com a composição e modelagem da matriz extracelular, como FAP, TNC, COL11A1, 

COL12A1, COL4A2, ADAMTS2, e LAMA1 demonstrando mais uma vez que existe uma 

prevalência de troca de isoformas em elementos que contribuem com a invasividade [64–66].  

No entanto, também foi observada a troca de isoformas em MET e PT em processos 

cruciais para o desenvolvimento tumoral. Um exemplo disso são os supressores de tumor 

DUSP10 e RB1, que da mesma forma que CDK14 e CDKN2C, estão envolvidas na proliferação 

e/ou regulação do ciclo celular [67–70].  

Envolvidos com o processamento de RNA, encontramos a troca de isoformas em CLK1 

e ADAR, além de MBNL1 descrita no Capítulo 2. Durante a transformação maligna, a isoforma 

CLK1-204 (ENST00000432425) expressa em NE é substituída pela superexpressão de CLK1-

201 (ENST00000321356) em ambas as condições malignas. CLK1 é uma cinase que está 

envolvida na regulação do mecanismo de splicing, promovendo a fosforilação de fatores de 

splicing [71,72]. Já foi mostrado que a inibição de CLK1 suprime a proliferação celular e induz 

a apoptose, tornando CLK1 um interessante alvo terapêutico. A isoforma ADAR-202 

(ENST00000368474) é uma proteína envolvida na edição de RNA, estabilidade de RNA e 

eficiência de tradução em resposta ao interferon tipo I. ADAR-202 é um hub positivamente 

regulado em NE em comparação com PT e o MET, contudo, em ambas as condições malignas 

existem uma troca de isoformas que favorece a expressão da isoforma canônica ADAR-201 

(ENST00000368471). Como a edição de RNA é específica de acordo com a célula ou ambiente, 

essa troca de isoformas pode estar relacionada com a transformação maligna. De fato, foi 

demonstrado que a edição de RNA contribui para a diversidade proteômica do câncer, e propõe-

se que alguns eventos de edição possam atuar como “condutores” para a iniciação do tumor 

[73,74]. 

Apesar de CLK1 ser a única cinase reguladora dos fatores de splicing que apresentou 

troca de isoformas, foi encontrado em PT comparado com NE a superexpressão da cinase 
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SRPK3 (log2FC 2,1), e das RNA-binding proteins KHDRBS2 (log2FC 4,4) e CELF4 (log2FC 

5,1) que regulam o splicing alternativo, influenciando na escolha dos sítios de splicing e 

afetando a inclusão (ou exclusão) de exons e introns.  

Em relação à predição de consequências funcionais associadas à troca de isoformas, em 

muitos casos não foram possíveis encontrar nenhum indicador de que as diferentes isoformas 

expressas apresentariam modificações que pudessem alterar a função ou o destino da isoforma. 

Nesses casos, frequentemente a troca das isoformas apresentavam transcritos que se 

diferenciavam por tamanho de pares de bases e aminoácidos na proteína final. Nesse caso, 

podemos especular que possivelmente grandes mudanças no tamanho poderiam levar a uma 

alteração da conformação proteica, mas devido a carência de dados e informações, nada indica 

que de fato a atuação ou a localização da proteína poderia ser distinta entre essas isoformas. Ou 

ainda, de forma especulativa, é possível que a diferença de tamanho em pares de bases da 

isoforma transcrita pode representar a presença de sequências regulatórias diferentes entre as 

isoformas. 

No entanto, algumas modificações funcionais foram observadas em algumas isoformas, 

dentre os quais apresentam importante papel no desenvolvimento e progressão do tumor. Dentre 

elas podemos citar PDK1, CALD1, SFRP1 e MSR1.  

PDK1-201 (ENST00000268673) é prevalente em NE, contudo, PDK1-206 

(ENST00000461815) encontra-se superexpressa em PT e MET. A isoforma PDK1-206 perde 

o domínio PH_3 (pleckstrin homology domain, PF14593) e tem uma alteração na posição do 

domínio Pkinase (protein kinase domain, PF00069). PDK1 apresenta um importante papel na 

sinalização celular, sendo muito conhecida por fosforilar AKT e em estados patológicos está 

relacionada com o ciclo celular anormal, escape da apoptose, reprogramação metabólica, 

angiogênese, invasão, disseminação, e metástase [75]. A ausência de pleckstrin homology 

domain pode interferir na atuação e localização da proteína, uma vez que este domínio interage 

com fosfatidilinositol (3,4,5)-fosfato na bicamada lipídica e  apresenta importante papel no 

recrutamento de proteínas e sinalização celular [76,77].  

CALD1-201 (ENST00000361675) é uma isoforma presente em NE e substituída pela 

expressão de CALD1-202 (ENST00000361901) nas condições PT e MET. A isoforma 

CALD1-201 é do tipo h-CALD1 (high molecular weight, 89–93 kDa) e está presente no 

músculo liso, enquanto que CALD1-202 é não-muscular do tipo l-CALD1 (low molecular 

weight, 59–63 kDa). Ambas tem importante papel na dinâmica e arquitetura do citoesqueleto, 
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mas l-CALD1 já foi identificada por estar superexpressa em lesões primárias e metástase 

hepática de CRC e contribuir para a progressão tumoral e resistência à quimioterápicos [78]. 

 Em NE, a isoforma SFRP1-201 (ENST00000220772) é superexpressa em relação a 

MET, enquanto que MET regula positivamente SFRP1-202 (ENST00000379845). SFRP1 já 

foi descrita por apresentar um papel importante na prevenção do câncer e é regulada 

negativamente em vários tipos de tumores [79,80]. SFRP1 atua na regulação negativa da β-

catenina, c-Myc e ciclina D1, suprimindo o crescimento do tumor e a metástase [79,80]. A troca 

de SFRP1-201 para SFRP1-202 pode contribuir para a metástase, uma vez que a isoforma 

expressa na metástase (SFRP1-202) não apresenta domínio do peptídeo sinal e devido a isso, 

pode não realizar sua atividade supressora. 

O receptor scavenger MSR1 atua como um receptor de reconhecimento de padrões, 

ligando-se a uma ampla gama de ligantes e reconhecendo moléculas alteradas, proteínas de 

estresse extracelular e padrões moleculares associados a patógenos [81]. É expresso 

principalmente em macrófagos e células dendríticas e desempenha um papel importante na 

depuração de células apoptóticas e outros ligantes [82]. No entanto, estudos revelaram que no 

tumor, o MSR1 está associado a um fenótipo de câncer mais agressivo e sua expressão é restrita 

a macrófagos associados a tumores, um componente crucial do microambiente tumoral que 

contribui para o crescimento, invasão e metástase de tumores [82,83]. As células dendríticas 

têm o papel essencial de detectar anormalidades através de receptores de reconhecimento de 

padrões e, induzindo a resposta imune [81]. Foi observado que o MSR1 pode realizar uma 

regulação negativa da resposta inflamatória e atenuar a ativação de células dendríticas no tumor 

[81,84]. Essa atividade pode estar relacionada com a tolerância imunológica ao tumor, uma vez 

que o comprometimento entre a tolerância e a imunidade das células T é definido em parte pelo 

estado de ativação das células dendríticas [84]. Nas nossas análises, a isoforma MSR1-204 

(ENST00000381998) é superexpressa em PT e MET, enquanto MSR1-205 

(ENST00000445506) é prevalente em NE. Interessantemente, a isoforma MSR1-204 perde o 

domínio SRCR (scavenger receptor cysteine-rich, PF00530) que está presente na membrana 

celular e é responsável pela função ligante da proteína [85]. Assim, a ausência deste domínio 

pode estar associada à atividade anormal no reconhecimento de padrões moleculares e 

possivelmente à tolerância imune.  

Em resumo, os dados obtidos no Capítulo 2 mostram que existem ainda muitos 

potenciais alvos a serem estudados por apresentarem diferença na isoforma expressa entre as 
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condições normais, tumor primário e metástase. As observações das alterações do mecanismo 

de splicing observadas neste trabalho mostram a importância de se estudar mais detalhadamente 

à regulação dos mecanismos transcricionais, de forma a obter uma resposta mais precisa das 

possíveis alterações moleculares que são encontradas em diferentes condições e mesmo entre 

diferentes tecidos. Essa ideia é especialmente atraente devido a experimentos recentes que 

mostram que a utilização de dados de expressão ao nível de isoforma podem gerar resultados 

mais confiáveis. Adicionalmente, essas informações se enriquecem quando é possível associar 

a alteração do uso das isoformas com a predição de uma modificação funcional, porém, para 

isso ainda é necessário o aumento do conhecimento atual com novas informações confirmadas 

a partir de dados experimentais e armazenadas em banco de dados. 
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CONCLUSÃO 

 

A partir dos resultados pode-se concluir que: 

• Existe a troca de isoformas de RNA entre as condições normais, lesão primária e 

metástase; 

• Muitas isoformas de RNA que apresentam uso diferencial entre as condições 

apresentam consequências funcionais, indicando que uma possível alteração da 

atividade ou destino; 

• Embora os eventos de splicing possam ser influenciados por mutações genéticas, nosso 

trabalho mostrou que a troca das isoformas não são diretamente afetadas pela presença 

de variantes somáticas; 

• Apenas os genes DES, MST1L e KRAS foram afetados por variantes somáticas e troca 

de isoformas, porém, não foi possível associar a presença de mutações com os eventos 

de splicing ou geração de isoformas transcricionais específicas (testes feitos com 

MutPred não foram apresentados); 

• Embora as mutações não tenham apresentado um efeito direto sobre as isoformas, foi 

possível observar que existe uma forte correlação de algumas variantes somáticas com 

determinados módulos na rede de correlação, bem como a presença de isoformas 

significantes nesta correlação sugere que existe uma conexão indireta do efeito da 

mutação, possivelmente afetando vias de sinalização que levam à alteração dos 

processos biológicos e favorecem do tumor; 

• Dentre os principais processos relacionados com a troca das isoformas de RNA estão 

adesão celular, migração, sobrevivência e proliferação celular, apoptose e resposta 

imune. 
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PERSPECTIVAS 

 

• Considerar um novo dataset para confirmar as alterações observadas neste 

trabalho; 

• Validar a expressão das isoformas de RNA mencionadas por qRT-PCR; 

• Executar ensaios de silenciamento para investigar as possíveis funções 

desempenhadas pelas isoformas detectadas; 

• Realizar análises de Kaplan-Meier para avaliar o possível impacto na sobrevida 

de pacientes que apresentam superexpressão das isoformas transcricionais selecionadas. 
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