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RESUMO 

JUSTIFICATIVA:O papel da microbiota no processo de carcinogênese tem ganhado grande 

destaque nos últimos anos. Diversos grupos incluindo o nosso, tem mostrado seu impacto 

no desenvolvimento e progressão do câncer colorretal (CCR); destacando a presença da 

bactéria Fusobacterium nucleatum (Fn) nestes tumores, que tem se mostrado associada a 

um pior prognóstico e menor sobrevida, indicando um importante papel na carcinogênese 

colorectal. A detecção de Fn ainda é um desafio, e métodos recentes e altamente sensíveis, 

como a droplet digital PCR (ddPCR) , tem mostrado potencial para a detecção de Fn em 

materiais degradados ou com baixas quantidades da bactéria. OBJETIVO: Avaliar a acurácia 

da detecção de Fn por ddPCR em tecido parafinado e amostras de fezes de indivíduos com 

lesões precursoras ou tumores invasivos e sua utilidade para prognóstico e rastreamento 

de CCR. MATERIAIS E MÉTODOS: Após otimização da técnica de ddPCR, utilizando 

primers/sondas específicas para detecção de DNA de Fn, esta metodologia foi aplicada para 

identificar e quantificar os níveis desta bactéria em uma série de amostras de tumor 

colorretal incluído em parafina de pacientes tratados no Hospital de Câncer de Barretos. 

Em seguida, a concordância da taxa de positividade para presença de Fn nestas amostras 

com resultados obtidos a partir da ddPCR e qPCR foi testada. A presença de Fn foi também 

avaliada em amostras de fezes coletadas de participantes do Programa de Rastreamento 

de CCR do HCB e os resultados foram comparados as dados referentes ao teste 

imunoquímico de sangue oculto nas fezes e resultados de colonoscopia realizado nos casos 

de FIT (fecal immunochemical test – teste imunoquímico de sangue oculto nas fezes) 

positivo. RESULTADOS: A presença de Fn foi avaliada por ddPCR em 139 pacientes 

diagnosticados com CCR cujo tecido tumoral parafinado havia sido previamente 

caracterizado clínica e molecularmente por qPCR para a presença de Fn. Foi observado que 

20.1% dos casos eram Fn-alto e 79.9% Fn baixo/negativo (categorizados de acordo com a 

mediana do nível de Fn), em comparação com 2.9% de Fn-alto e 97.1% de Fn-

baixo/negativo quando os mesmos casos foram avaliados por qPCR, resultando em baixa 

concordância entre as metodologias (Cohen’s Kappa test = 0.210). O grupo Fn-alto por 

ddPCR foi significativamente associado à localização proximal do tumor (p = 0,04), tumores 

histologicamente pouco diferenciados (p = 0,02), status de MSI-alto (p <0,001), tumores 

com mutação em BRAF (p = 0,003) e com perda de expressão das proteínas de reparo de 

danos no DNA MLH1 (p <0,001) e PMS2 (p <0,001). Relativamente à sobrevida global em 5 



anos, pacientes com Fn-alto apresentaram tendência a uma menos sobrevida quando 

comparados a pacientes com Fn-baixo/negativo (58,3% vs 76,8% em 5 anos; log-rank p = 

0,15). Em relação à população de rastreamento, a mediana do número de cópias de DNA 

por reação de Fn no grupo de FIT negativo (n=166) foi de 12,0 cópias/reação e de 43 

cópias/reação no grupo de FIT positivo (n=82; p < 0,001). Níveis de Fn-alto por ddPCR 

foram encontrados em 52,7% das amostras de FIT positivo, e em 14,3% dos FIT negativos. 

A presença de Fn-alto foi mais prevalente nas amostras de FIT dos pacientes com câncer 

(n=8) quando comparada com pacientes com adenoma precoce (n=37; p = 0.008) e sem 

lesão significativa (n=19; p = 0.047). A presença de Fn por ddPCR também foi avaliada em 

amostras de biópsias incluídas em parafina de 74/82 pacientes com FIT positivo. Foi 

observado que 33% (1/3) das amostras de pólipos hiperplásicos foi Fn-alto, 19% (7/37) dos 

adenomas precoces, e 37,5% (3/8) dos cânceres. A análise comparativa dos resultados de 

Fn no FIT e na biópsia parafinada do mesmo paciente mostra que os níveis de Fn no FIT é 

significativamente maior do que na biópsia (p < 0,001). Na análise de performance de F. 

nucleatum para detecção de lesões significativas dos pacientes com FIT positivo, observou-

se que os níveis de Fn no FIT mostraram um AUC de 0,829 (IC: 0,679-0,983) com alta 

sensibilidade (100%) e especificidade (73,7%) para detectar câncer, valor preditivo positivo 

de 61,53%, valor preditivo negativo de 100% e acurácia de 81,48%. CONCLUSÃO: O 

presente trabalho mostra a viabilidade de detecção de F. nucleaum intratumoral utilizando 

a técnica de droplet digital PCR. Nossos resultados também destacam sua relevância clínica 

da detecção de Fn intratumoral em um cenário de rotina de câncer colorretal, além do 

potencial do teste de DNA de Fusobacterium nucleatum em material fecal para detectar 

indivíduos com tumores colorretais. 
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ABSTRACT 

BACKGROUND: The role of the microbiota in the carcinogenesis process has gained 

great emphasis in recent years. Several groups, including ours, have shown the microbiota 

impact on the development and progression of colorectal cancer (CRC); highlighting the 

presence of Fusobacterium nucleatum (Fn) in these tumors, which has been shown to be 

associated with patient’s worse prognosis and shorter overall survival, indicating an 

important role in colorectal carcinogenesis. The detection of Fn is still been a challenge, 

and recent and highly sensible methods, such as the digital droplet PCR (ddPCR), have 

shown great potential for the detection of Fn in degraded materials or with low amounts of 

this bacteria. AIM: To evaluate the accuracy of Fn detection by ddPCR in paraffin tissue and 

stool samples from individuals with precursor lesions or invasive tumors and its usefulness 

for prognosis and screening for CRC detection. MATERIALS AND METHODS: After 

optimizing the ddPCR technique, using specific primers/probes to detect Fn DNA, this 

methodology was applied to identify and quantify the levels of this bacterium in a series of 

formalin-fixed paraffin-embedded colorectal tumor samples from patients treated at 

Barretos Cancer Hospital. Then, the agreement of the positivity rate for the presence of Fn 

in these samples with results obtained by ddPCR and qPCR was tested. The presence of Fn 

was also evaluated in stool samples collected from participants from Barretos Cancer 

Hospital CRC Screening Program and the results were compared to data from the fecal 

occult blood immunochemical test (FIT) and colonoscopy results performed in cases of FIT 

positive. RESULTS: The presence of Fn was assessed by ddPCR in 139 patients diagnosed 

with CRC whose paraffin tumor tissue had been previously characterized clinically and 

molecularly by qPCR for the presence of Fn. It was observed that 20.1% of cases were Fn-

high and 79.9% Fn low/negative (categorized according to the median Fn level), compared 

to 2.9% Fn-high and 97.1% Fn-low/negative when the same cases were evaluated by qPCR, 

resulting in low agreement between methodologies (Cohen's Kappa test = 0.210). The Fn-

high group by ddPCR was significantly associated with proximal tumor location (p = 0.04), 

histologically poorly differentiated tumors (p = 0.02), MSI-high status (p < 0.001), tumors 

with mutation in BRAF (p = 0.003) and with loss of expression of DNA damage mismatch 

repair proteins MLH1 (p <0.001) and PMS2 (p <0.001). Regarding the 5-year overall 

survival, patients with Fn-high tended to have a lower survival when compared to patients 

with Fn-low/negative (58.3% vs 76.8% at 5 years; log-rank p = 0, 15). Regarding the 



screening population, the median DNA copy number per Fn reaction in the FIT negative 

group (n=166) was 12.0 copies/reaction and 43 copies/reaction in the FIT positive group (n 

=82; p < 0.001). High Fn levels by ddPCR were found in 52.7% of FIT-positive samples, and 

in 14.3% of FIT-negative samples. The presence of high-Fn was more prevalent in FIT 

samples from cancer patients (n=8) when compared to patients with early adenoma (n=37; 

p = 0.008) and no significant lesion (n=19; p = 0.047 ). The presence of Fn by ddPCR was 

also evaluated in formalin-fixed paraffin-embedded biopsy samples from 74/82 FIT-positive 

patients. It was observed that 33% (1/3) of the hyperplastic polyp samples were Fn-high, 

19% (7/37) of the early adenomas, and 37.5% (3/8) of the cancers. Comparative analysis of 

Fn results in FIT and in paraffin biopsy from the same patient shows that Fn levels in FIT are 

significantly higher than in biopsy (p < 0.001). In the analysis of the performance of F. 

nucleatum to detect significant lesions in patients with positive FIT, it was observed that Fn 

levels in FIT showed an AUC of 0.829 (CI: 0.679-0.983) with high sensitivity (100%) and 

specificity (73.7%) to detect cancer, positive predictive value of 61.53%, negative predictive 

value of 100% and accuracy of 81.48%. CONCLUSION: The present study shows the 

feasibility of detecting intratumoral F. nucleaum using the PCR digital droplet technique. 

Our results also highlight its clinical relevance for detecting intratumoral Fn in a routine 

colorectal cancer setting, as well as the potential of DNA testing for Fusobacterium 

nucleatum in fecal material to detect individuals with colorectal tumors. 

 

KEYWORDS: Colorectal cancer; Fusobacterium nucleatum, ddPCR; FIT; Biomarker 
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1. INTRODUÇÃO  

1.1 CÂNCER COLORRETAL 

 

O câncer colorretal (CCR) é o terceiro tipo de câncer mais comumente diagnosticado 

em homens e o segundo em mulheres, com 1,9 milhão de casos e 935,000 mortes ocorrendo 

em 2020 no mundo1. Um aumento nas taxas de mortalidade e incidência destes tumores 

tem sido observado em muitos países da Europa Oriental, Sudeste e Centro-sul da Ásia e 

América do Sul, incluindo o Brasil, refletindo a mudança no estilo de vida e alimentação 

nestas populações, enquanto as tendências estão se estabilizando ou diminuindo em países 

desenvolvidos, como Canadá e norte da Europa, onde as taxas permanecem entre as mais 

altas do mundo1, 2. Estimou-se para cada ano do triênio 2020-2022 no Brasil, de acordo com 

o INCA, 20.520 novos casos de CCR em homens e 20.470 em mulheres. Esses valores 

correspondem a um risco estimado de 19,63 casos novos a cada 100 mil homens e 19,03 

para cada 100 mil mulheres 3  

Os fatores etiológicos já bem estabelecidos para o carcinoma colorretal (CCR) são: 

idade avançada (> 50 anos), histórico pessoal de câncer colorretal ou pólipos, condições 

inflamatórias intestinais, predisposição genética, dieta pobre em fibras e alta em gorduras e 

carne vermelha, sedentarismo, diabetes, obesidade, tabagismo, álcool e radioterapia 4.  

O CCR surge de uma transição da mucosa normal para lesões pré-malignas, com 

progressão para adenomas colorretais e CCR ocorrendo ao longo de vários anos 5 (Figura 1). 

A via mais frequente é conhecida como sequência adenoma-carcinoma, mas o CCR também 

pode evoluir por meio de uma via alternativa na qual pólipos serrilhados, incluindo lesão 

serrilhada séssil e adenoma serrilhado tradicional, substituem o adenoma convencional 

como lesão precursora do CCR 5 (Figura 1). Alterações genéticas e epigenéticas conduzem 

ambas as vias, e subtipos moleculares distintos são descritos (Figura 1) 
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Figura 1: Evolução de células epiteliais normais para adenocarcinoma. Duas vias principais 

foram descritas, do cólon normal ao câncer colorretal. Ambos envolvem a progressão de 

células epiteliais normais do cólon para cripta aberrante, iniciada por pólipos iniciais e 

avançados com progressão posterior para câncer inicial e, em seguida, câncer avançado. A 

via da esquerda é a tradicional que envolve o desenvolvimento de adenomas que evoluem 

para adenocarcinomas. A da direita é uma via alternativa e envolve pólipos serrilhados. Os 

genes alterados geneticamente (representados em azul escuro) ou epigeneticamente 

(representados em roxo) são representados em cada sequência; alguns genes são 

compartilhados entre as duas vias, enquanto outros são únicos (as mutações BRAF e o 

fenótipo metilador da ilha CpG (CIMP) ocorrem apenas na via serrilhada). As vias de 
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sinalização que são desreguladas durante a sequência de progressão também são mostradas 

(Adaptado de6). 

 

Molecularmente o CCR ocorre a partir de complexos eventos genéticos e 

epigenéticos, que estão hoje organizados em distintos subgrupos 7. A partir de resultados do 

The Cancer Genome Atlas (TCGA) o CCR foi classificado em dois grupos principais 

consistentes com sistemas de classificação anteriores: (1) cânceres hipermutados com 

instabilidade de microssatélites (MSI) devido a defeitos em genes relacionados ao mismatch 

repair ou cânceres ultramutados com mutações na DNA polimerase epsilon; e (2) cânceres 

não-hipermutados, com estabilidade de microssatélites (MSS) com uma alta frequência de 

alterações no número de cópias somáticas do DNA, e frequentes mutações em APC, TP53, 

KRAS, SMAD4 e PIK3CA 8. O recente Consenso de Subtipos Moleculares (CMS) incluiu 

resultados da análise dos níveis de expressão de genes específicos em CCR obtidos de 

múltiplos estudos, descrevendo quatro grupos: (1) CMS1 (MSI-imune) onde estão incluídos 

quase todos os cânceres MSI, hipermutados e com ativação imune bem definida, com o 

restante dos cânceres MSS subcategorizado em três grupos; (2)CMS2 (canônico) epitelial, 

cromossomicamente instável, com ativação de sinalização WNT e MYC; (3) CMS3 

(metabólico) epitelial e com evidente desregulação metabólica; e (4) CMS4 (mesenquimais), 

com proeminente invasão estromal e angiogênese, associada ao TGF-beta 9. A grande 

maioria dos estudos abordam outras populações, no entanto os escassos trabalhos que 

analisaram pacientes Brasileiros evidenciam um perfil molecular semelhante ao descrito 

internacionalmente 10-13.  

 

1.2 Fusobacterium nucleatum E CÂNCER COLORRETAL 

 

Além dos fatores de risco anteriormente descritos, surge um paradigma em que a 

saúde intestinal é mantida e promovida por uma comunidade "saudável" de bactérias 

comensais, enquanto perturbações na comunidade microbiana desse estado saudável e 

equilibrada - uma condição conhecida como disbiose - resultam em doença intestinal, 

incluindo o câncer colorretal (Figura 2A) 14. Vários microorganismos têm sido associados à 
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carcinogênese colorretal, incluindo Enterococcus spp., Helicobacter pylori, Bacteroides 

fragilis e Escherichia coli, e mais recentemente a Fusobacterium nucleatum (Fn) 15.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Disbiose e potenciais mecanismos de Fn no CCR. (A) Em um epitélio saudável da 

mucosa colorretal, a maioria das bactérias endógenas em adultos desempenha um papel 

benéfico, de proteção, contribuindo para o metabolismo, absorção de nutrientes e ajudando 

a manter a estrutura e a função imunológica (seta marrom). Foi demonstrado que várias 

espécies bacterianas tem propriedades pró-inflamatórias e pró-carcinogênicas, que podem 

consequentemente ter um impacto na carcinogênese colorretal (seta vermelha). A mucosa 

intestinal de pacientes com CCR pode ser colonizada por um ou vários micróbios com 

propriedades pró-carcinogênicas, como produção de compostos prejudiciais ao DNA, 

indução da proliferação celular, causando permeabilização da barreira intestinal e indução 

de inflamação crônica, levando ao início da CCR. (B) Biomoléculas (LPS, FadA e Fap2) estão 

localizadas na superfície de Fn. LPS quebra a mucosa da barreira intestinal e facilita o 
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contato de Fn com as células epiteliais. F. nucleatum pode se ligar diretamente através de 

Fap2 a Gal-GalNAc que é superexpressa em células de CCR. E através de FadA ela ativa 

MYD88 por TLR4, que posteriormente ativa a cascata pró-inflamatória NF-kB, tornando o 

microambiente tumoral propício para a ocorrência de CCR. FadA ativa a via de sinalização E-

caderina/β-catenina, que também contribui para a proliferação de células tumorais. F. 

nucleatum também pode bloquear a ação de células do sistema imune e modular a 

autofagia das células epiteliais intestinais ativando microRNAs reguladores, que estão 

correlacionados com mecanismos de quimiorresistência a quimioterápicos. (Adaptado de 6). 

 

F. nucleatum é uma espécie bacteriana anaeróbica invasiva, aderente e pró-

inflamatória, comum na placa dentária, e existe uma associação bem estabelecida entre F. 

nucleatum e periodontite 16, 17. Um amplo número de estudos tem evidenciado modificações 

significativas na presença de F. nucleatum quando se compara tumor e tecido normal de 

pacientes com CCR 6, 18, 19, tumores distais versus proximais e em toda a progressão 

neoplásica de adenoma e adenocarcinoma 6, 20-23. Há também evidências de associação com 

pior prognóstico e presença de metástases nos linfonodos 17, 24, diminuição de células T-

CD3+ e instabilidade de microssatélites (MSI) 6, 24, 25. 

A carcinogénese da F. nucleatum parece estar associada à expressão de proteínas 

que facilitam a sua adesão às células epiteliais, tais como a Fap2 que se liga à Gal-GalNAc 

(frequentemente super expressa nas células de CCR), e a FadA que se liga à E-caderina das 

células epiteliais intestinais 26(Figura 2B). Assim, F. nucleatum a coloniza seletivamente 

células do tecido de CCR, ativando a via β-catenina e levando ao crescimento celular 

descontrolado. Outras moléculas, como lipopolissacarídeos (LPS) também encontradas na 

superfície de F. nucleatum contribuem para a colonização, pois rompem a barreira intestinal 

e facilitam sua entrada nas células epiteliais26, O principal meio de dessiminação desta 

bactéria para outras partes do corpo (como para o intestino) se dá por deglutição e/ou via 

hematogênica, aderida ou não a células epiteliais, encontrando um microambiente favorável 

para seu desenvolvimento e levando ao surgimento de infecções intestinais e 

potencialmente ao desenvolvimento de CCR 27, 28. 
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1.3 Fusobacterium nucleatum E CÂNCER COLORRETAL NA POPULAÇÃO BRASILEIRA 

 

Neste contexto, o grupo translacional de pesquisa em câncer colorretal do Hospital 

de Câncer Colorretal explorou o papel da F. nucleatum em pacientes brasileiros com câncer 

colorretal. Utilizando sequenciamento de nova geração, se comparou  o microbioma de 

amostras de tecido tumoral colorretal e tecido normal adjacente e se identificou um 

enriquecimento do gênero Fusobacterium em amostras de tecido tumoral quando 

comparadas com tecido normal adjacente (Figura 3) 24. 
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Figura 3: Perfil taxonômico da microbiota ao nível de filo identificado no tecido de 

carcinoma colorretal e nos tecidos normais adjacentes (A) e agrupados por tipo de amostra 

(tumor vs. normal) (B). T, carcinoma colorretal; N, tecido adjacente normal. (Adaptada de 24)  

 

Como o gênero Fusobacterium foi encontrado com maior abundância no tecido 

tumoral do que no tecido normal adjacente, estes achados foram validados em uma série 

maior contendo 152 amostras de tecido tumoral e 57 amostras de tecido normal adjacente 

por PCR em tempo real (Figura 4). Observou-se, mais uma vez, um maior nível de F. 

nucleatum em amostras de CCR em relação a amostras de tecido normal adjacente e o DNA 

de F. nucleatum foi detectado em 35 (23,0%) das 152 amostras de CCR e em 6 (10,5%) das 

57 amostras de tecido normal adjacente.  
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Figura 4 adaptada: Quantidade relativa de F. Nucleatum em pacientes com câncer 

colorretal. (A) amostras de tecidos normais adjacentes congelados e amostras de tecidos de 

câncer colorretal congelados. Os gráficos dotplots representam amostras e a linha 

pontilhada representa a quantidade mediana do ponto de corte ao redor do qual as 

amostras foram classificadas como tendo alta (acima da mediana) ou baixa (abaixo da 

mediana) quantidade de F. Nucleatum. (B) Representação de F. Nucleatum nas amostras de 

tecido de carcinoma colorretal em comparação ao tecido adjacente normal em casos 

pareados. FF, tecido a fresco congelado; NA, tecido normal adjacente. (Adaptada de 24)  

 

Também se encontrou uma associação da presença de F. nucleatum com importantes 

características clínicas e moleculares (status MSI, mutações em BRAF, localização tumoral, 

tumores mais invasivos, pouco diferenciados, pior estadiamento clínico do paciente e a 

perda de expressão de proteínas de reparo do DNA – MLH1, MSH2 e PMS2) e com menor 

taxa de sobrevida, tanto câncer-específica quanto sobrevida global. A detecção de tumores e 

a classificação com base no microbioma intestinal, como Fusobacterium nucleatum, pode 

fornecer uma abordagem promissora para avaliar a evolução prognóstica destes pacientes 

24. 
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1.4 DETECÇÃO DE Fusobacterium nucleatum 

A detecção de Fusobacterium nucleatum pode ser feita através de distintas 

metodologias, tais como sequenciamento de nova geração - NGS 17, hibridização 

fluorescente in situ (FISH) 29, PCR em tempo real (qPCR)30 e mais recentemente droplet 

digital PCR (ddPCR) 17, 29-31. No trabalho prévio do nosso grupo utilizando qPCR se observou 

uma taxa de positividade muito menor de Fn nas amostras em FFPE (Fixado em Formalina e 

Embebido em Parafina), com baixa concordância comparando os resultados de tecido 

tumoral a fresco congelado dos mesmos pacientes 24. O uso de tecido em FFPE para detectar 

microrganismos, desde procedimentos histopatológicos de rotina como fixação tecidual, 

incorporação da parafina e armazenamento podem influenciar no resultado de qPCR 24, 32. 

Além disso, sabe-se que no tecido em FFPE, pode ocorrer fragmentação/degradação do DNA 

genômico ao longo do tempo, diminuindo ainda mais a sensibilidade da identificação de 

organismos 33. No entanto, as amostras em FFPE são frequentemente o único tipo de 

material disponível para testes moleculares. Por esse motivo, faz-se necessário o 

desenvolvimento de uma técnica altamente sensível e com melhor acurácia para detectar 

este tipo de alvo neste tipo de amostra.  

A droplet digital PCR (ddPCR) é uma tecnologia recente que oferece a vantagem da 

quantificação direta e independente de curvas padrão, fornecendo dados mais precisos e 

reprodutíveis do que a qPCR, além da vantagem de ser usada para quantificação de 

moléculas com baixo números de cópias 34-36. A ddPCR tem a capacidade de detectar 

concentrações extremamente baixas (inclusive amostras degradadas e/ou de baixa 

qualidade) de sequências específicas do DNA, com alta precisão 37. 

 

1.5 DETECÇÃO DE Fusobacterium nucleatum NA VIGILÂNCIA E RASTREAMENTO DE CCR 

 

A American Cancer Society (ACS) recomenda que adultos com 45 anos ou mais e com 

risco médio/alto de câncer colorretal (isso inclui indivíduos com histórico de pólipos 

adenomatosos, histórico pessoal e/ou familiar de CCR, pólipos adenomatosos 

diagnosticados em familiar antes dos 60 anos, histórico pessoal de doença inflamatória 

intestinal, síndrome hereditária confirmada ou suspeita de CCR ou histórico de radiação 
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abdominal ou pélvica para um câncer anterior) sejam submetidos a exames regulares com 

um teste de sangue oculto nas fezes ou com colonoscopia, dependendo da preferência do 

paciente e da disponibilidade do teste. Como parte do processo de triagem, todos os 

resultados positivos nos testes de triagem nas fezes devem ser acompanhados com 

colonoscopia 38. Entretanto, atualmente, no Brasil é recomendado que o rastreamento seja 

iniciado aos 50 anos 39. O rastreamento permite a detecção e remoção de lesões precoces 

ou CCR assintomáticos em estágios iniciais, reduzindo a mortalidade causada por este tipo 

de câncer40. 

No Hospital de Câncer de Barretos (HCB), em 2015, iniciou-se o programa de 

rastreamento de CCR, tendo como exame primário o teste imunoquímico de sangue oculto 

nas fezes 41, seguido da colonoscopia nos casos de resultado positivo. A escolha do teste FIT 

(fecal immunochemical test – teste imunoquímico de sangue oculto nas fezes) para o 

programa seguiu diversos fatores, sendo o principal considerado, o FIT ser um teste não 

invasivo, de baixo custo, e aparentemente, de mais fácil aceitação pela população brasileira. 

A população alvo é constituída de indivíduos entre 50 e 65 anos e sem história pessoal de 

CCR, de pólipo no intestino, de doença inflamatória intestinal e colonoscopia ou 

retossigmoidoscopia nos últimos 5 anos42. 

Evidências sugerem que o rastreamento do câncer colorretal pode ser aprimorado 

monitorando a composição e função microbiana. Por exemplo, a detecção de genes 

microbianos pode ser utilizada como biomarcador para identificar indivíduos com maior 

risco de desenvolvimento de câncer, além de serem úteis na predição do prognóstico destes 

tumores e da eficiência na resposta do paciente a algum tratamento quimioterápico, 

associando com outros exames rotineiramente utilizados durante o rastreamento, 

diagnóstico e seguimento 43. Se o CCR for diagnosticado precocemente, quando ainda estiver 

localizado (estágio 0, I ou II), a taxa de sobrevida em 5 anos é > 80%, mas diminui para < 10% 

com diagnóstico tardio de câncer metastático, no estágio IV de acordo com American Joint 

Committee on Cancer (AJCC) 44.  

Portanto, programas de triagem e prevenção em toda a população são 

recomendados em muitos países. O FIT é atualmente o teste de triagem padrão para 

rastreamento não invasivo 45, 46. Contudo, este teste tem sensibilidade e especificidade 

limitadas para CCR e não detecta com segurança lesões pré-malignas 47, 48. Sendo assim, há 
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urgência por uma triagem mais precisa utilizando testes que podem ser associados para 

identificar pacientes que devem ser submetidos a colonoscopia, considerando o método 

diagnóstico mais eficaz 49, 50  

 Amostras de material fecal coletadas de pacientes que se submetem a triagem anual 

de FIT podem ser usadas para monitorar mudanças na microbiota, tornando possível 

detectar mudanças associadas à doença. Recentemente, as fontes de "biópsias líquidas" se 

expandiram além do sangue para incluir outros fluidos corporais, incluindo fezes como o 

material proveniente do FIT 51, 52. 

 Os resultados obtidos através de sequenciamento nos estudos de Baxter e 

colaboradores mostraram que o DNA obtido a partir do material fecal, contido na solução 

tampão do FIT foi representativo em relação ao perfil e abundância de bactérias 

encontradas quando comparadas com fezes dos mesmos indivíduos 53. Zeller e 

colaboradores, avaliando material fecal e tecido tumoral de pacientes com CCR chegou ao 

mesmo resultado 54. Como os FIT são atualmente utilizados para rastreamento de CCR, e 

testes moleculares baseados em fezes têm excelentes perspectivas sendo possivelmente a 

futura ferramenta de triagem para detecção de CCR, os estudos podem validar métodos de 

rastreamento baseados na microbiota e detecção de bactérias específicas como F. 

nucleatum no câncer colorretal, aumentando a sensibilidade quando os testes são 

associados em mais de 45% na detecção do CCR 53, 54. 

O FIT é um método de rastreamento com muitos casos falso-positivo/falso-negativo. 

Esse exame detecta a presença de sangue nas fezes por meio de uma reação química, 

entretanto, não se pode afirmar que o sangue é do cólon ou de outra parte do aparelho 

digestivo. Existe um crescimento significativo buscando por métodos de triagem para câncer 

colorretal menos invasivos e capazes de detectar com precisão tumores em estágio inicial, 

com isto a detecção de Fusobacterium nucleatum pode complementar o teste imunoquímico 

fecal, aumentando a acurácia do teste. E sabendo que a detecção da bactéria em FFPE não 

se dá de forma tão consistente quanto em tecido congelado, faz-se necessário o 

desenvolvimento de uma técnica mais sensível e reprodutível. 

 

  



12 

 

2. OBJETIVOS  

2.1 OBJETIVO GERAL   

Aplicar a droplet digital PCR na detecção de Fusobacterium nucleatum em biópsia 

líquida e tecido parafinado para rastreamento e prognóstico de câncer colorretal. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Especificamente, pretendemos:  

i. Otimizar a técnica de droplet digital PCR para detecção da bactéria 

Fusobacterium nucleatum em amostras de tecido parafinado e de material 

fecal;  

ii. Testar a concordância da taxa de positividade de F. nucleatum em amostras 

tumorais incluídas em parafina entre resultados obtidos a partir da droplet 

digital PCR e qPCR,  

iii. Avaliar a associação de Fn por ddPCR com prognóstico dos pacientes com CCR;  

iv. Determinar a presença e os níveis da bactéria Fusobacterium nucleatum em 

amostras de material fecal obtidas de indivíduos participantes do programa de 

rastreamento de câncer colorretal desta instituição e associar com os 

resultados do FIT e da colonoscopia nos casos com FIT positivo. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 DELINEAMENTO E LOCAL DO ESTUDO 

Estudo transversal com coleta retrospectiva que foi desenvolvido no Centro de 

Pesquisa em Oncologia Molecular (CPOM) e na Unidade de Prevenção da Fundação Pio XII - 

Hospital de Câncer de Barretos (Barretos, SP). A figura 5 apresenta um fluxograma do 

delineamento do estudo para melhor compreensão dos métodos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Fluxograma do plano de trabalho. (A) A população com câncer colorretal (CCR) 

corresponde a pacientes admitidos no Departamento de Cirurgia de Digestivo Baixo, dos 

quais amostras de DNA extraído de tecidos incluídos em parafina (FFPE) foram avaliadas por 

ddPCR para a presença de Fn e os resultados foram comparados a dados de qPCR 

previamente publicados24. (B) A população de estudo de rastreio de câncer colorretal (CCR) 

corresponde a indivíduos participantes do Programa de Rastreamento de Câncer Colorretal 

do Hospital de Câncer de Barretos, com resultado de FIT (teste imunoquímino fecal) 

disponível e amostras fecais. A detecção de Fn foi feita por droplet digital PCR (ddPCR) como 

descrito nos métodos. 

População com CCR População de rastreio de CCR 
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3.2 POPULAÇÃO DO ESTUDO - CRITÉRIOS DE INCLUSÃO E EXCLUSÃO 

i) População de pacientes com câncer colorretal: estudo retrospectivo no qual foi 

estudado o material parafinado de 139 pacientes diagnosticados com câncer colorretal 

submetidos à cirurgia no Hospital de Câncer de Barretos no Departamento de Cirurgia de 

Digestivo Baixo, e cuja descrição clinica, molecular de presença de Fn por qPCR foi 

previamente publicada 24. A inclusão destes pacientes no presente estudo foi previamente 

aprovada após emenda ao projeto intitulado: “Avaliação da presença e do impacto 

molecular e clínico da microbiota intestinal em pacientes com carcinoma colorretal do 

Hospital de Câncer de Barretos.” (CEP: 1402/2017). O DNA tumoral desta população foi 

isolado para utilização em estudos prévios e as análises da presença da bactéria 

Fusobacterium nucleatum foram realizadas por droplet digital PCR no material 

remanescente do projeto supracitado. Nos casos com ausência de DNA, novos cortes de 

bloco de parafina foram realizados para extração de DNA.  

ii) População de rastreio de câncer colorretal: Foram incluídos 240 indivíduos 

participantes do programa de rastreamento do câncer colorretal, sem história familiar e 

pessoal de câncer colorretal, com idade entre 50 e 65 anos que realizaram o teste 

imunoquímico de sangue oculto nas fezes, e cujos dados completos foram previamente 

publicados 42. O DNA  foi extraído utilizando kit específico (conforme descrito abaixo) a partir 

de amostras de fezes destes indivíduos armazenadas em solução tampão contida no tubo de 

coleta para FIT no Biobanco desta instituição. Dos 240 indivíduos, 80 eram FITs positivos e 

160 negativos. 

 

3.3 EXTRAÇÃO DE DNA 

O DNA das amostras de tumor em tecido parafinado já estava extraído e armazenado 

em nossa instituição 55. Quando necessário uma nova aliquota de DNA foi extraída utilizando 

o kit de extração QIAamp® DNA Micro kit (Qiagen), de acordo com as instruções do 

fabricante.  

O DNA das amostras de FIT foi obtido através da extração utilizando o QIAamp® Fast 

DNA Stool Mini Kit (Qiagen), de acordo com as instruções do fabricante. O tubo contendo 
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material fecal proveniente do teste de FIT foi homogeneizado por vortex e posteriormente 

foi retirado 100 µl ul deste material e transferido para um microtubo de 1,5 ml. Em seguida 

foi adicionado 1 ml do buffer InhibitEX e seguiu-se com as etapas posteriores para extração 

de DNA de acordo com o manual de instruções do fabricante. O DNA obtido através do 

processo de extração foi eluido em 32 ul de água ultrapura.  

O DNA extraído foi posteriormente quantificado utilizando o equipamento Qubit 

Fluorometer – Qubit Double-Stranded DNA High kit(ThermoFisher Scientific) e armazenado a 

-30°C para as análises posteriores. 

 

3.4 DETERMINAÇÃO DA PRESENÇA E DOS NÍVEIS DE Fusobacterium nucleatum 

A determinação da presença e dos níveis de Fusobacterium nucleatum, foi avaliada 

por droplet digital PCR utilizando primers e sondas específicas que detectam uma sequência 

de DNA contendo o gene do RNA ribossomal 16S desta bactéria, de acordo com a 

metodologia descrita por Yamaoka e colaboradores 31. Após padronização dos ensaios por 

PCR em Tempo Real, os experimentos foram otimizados para análise em droplet digital PCR. 

A reação de PCR foi realizada com 20 ng de DNA, 1x ddPCR Supermix for Probes (BioRad, 

Hercules, CA, EUA), 0,25 µM de cada primer, e 0,125 µM de sonda em um volume total de 

22 µL, por amostra, seguido por geração de gotículas usando um gerador automático de 

gotículas (BioRad). O comprimento do fragmento de PCR é de 108 pb (NCBI NC_003454.1) 

(F. nucleatum subsp. nucleatum ATCC 25586 cromossome, complet genome). As etapas do 

ciclo para PCR incluíram pré-aquecimento a 95ºC por 10 min seguido por 40 ciclos de 

desnaturação a 94°C por 30s, annealing a 60°C por 60 s, e aquecimento final a 98°C por 10 

min. Após amplificação, a placa de PCR foi transferida para um leitor de gotas QX100 

(BioRad) e os dados da leitura de amplitude de fluorescência foram obtidos pelo QuantaSoft 

software (BioRad).  

O controle positivo utilizado foi DNA extraído da cepa de F. nucleatum subsp. 

nucleatum, cedido pelo Prof. Mário Júlio Ávila-Campos, colaborador do Laboratório de 

Anaeróbios do Departamento de Microbiologia da Universidade de São Paulo. Como 

controle negativo foi utilizado DNA extraído da cepa de Escherichia coli (E. coli) cedido pelo 

grupo de estudos em sepse do HCB, além do No Template Control (NTC), amostra sem DNA. 

Foram consideradas positivas as amostras que geraram resultado acima do LoD (2,7 
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cópias/reação) para a bactéria, e a quantidade de DNA bacteriano presente na amostra foi 

dada em cópias por reação  com base nos dados gerados pelo software. 

Posteriormente as amostras foram classificadas em 2 grupos de acordo com a 

quantidade de DNA bacteriano presente na amostra, com base na mediana do número de 

cópias/reação de todas as amostras positivas: Fn-alto as amostras que apresentaram valores 

acima da mediana e Fn-baixo/negativo amostras que geraram valores abaixo da mediana. A 

partir de cada população descrita nos métodos acima foi obtida uma mediana diferente: 69 

cópias/reação para população de paciente com câncer colorretal, e de 26 cópias/reação para 

a população de rastreamento de câncer colorretal.  

 

3.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

O levantamento dos dados clínicos e moleculares (sexo, idade, localização do tumor, 

estadiamento clínico, status de MSI, genes MSI-alvos, BRAF e expressão das proteínas de 

reparo de danos no DNA) dos pacientes com CCR já foi realizado e os registros e informações 

foram arquivados em banco de dados específico em SPSS. Para os indivíduos assintomáticos 

do programa de rastreamento, foram levantados dados demográficos e clínicos relacionados 

ao resultado do teste FIT, exame de colonoscopia e resultado de biópsias (quando 

realizadas). 

A análise de detecção da bactéria em diferentes amostras por diferentes métodos foi 

realizada através de medidas de acurácia (sensibilidade, especificidade, curva ROC e AUC). 

Para testar a associação entre a presença de bactérias nas amostras de tumor 

colorretal e de material fecal provenientes do FIT de indivíduos assintomáticos e as 

características clínicas dos pacientes, foi utilizado o teste de χ2 ou teste exato de Fisher. O 

coeficiente Kappa foi realizado para avaliar a concordância entre os resultados obtidos na 

população com CCR por qPCR e no presente estudo por ddPCR. O método de Kaplan-Meier 

foi realizado para construção e comparação das curvas de sobrevida global de acordo com o 

método de detecção e da quantidade de DNA de Fn em amostras de tecido de CRC em FFPE.  

O teste de Mann-Whitney foi utilizado para avaliar a quantidade de Fn nos diferentes 

subgrupos de acordo com resultado da colonoscopia dos pacientes com FIT positivo. Os 

resultados foram considerados significativos quando p<0.05. Todas as análises estatísticas 



17 

 

foram realizadas no programa IBM SPSS para Windows, versão 20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, 

USA). 

4. ASPECTOS ÉTICOS 

 

O projeto atual foi aprovado pelo ao Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital de 

Câncer de Barretos (CEP: 1402/2017). CAAE: 70048117.7.0000.5437.   
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5. RESULTADOS  

5.1 PADRONIZAÇÃO DA DETECÇÃO DE Fn POR ddPCR 

5.1.1 EFICIÊNCIA DOS PRIMERS E SONDA 

Para o teste de eficiência dos primers e sonda, se utilizou os pontos de diluição 

seriada (Tabela 1 – item 5.1.3) e a detecção foi realizada por qPCR primeiramente, onde se 

observou a amplificação do DNA de Fn nos 6 primeiros pontos de diluição. No ponto 7 que 

havia apenas DNA de E. coli não houve amplificação, também não houve amplificação no 

NTC (Figura 6A). 

Uma reação é considerada 100% eficiente quando todos os pontos da curva 

estiverem condizentes com o Ct esperado, gerando uma curva padrão com inclinação de -

3,3, e um coeficiente de correlação (R²) = 1. O valor de R² fornece o fator de correlação entre 

os pontos de diluição e o Ct obtido. Baseado nos resultados obtidos através da curva padrão 

da qPCR, um R² de 0.998 e eficiência de 97.133%. Podemos, então, afirmar que o ensaio é 

eficiente, específico e sensível para detectar Fn (Figura 6B). 
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Figura 6: Curvas de amplificação (A) e curva padrão (B); feitas em qPCR confirmando a 

eficiência dos primers e sonda, de acordo com os valores apresentados no coeficiêncite de 

correlação (R²) e eficiência, nos pontos de diluição com mix de DNA de Fusobacterium 

nucleatum e E. coli, diluindo 10x menos a quantidade de DNA de F. nucleatum do que E. coli 

a cada ponto.  
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5.1.2 GRADIENTE DE TEMPERATURA PARA DETECÇÃO DE Fusobacterium nucleatum EM 

ddPCR 

Após o teste de eficiência realizado por qPCR, os ensaios foram otimizados para 

análise por ddPCR. Dentro do processo de otimização da reação devemos considerar a 

temperatura de anelamento, de forma que ofereça condição ótima de reação, como um pré-

requisito para resultados seguros a partir da amplificação eficiente da sequência alvo 

específica. Baseado em artigos que utilizaram a mesma técnica, estabelecemos uma 

temperatura intermediária de 60ºC e foi testado com 3 temperaturas inferiores e 3 

temperaturas superiores, para definir a melhor temperatura para realização dos 

experimentos em ddPCR: T1: 54,6ºC, T2: 55,9ºC, T3: 57,8ºC, T4: 60,0ºC, T5: 61,9ºC, T6: 

63,8ºC. Nos resultados de ddPCR, se espera que as populações de droplets positivas para F. 

nucleatum estejam bem agrupadas e numa amplitude de fluorescência alta (representada 

no eixo y do gráfico) quando visualizadas nos gráficos de amplitude de fluorescência gerados 

pelo software QuantaSoft (BioRad) (Figura 7). 

Diante dos resultados observados, levando em consideração o bom resultado do 

teste e baseado nos resultados obtidos em outros trabalhos, que utilizaram a mesma técnica 

em outras populações 31, 56, foi verificado que a temperatura ótima de reação para este 

ensaio em ddPCR é de 60ºC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Gráfico unidimensional gerados pelo software QuantaSoft (BioRad) mostrando o 

ensaio de gradiente de temperatura. A06: Temperatura de 63,8ºC; B06: 63,2ºC; C06:61,9ºC; 

D06:60ºC; E06:57,8ºC; F06:55,9ºC; G06:54,6ºC e H06: NTC. 
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5.1.3 LIMITE DE BRANCO (LoB) E LIMITE DE DETECÇÃO (LoD) 

Para garantir que a reação fosse adequada para a detecção de F. Nucleatum por 

ddPCR, foi necessário definir a sensibilidade: que é a capacidade de detectar pequenas 

quantidades do alvo com precisão; a especificidade: que é detecção específica do alvo 

pretendido, sem detectar outros organismos e diminuir o número de falsos positivos; limite 

de branco (LoB), que é a maior concentração do alvo que se espera encontrar quando 

réplicas de uma amostra em branco, que não contem o alvo nas reações, são testados 57; e o 

limite de detecção (LoD): que é a menor concentração do alvo detectado com segurança a 

partir do limite de branco e o limite de branco (LoB)57. 

Para os testes de sensibilidade, especificidade e limite de detecção foi preparada 

uma curva de diluição seriada de DNA de F. nucleatum em E. coli com diluições 

representadas em sete pontos, onde o ponto 1 continha apenas DNA de F. nucleatum, os 

pontos de 2 a 6 DNA de F. nucleatum diluído em DNA de E. coli, com um fator de diluição de 

10x menor a cada ponto, e o ponto 7 apenas DNA de E. coli. Utilizou-se também na reação o 

No Template control (NTC, P8), que contém todos os reagentes utilizados para realização de 

ddPCR, sem material genético, onde não se espera observar amplificação (Tabela 1).  

 

Tabela 1: Pontos de diluição construídos para as análises de sensibilidade, especificidade e 

limite de detecção de Fn. 

Ponto de diluição  DNA de E.coli DNA de Fn  % de DNA de Fn 

P1 00 ng / 09µl de água 1 µl  de Fn DNA a 10 ng 100% 

P2 09 µl / 90 ng 1 µl   P1 - 1 ng/ul ~1% 

P3 09 µl / 90 ng 1 µl  P2 - 0.1 ng/ul ~0.1% 

P4 09 µl / 90 ng 1  µl  P3 - 0.01 ng/ul ~0.01% 

P5 09 µl / 90 ng 1  µl  P4 - 0.001 ng/ul ~0.001% 

P6 09 µl / 90 ng 1  µl  P5 - 0.0001 ng/ul ~0.0001% 

P7 10 µl / 100 ng 0  µl  - 0 ng 0% 

NTC 0 0 0% 
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Para o limite de branco, utilizou-se 20 ng de DNA do controle negativo (DNA de E. 

coli) aplicados em 20 réplicas (20 ng E.coli em cada), contendo o mix, primers e sonda para 

detecção de Fn descritos no item 3.5, além do controle positivo (DNA de Fn) e o NTC. A 

média e o desvio padrão (DP) dos valores do número de cópias obtidos com as réplicas de 

controle negativo foram determinados para calcular o LoB: LoB = média do branco + 1,645 * 

(DP branco). Depois de estabelecer o LoB, foi calculada a menor concentração de Fn que 

provavelmente seria distinguida de forma confiável do background. Para isso, foram 

realizadas três réplicas independentes de ddPCR da mesma diluição seriada contendo Fn 

DNA em um background de DNA de E. coli descrito acima. O LoD foi calculado como LoD = 

LoB + 1,645 * (DP da amostra menos concentrada)57.  

 Ao final do experimento com 40 réplicas do controle negativo, baseado nas 

informações acima foi determinado o LoB com 0,5 cópias / reação.  

 A seguir, a linearidade do ensaio e a sensibilidade analítica da reação foram 

avaliadas por diluição seriada. Uma alta linearidade entre a fração esperada e observada de 

DNA de Fn foi observada com um R² = 0,9987 (Figura 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

Figura 8: Diluição seriada de DNA de Fn em DNA de E. coli. O número de cópias de DNA de 

Fn determinado por ddPCR foi plotado com as diluições correspondentes. 
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 As réplicas da diluição da amostra de concentração mais baixa, acima do LoB, 

foram usadas para determinar o LoD (2,10-3 ng) obtendo um LoD de 2,7 cópias / reação. 

Foram consideradas positivas para Fn todas as amostras que geraram cópias acima de 2,7 

cópias/reação. 

 Com este ensaio os resultados de detecção de Fn baseado em ddPCR foi sensível e 

específico para controles positivos com um limite de branco (LoB) de 0,5 cópias / reação e 

um limite de detecção (LoD) de 2,7 cópias / reação. 

 

 

5.2 ANÁLISE DA DETECÇÃO DE Fn NA POPULACACÃO COM CÂNCER COLORRETAL 

 

5.2.1 DESCRIÇÃO DA POPULAÇÃO DE ESTUDO 

 

 A população de estudo avaliada foi composta por 139 pacientes diagnosticados com 

CCR e submetidos à cirurgia no Hospital de Câncer de Barretos no Departamento de 

Digestivo Baixo, e cuja descrição clínicopatológica, molecular e de expressão de Fn por qPCR 

foi previamente reportada 24. 

 A maioria dos pacientes incluídos tinha a média de idade de 60,65 anos (± 13.49) e 

eram do sexo masculino 53,2% (74/139). Em relação às características tumorais, 69,6% 

(98/139) apresentaram estadiamento clínico II/III ao diagnóstico, 51,8% (72/139) dos 

tumores primários estavam localizados no cólon esquerdo e 68,3% (95/139) foram 

categorizados como TNM - T3/T4 (a b). Histologicamente, 92,0% (126/137) dos tumores 

tinham grau histológico bem ou moderadamente diferenciado e análises moleculares 

mostraram que 15,1% dos pacientes eram MSI-H (21/139) e 8,0% tinham BRAF mutado 

(11/139). Com relação a expressão de proteínas de reparo de dano ao DNA, 13,9% (17/139) 

apresentaram ausência de expressão da proteína MLH1, 2,1% (3/139) da proteína MSH2, 

0,7% (1/139) da proteína MSH6 e 12,3% (15/139) da PMS2. (Tabela 2). De acordo com o 

último follow-up realizado em Março de 2021, 56% (78/139) dos pacientes estavam vivos 

sem câncer, 5% (7/139) vivos com câncer, 27,3% (38/139) morreram em consequência do 

câncer e 10,8% (15/139) morreram decorrentes de outras causas (Tabela 2). 
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Tabela 2: Caracterização da população de pacientes com câncer colorretal. 

Características  Número de casos (n) (%) 

Média de idade 60.65 ± 13.49     

Sexo Feminino 65 46.5 

 Masculino 74 53.2 

Estadiamento clínico(ao diagnóstico) 0/I 36 26.1 

 II/III 98 69.6 

 IV  6 4.3 

Localização tumoral Cólon proximal 38 27.3 

 Cólon distal  72 51.8 

 Reto 29 20.9 

Tumor primário (T) Tis/T1/T2 44 31.7 

 T3/T4 (a b) 95 68.3 

Diferenciação tumoral Bem a moderadamente diferenciadoo 126 92.0 

 Pouco diferenciado 11 8.0 

Status MSI# MSS/MSI-baixo 118 84.9 

 MSI-alto 21 15.1 

Mutação BRAF # Mutado 11 8.0 

 Não mutado 127 92.0 

Expressão da proteína MLH1 # Positivo 105 86.1 

 Negativo 17 13.9 

Expressão da proteína MSH2# Positivo 119 97.9 

 Negativo 3 2.1 

Expressão da proteína MSH6# Positivo 121 99.3 

 Negativo 1 0.7 

Expressão da proteína PMS2# Positivo 107 87.7 

 Negativo 15 12.3 

Status de sobrevida Vivo com cancer 78 56.1 

 Vivo sem cancer 7 5.0 

 Morte por câncer 38 27.3 

 Morte por outras causas 15 10.8 

#Dados reportados previamente por de Carvalho e colaboradores, 2019 [24]; MSI = instabilidade de microssatélite. 
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5.2.2 TESTE CONCORDÂNCIA DA DETECÇÃO DE Fusobacterium nucleatum EM TECIDO 

TUMORAL PARAFINADO DE CCR POR qPCR vs. ddPCR  

 

A presença de Fn em 139 amostras tumorais incluidas em parafina foi avaliada 

previamente por qPCR, e obtivemos uma frequência de 5,8% de positividade 24.  

Estas mesmas 139 amostras tumorais incluídas em parafina foram avaliadas pelo 

método de ddPCR descrito e optimizado na sessão anterior. Os casos foram classificados de 

acordo com o número de cópias/reação considerando a mediana de 69 cópias/reação dos 

casos positivos como Fn-alto (acima da mediana) e baixo/negativo (abaixo da mediana), 

como descrito nos materiais e métodos no item 3.5. Seguindo a mesma metodologia, os 

resultados de qPCR foram reclassificados também com base na mediana (6 x 10-6) dos casos 

positivos como Fn-alto e Fn baixo/negativo. 

Com base nesta classificação, para a expressão avaliada por ddPCR, se observou que 

20,1% (28/139) dos casos eram Fn-alto e 79,9% (111/139) Fn baixo/negativo. Para os 

resultados do qPCR 2,9% (4/139) foram Fn-alto e 97,1% (135/139) Fn-baixo/negativo (Figura 

9). Os 4 casos Fn-alto por qPCR foram todos Fn-alto por ddPCR (Figura 9). Não houve 

concordância entre a detecção por ddPCR e qPCR (Cohen’s Kappa test = 0,210) visto que a 

detecção por qPCR mostrou uma baixa taxa de sensibilidade (Tabela 3) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

* 1 paciente sem informação; 

** 2 pacientes sem informações. 
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Figura 9: Quantidade de F. nucleatum em 139 amostras de tumor de CCR em FFPE de acordo 

com cada método de detecção utilizado. Os gráficos de dotpltos representam amostras e a 

linha pontilhada representa a mediana da quantida definido como ponto de corte em torno 

da qual as amostras foram classificadas como tendo quantidade alta (acima da mediana) ou 

baixa / negativa (abaixo da mediana) de Fn. À esquerda a distribuição do DNA de Fn em 

cópias / reação detectada por ddPCR (mediana = 69 cópias / reação). À direita a distribuição 

da quantidade relativa de DNA de Fn detectado por qPCR (mediana = 6 x 10-6). 

 

Tabela 3: Concordância dos resultados de detecção de Fusobacterium nucleatum (Fn) em 

casos de CCR em FFPE pelos métodos ddPCR e qPCR. 

FFPE: fixada em formalina embebida em parafina 

  

 Taxa de concordância % (n) Cohen’s Kappa 

FFPE ddPCR x FFPE qPCR 82.8% (115/139) 0.210 

ddPCR qPCR 
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5.2.3 ASSOCIAÇÃO ENTRE STATUS DE Fn E CARACTERÍSTICAS CLÍNICO-PATOLÓGICOS E 

MOLECULARES 

 O próximo passo foi avaliar se existe associação entre o status de Fn por ddPCR e 

qPCR com as características clínico-patológicas e moleculares dos pacientes (Tabela 4). A 

quantidade elevada de Fn detectada por ddPCR foi associada à localização proximal do 

tumor (p = 0,04), tumores histologicamente pouco diferenciados (p = 0,02), status de MSI-

alto (p <0,001), tumores com mutação em BRAF (p = 0,003) e com a perda de expressão das 

proteínas de reparo de danos no DNA MLH1 (p <0,001) e PMS2 (p <0,001) (Tabela 4). Em 

relação aos resultados de qPCR, foi observada apenas a associação com tumores que tinham 

mutação em BRAF (p = 0,03) (Tabela 4). 
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Tabela 4: Características clínico-patológicas e moleculares de acordo com a quantidade de DNA de Fusobacterium nucleatum (Fn) em tecido em FFPE de CRC 

detectado por ddPCR e qPCR. 

 

Variáveis#  Todos os casos (%) Quantidade de DNA de F. nucleatum por ddPCR Quantidade de DNA de F. nucleatum por qPCR 

   Baixo/Neg. 

 n=111 (79,9) 

Alto 

n=28 (20,1) p-valor* 

Baixo/Neg. 

n=135 (97,1) 

Alto 

n=4 (2,9) p-valor* 

Idade Média 60,65 ± 13,49        

Gênero Feminino 65(46.8) 49 (75,4) 16 (24,6) 0,2 65(48,1) 0(0,0) 0,1 

 Masculino 74(53.2) 62 (83,8) 12 (16,2)  70(51,9) 4(100,0)   

Localização tumoral Cólon proximal 38(27.3) 26 (23,4) 12 (42,9) 0,04 36(26,7) 2(50,0) 0,6 

 Cólon distal  72(58.1) 58 (52,3) 14 (50,0)  70(51,9) 2(50,0)  

 Reto 29(20.9) 27(24,3) 2(7,1)  29(21,5) 0(0,0)  

Tumor (T) Tis/T1/T2 44(31.7) 36 (32,4) 8 (28,6) 0,6 42(31,1) 2(50,0) 0,5 

 T3/T4 (a b) 95(68.3) 75 (67,6) 20 (71,4)  90(68,9) 2(50,0)   

Estadiamento clínico 0/I 37(26.6) 30 (27,0) 7 (25,0) 1,0 35(25,9) 2(50,0) 0,3 

 II/III 96(69.1) 76 (68,5) 20 (71,4)  94(69,6) 2(50,0)   

 IV 6(4.3) 5 (4,5) 1 (3,6)  6(4,4) 0(0,00)   

Diferenciação tumoral Bem a moderado 126(92.0) 104 (94,5) 22 (81,5) 0,02 124(92,5) 2(66,7) 0,2 

 Pouco 11(8.0) 6 (5,5) 5 (18,5)  10(7,5) 1(33,3)   

Status -MSI MSS/MSI-Baixo 118(84.9) 101 (91,0) 17 (60,7) <0,001 116(85,9) 2(50,0) 0,1 

 MSI-Alto 21(15.1) 
10 (9,0) 11 (39,3)  19(14,1) 2(50,0)   

Continua na próxima página... 
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Tabela 4 (continuação): Características clínico-patológicas e moleculares de acordo com a quantidade de DNA de Fusobacterium nucleatum (Fn) em tecido em FFPE 

de CRC detectado por ddPCR e qPCR. 

A porcentagem indica a proporção de casos com uma variável clínico-patológica ou molecular específica de acordo com a quantidade de DNA Fn no tecido de CRC 
em FFPE. * A associação entre a quantidade (Alto vs. Baixo/Neg.) de DNA de Fn no tecido de CRC em FFPE, o teste exato de Fisher foi realizado. # Relatado 
anteriormente por de Carvalho et al., 2019; MSI: instabilidade de microssatellidade. 

Variáveis#  Todos os casos (%) Quantidade de DNA de F. nucleatum por ddPCR Quantidade de DNA de F. nucleatum por qPCR 

   Baixo/Neg. 

n=111 (79,9) 

Alto 

n=28 (20,1) p-valor* 

Baixo/Neg. 

n=135 (97,1) 

Alto 

n=4 (2,9) p-valor* 

Mutação BRAF  Mutado 11(8.0) 5 (4,5) 6 (21,4) 0,003 9(6,7) 2(50,0) 0,03 

 Não mutado 127(92.0) 105 (95,5) 22 (78,6)  125(93,3) 2(50,0)   

Expressão proteína MLH1  Positivo 105(86.1) 90 (92,8) 15 (60,0) <0,001 103(89,6) 2(50,0) 0,09 

 Negativo 17(13.9) 7 (7,2) 10 (40,0)  12(10,4) 2(50,0)   

Expressão proteína MSH2  Positivo 119(97.5) 95(97,9) 24(96,4) 0,5 115(97,5) 4(100,0) 1,0 

 Negativo 3(2.5) 2(2,1) 1(4,0)  3(2,5) 0(0,0)  

Expressão proteína MSH6  Positivo 121(99.2) 96(99,0) 25(100,0) 1,0 117(99,2) 4(100,0) 1,0 

 Negativo 1(0.8) 1(1,0) 0(0,0)  1(0,8) 0(0,0)  

Expressão proteína PMS2  Positivo 107(87.7) 91 (93,8) 16 (64,0) <0,001 105(87,3) 2(50,0) 0,07 

 Negativo 15(12.3) 6 (6,2) 9 (36,0)  15(12,7) 2(50,0)   
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 Além disso, também foi determinado o impacto de Fn na sobrevida dos pacientes. 

Aqueles que tiveram quantidade elevada de Fn detectado por ddPCR tenderam a ter 

sobrevida global menor quando comparados a pacientes com quantidade baixa / negativa de 

Fn, porém não atingindo significância estatística (58,3% vs 76,8% em 5 anos; log-rank p = 

0,15) (Figura 10A). Da mesma forma, nenhuma significância foi observada ao analisar status 

de Fn por qPCR em relação à sobrevida (60,0% vs 75,0% em 5 anos; log-rank p = 0,31; Figura 

10B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10: Curvas de sobrevida global feitas pelo Método de Kaplan-Meier de acordo com o 

método de detecção e a quantidade de DNA de Fn em amostras de tecido de CRC em FFPE. À 

esquerda a sobrevida global em cinco anos foi de 58,3% em maior quantidade (Fn-alto) vs 

76,8% em menor quantidade e pacientes negativos (Fn-baixo/negativo) detectado por 

ddPCR (log-rank p = 0,15). À direita a sobrevida global em cinco anos foi de 60,0% para 

menor quantidade e pacientes negativos (Fn-baixo/negativo) vs 75,0% para maior 

quantidade (Fn-alto) detectado por qPCR (log-rank p = 0,31)  

qPCR ddPCR 
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5.2.4 PERFORMANCE DE ddPCR PARA DETECÇÃO DE Fusobacterium nucleatum NO TECIDO 

DE CCR EM FFPE 

 

 Consturimos curvas ROC e calculamos os valores de AUC para obter a precisão da 

detecção de Fn em tecido FFPE de CRC. Por ddPCR, o valor de AUC para detecção de Fn por 

ddPCR foi de 0,779 [intervalo de confiança de 95% (CI) 0,678–0,879] com sensibilidade de 

70,6% e especificidade de 80,0%, e valor preditivo positivo de 53,3%, valor preditivo 

negativo de 89,4% e acurácia de 77,7%. Devido ao baixo número de casos Fn-alto 

identificados por qPCR, a curva ROC e os níveis de AUC não puderam ser determinados 

(Figura 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11: Receiver operator characteristic (Curvas ROC) para avaliar a precisão 

discriminatória da detecção de DNA de Fn por (A) ddPCR e (B) qPCR. 

 

 

 

 

AUC = 0.779 [95% CI:0.678–0.879] 

B. A. 
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5.3 ANÁLISE DA DETECÇÃO DE Fn EM AMOSTRAS DE FIT DE PARTICIPANTES DE 

RASTREAMENTO DE CÂNCER COLORRETAL 

 

Dos 248 indivíduos participantes do programa de rastreamento do câncer colorretal, 

69% (171/248) dos participantes eram do sexo feminino e 31% (77/248) do sexo masculino 

com a média de idade foi de 57,01 ± 4,46 anos, sendo selecionados 82 foram FITs positivos e 

166 FITs negativos. 

 

5.3.1 EXTRAÇÃO E QUANTIFICAÇÃO DE DNA DAS AMOSTRAS DE FIT 

 

Foi realizada a extração de DNA das 248 amostras de FITde acordo com protocolo 
descrito acima no item 3.3. A quantificação do DNA obtido pelo Qubit® mostrou um 
resultado semelhante para todas as amostras, com uma média de concentração total de 
massa de DNA de 47,36 ng em 32 µl de eluição [Mín. 3,2 ng  - Máx. 1332,8 ng ]. 
Especificamente para os 82 FITs positivos a média de concentração de DNA foi de 69,76 ng 
[Mín. 3,2 ng - Máx. 359,04 ng] e para os 166 FITs negativos, a média foi de 36,8 ng/µl [Mín. 
3,2 ng - Máx. 1332,8 ng].   

Por sua vez , a quantificação realizada por Nanodrop® nos deu uma média de 

concentração de massa de DNA de 266,88 ng em 32 µl de eluição [Mín. 44,8 ng - Máx. 

2073,6 ng]. Especificamente para os 82 FITs positivos a média foi de 373,76 ng [Mín. 115,2 

ng - Máx. 1308,8 ng] e para os 166 FITs negativos a média foi de 217,6 ng [Mín. 44,8 ng - 

Máx. 2073,6 ng]. As razões de pureza do DNA das 248 amostras de FIT foram avaliadas por 

Nanodrop®, e tivemos uma média da razão 260/280 de 2,57 e da razão 260/230 de 0,44.  

 

5.3.2 DETECÇÃO DE Fn EM AMOSTRAS DE FIT DOS PARTICIPANTES DO PROGRAMA DE 

RASTREAMENTO DE CÂNCER COLORRETAL POR ddPCR 

 

A detecção de Fn no FIT dos indivíduos participantes do programa de rastreamento 

de câncer colorretal, por ddPCR foi realizada em 248 amostras, uma vez que 13 amostras (7 

FITs positivos e 6 FITs negativos) tiveram um resultado considerado inconclusivo, e 1 

amostra positiva foi retirada da análise pois o paciente não fez colonoscopia. Os resultados 



33 

 

observados estão sumarizados na figura 12. Foi encontrada uma quantidade 

significativamente mais elevada de Fn no grupo FIT positivo (figura 12). 
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Figura 12: Quantidade absoluta de Fn dado pelo número de cópias de DNA por reação. A) 

Representação gráfica onde os pontos representam as amostras agrupadas de acordo com 

resultado de FIT e a linha tracejada a mediana de cópias/reação de todas as amostras Fn 

positivas. B) Tabela descritiva das frequências encontradas de casos Fn positivos de acordo 

com o resultado de FIT. *Teste de Qui-quadrado. 

 

Após a comparação dos níveis de Fn em cópias/reação entre as amostras de FIT 

negativo e FIT positivo, as amostras foram classificadas em 2 grupos de acordo com a 

mediana (26 cópias/reação) de cópias/reação de todas as amostras Fn positivas, sendo um 

grupo Fn-alto (valores de Fn acima da mediana) e Fn baixo/negativo (valores de Fn abaixo da 

mediana ou negativos).  

 Fn-high Fn-low/negative p-valor* 

FIT Positivo 52,7% 14,3% <0,001 

FIT Negativo 47,3% 85,7%  

A. 

B. 
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Baseado nesta classificação, dentro dos casos FIT postivos, Fn-alto foi detectado em 

52,7% (39/74) das amostras e Fn-baixo/negativo em 47,3% (35/72). Já nos FIT negativos, Fn-

alto foi detectado em 14,3% (23/160) das amostras e Fn-baixo em 85,7% (137/160) (Figura 

12). A mediana do número de cópias de DNA por reação de Fn no grupo de FIT negativo foi 

de 12,0 cópias/reação [Máx. 1842,0 – Mín. 2,8] e de 43 [Máx. 149000,0 – Mín 3,0] no grupo 

de FIT positivo, p < 0,001 (Figura 13). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13: Fluxograma dos resultados de ddPCR separados em 2 grupos. À esquerda, grupo 

dos FIT positivos e à direita grupo dos FIT negativos. 

 

 

5.3.3 RESULTADO DA DETECÇÃO DE Fn NAS AMOSTRAS DE FIT POSITIVO DOS PACIENTES 

DE ACORDO COM A PIOR LESÃO ENCONTRADA NA COLONOSCOPIA  

Nos casos FIT positivos, as amostras foram posteriormente agrupadas de acordo com 

a pior lesão encontrada na colonoscopia dos pacientes (Figura 14). Deste grupo, 19 

pacientes não tiveram lesões encontradas na colonoscopia, 3 pacientes apresentaram 

pólipos hiperplásicos, 37 pacientes com adenoma precoce, 7 com adenoma avançado e 8 

pacientes com câncer (Figura 14). 
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Figura 14: Distribuição da pior lesão encontrada na colonoscopia, nos pacientes que 

obtiveram um resultado positivo no teste de FIT. 

 

Em seguida avaliamos se existe associação entre  os níveis de Fn e os tipos de  lesões 

encontradas no exame de colonoscopia (Tabela 5 e Figura 15). A mediana do número de 

cópias de DNA por reação de Fn no FIT do grupo dos pacientes sem lesão identificada na 

colonoscopia foi de 35,0 cópias/reação [Mín. 8,8 - Máx. 6820,0], no grupo que foi 

identificado pólipos hiperplásicos a mediana de Fn no FIT foi de 525,0 cópias/reação [Mín. 

46,0 - Máx. 1004,0], no grupo de adenomas precoces a mediana foi de 32,0 cópias/reação 

[Mín. 3,0 - Máx. 149000,0], no FIT dos adenomas avançados a mediana de cópias/reação de 

Fn foi de 72,0 cópias/reação [Mín. 4,0 - Máx. 158,0] e no grupo onde foi determinada a 

presença de câncer a mediana de Fn no FIT foi de 510,0 cópias/reação [Mín. 48,0 - Máx. 

11980,0]. A presença de Fn-alto foi significativamente associada aos FIT dos pacientes com 

câncer quando comparada com pacientes com adenoma precoce (p = 0.008) e sem lesão 

significativa (p = 0.047) (Tabela 5) (Figura 15).  
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Tabela 5: Quantidade de cópias/reação de F. nucleatum encontrada no FIT de acordo com a 

pior lesão encontrada na colonoscopia dos pacientes com FIT positivo. 

 Cópias/reação de Fn 

Pior lesão (n) Mediana Mínimo Máximo 

Sem lesão considerada (19) 35,0 8,80 6820,0 

Pólipo hiperplásico (03) 525,0 46,0 1004,0 

Adenoma precoce (37) 32,0 3,0 149000,0 

Adenoma avançado (07) 72,0 4,0 158,0 

Câncer (08) 510,0 48,0 11980,0 

  



38 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15: Quantidade absoluta de Fn no FIT dado pelo número de cópias de DNA por reação 

de acordo com a pior lesão encontrada na colonoscopia. Os pontos representam as amostras 

agrupadas de acordo com a pior lesão e as linhas representam a mediana e desvio padrão de 

cópias/reação.*Teste de Kruskall-Wallis.  

 Uma vez que a Fn está frequentemente associada à localização da lesão (cólon 

proximal), foi comparado os níveis de expressão com a localização da pior lesão em cólon 

direito ou esquerdo (Tabela 6, Figura 16). Dos 3 casos com pólipos hiperplásicos, 33% (1/3) 

estavam no cólon direito e eram Fn negativo no FIT e 67% (2/3) estavam localizados no cólon 

esquerdo com mediana de cópias por reação de Fn no FIT de 526,0 cópias/reação [Mín. 46,0 
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- Máx. 1004,0]. Dos 37 adenomas precoces, 65% (24/37) estavam localizados no cólon 

direito com mediana de cópias por reação de Fn no FIT de 34 cópias/reação [Mín. 3,0 - Máx. 

149000,0 ] e 35% (13/37) estavam no cólon esquerdo com mediana de cópias por reação de 

Fn no FIT de 17 cópias/reação [Mín. 3,0 - Máx. 7320,0]. Dos adenomas avançados, 57% (4/7) 

estavam no cólon direito com mediana de cópias por reação de Fn no FIT de 110,0 

cópias/reação [Mín. 4,0 - Máx. 158,0] e 43% (3/7) no cólon esquerdo com mediana de cópias 

por reação de Fn no FIT de 24,4 cópias/reação [Mín. 12,8 - Máx. 36,0]. Finalmente, dos 8 

casos com câncer, 50% (4/8) estavam no cólon direito com mediana de cópias por reação de 

Fn no FIT de 246,0 cópias/reação [Mín. 48,0 - Máx. 11980,0] e 50% (4/8) no cólon esquerdo 

com mediana de cópias por reação de Fn no FIT de 1132,0 cópias/reação [Mín. 76,0 - Máx. 

3820,0]. De acordo com os resultados não observamos  nenhuma associação 

estatisticamente significativa entre a quantidade de Fn no FIT de acordo com a lesão 

encontrada e a localização entre cólon direito e esquerdo. A tabela 6 resume e a figura 16 

representa os resultados obtidos. 
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Tabela 6: Quantidade de cópias/reação de F. nucleatum encontrada no FIT de acordo com a 

localização entre cólon direito e esquerdo da pior lesão encontrada na colonoscopia dos pacientes 

com FIT positivo. 

 

  

  Cópias/reação de Fn 

Pior lesão (n) Localização (n) Mediana  Mínimo Máximo 

Pólipo hiperplásico (03) Cólon direito (02) 526,0 46,0 1004,0 

 Cólon esquerdo (01) - - - 

Adenoma precoce (37) Cólon direito (24) 34,0 3,0 149000,0 

 Cólon esquerdo (13) 17,0 3,0 7320,0 

Adenoma avançado (07) Cólon direito (04) 110,0 4,0 158,0 

 Cólon esquerdo (03) 24,40 12,8 36,0 

Câncer (08) Cólon direito (04) 246,0 48,0 11980,0 

 Cólon esquerdo (04) 1132,0 76,0 3820,0 
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Figura 16: Quantidade absoluta de Fn no FIT dado pelo número de cópias de DNA por reação 

distribuída pela pior lesão de acordo com a localização em cólon direito e esquerdo, 

encontrada na colonoscopia. Os pontos representam as amostras agrupadas de acordo com 

a pior lesão e localização e as linhas representam a mediana e desvio padrão de 

cópias/reação do grupo  
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5.3.4 DETECÇÃO DE Fn EM AMOSTRAS DE BIÓPSIA INCLUIDA EM PARAFINA DOS 

INDIVÍDUOS COM FIT POSITIVO SUBMETIDOS A COLONOSCOPIA 

 

A detecção de Fn por ddPCR foi também realizada nas biópsias dos indivíduos 

participantes do programa de rastreamento de câncer colorretal com FIT positivo 

submetidos a colonoscopia e biópsia diagnostica. Das 55 amostras de 74 pacientes que 

realizaram a colonoscopia, foram identificados 3 casos com pólipos hiperplásicos, 37 

adenomas precoces, 7 adenomas avançados e 8 tumores. O resultado de Fn avaliados por 

ddPCR no DNA extraído das biópsias foi dado em Fn-alto e Fn-baixo/negativo, com base na 

mediana das cópias/reação de todas as biópsias com Fn positivo (mediana de 6,4 

cópias/reação), amostras acima da mediana foram determinados como Fn-alto e abaixo da 

mediana como Fn-baixo/negativo. Portanto dos 3 pólipos hiperplásicos, 33% (1/3) eram Fn-

alto com valor de 7,8 cópias/reação e 67% (2/3) Fn-baixo/negativo. Dos 37 adenomas 

precoces, 19% (7/37) eram Fn-alto e 81% (30/37) eram Fn-baixo/negativo com mediana no 

número de cópias/reação de Fn de 5,7 cópias/reação [Mín. 3,2 - Máx. 20,6]. Dos 7 adenomas 

avançados, 100% (7/7) eram Fn-baixo/negativo com mediana de 3,40 cópias/reação, e dos 8 

cânceres, 37,5% (3/8) eram Fn-alto e 62,5% (5/8) Fn-baixo/negativo com mediana no 

número de cópias/reação de Fn  de 20,20 cópias/reação [Mín. 3,2 - Máx. 142,0](Tabela 7) 

(Figura 17). 
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Tabela 7: Quantidade de cópias/reação de F. nucleatum encontrada na biópsia da pior lesão 

encontrada na colonoscopia dos pacientes com FIT positivo. 

 Cópias/reação de Fn 

Pior lesão Mediana Mínimo Máximo 

Pólipo hiperplásico 7,8 7,8 7,8 

Adenoma precoce 5,7 3,2 20,6 

Adenoma avançado 3,4 3,4 3,4 

Câncer 20,20 3,2 142,0 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17: Quantidade absoluta de Fn na biópsia dado pelo número de cópias de DNA por 

reação distribuída pela pior lesão encontrada na colonoscopia. Os pontos representam as 

amostras agrupadas de acordo com a pior lesão e as linhas representam a mediana e desvio 

padrão de cópias/reação. 
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 Da mesma forma, também foi realizada uma análise comparativa dos resultados de 

Fn na biópsia dos pacientes com FIT positivo de acordo com a localização da pior lesão em 

cólon direito e esquerdo, dos 3 pólipos hiperplásicos, 67% (2/3) estavam localizados no 

cólon direito Fn negativo na biópsia e 33% (1/3) estavam localizados no cólon esquerdo Fn 

positivo com 7,8 cópias/reação,. Dos 37 adenomas precoces, 65% (24/37) estavam no cólon 

direito com mediana de cópias/reação de Fn nas biópsias de 4,6 cópias/reação [Mín. 3,2 - 

Máx. 20,6] e 35% (13/37) no cólon esquerdo com mediana 10,8 cópias/reação [Mín. 3,4 - 

Máx. 13,6]. Dos adenomas avançados, 57% (4/7) estavam no cólon direito e apenas 1 foi Fn 

positivo com 3,4 cópias/reação e 43% (3/7) no cólon esquerdo todos Fn negativo na biópsia. 

E dos 8 cânceres, 50% (4/8) estavam no cólon direito com apenas 1 biópsia Fn positivo com 

20,20 cópias/reação e 50% (4/8) no cólon esquerdo com mediana de cópias/reação de Fn 

nas biópsias de 17,4 cópias/reação [Mín. 3,2 - Máx. 142,0]. De acordo com os resultados não 

se obteve nenhum valor de associação estatisticamente significativo entre a quantidade de 

Fn na biópsia de acordo com a lesão encontrada por localização entre cólon direito e 

esquerdo, a tabela 8 resume e figura 18 representa os resultados. 
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Tabela 8: Quantidade de cópias/reação de F. nucleatum encontrada na biópsia da pior lesão de 

acordo com a localização entre cólon direito e esquerdo encontrada na colonoscopia dos pacientes 

com FIT positivo 

   Cópias/reação de Fn 

Pior lesão (n)  Localização (n) Mediana Mínimo Máximo 

Pólipo hiperplásico (03)  Cólon direito (02) - - - 

  Cólon esquerdo (01) 7,8 7,8 7,8 

Adenoma precoce (37)  Cólon direito (24) 4,6 3,2 20,6 

  Cólon esquerdo (13) 10,8 3,4 13,6 

Adenoma avançado (07)  Cólon direito (04) 3,4 3,4 3,4 

  Cólon esquerdo (03) - - - 

Câncer (08)  Cólon direito (04) 20,2 20,2 20,2 

  Cólon esquerdo (04) 17,4 3,2 142,0 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18: Quantidade absoluta de Fn na biópsia dos pacientes com FIT positivo, dado pelo 

número de cópias de DNA por reação distribuída pela localização da pior lesão em cólon 

direito e esquerdo, encontrada na colonoscopia. Os pontos representam as amostras 
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agrupadas de acordo com a pior lesão e localização e as linhas representam a mediana e 

desvio padrão de cópias/reação do grupo. 
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5.3.5 COMPARAÇÃO DOS RESULTADO DA DETECÇÃO DE Fn NAS AMOSTRAS DE FIT 

POSITIVO E DAS BIÓPSIAS E PEÇA CIRURGICA DOS MESMOS PACIENTES. 

 

Na etapa seguinte, foi feita uma comparação dos resultados da quantidade de 

cópias/reação de Fn no FIT e na biópsia do mesmo paciente, a mediana de cópias por reação 

de Fn no FIT foi de 26 cópias/reação [Mín. 2,8 - Máx. 149000,0] e nas biópsias, a mediana foi 

de 6,4 [Mín. 3,2 - Máx. 142,0]. Podemos observar que a quantidade de Fn encontrados no 

FIT é significativamente maior do que na biópsia do mesmo paciente (p < 0,001) (Figura 19). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19: Quantidade absoluta em cópias/reação de F. nucleatum encontrada no FIT em 

comparação com a biópsia do mesmo paciente. Em vermelho estão representados os 8 

pacientes diagnosticados com câncer colorretal.*Teste de Wilcoxon 
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5.4 PERFORMANCE DE Fusobacterium nucleatum NO FIT PARA DETECÇÃO DE LESÕES 

SIGNIFICANTES DOS PACIENTES COM FIT POSITIVO 

 

Como Fn foi identificado estando significativamente aumentado em pacientes com 

câncer ainda foi examinado o desempenho diagnóstico de Fn em um contexto específico de 

cada grupo de lesão e posteriormente em algumas combinações agrupando as lesões, 

sempre tendo aqueles pacientes sem lesão considerada como controle. 

 

5.4.1 PERFORMANCE DE Fusobacterium nucleatum NO FIT PARA DETECÇÃO DE ADENOMA 

PRECOCE 

 

  Em relação aos 37 pacientes diagnosticados com adenoma precoce, quando 

considerado qualquer nível de número de cópias de Fn-DNA acima do LoD como positivo, o 

valor de AUC foi de 0,469 [intervalo de confiança (IC) de 95% 0,306–0,632; Figura 20] para 

detecção de adenoma precoce. Quando foi calculado o ponto de corte para cálculo de 

sensibilidade e especificidade, o ponto de corte na curva foi de 7070,0 cópias/reação, dando 

uma sensibilidade de 54,0% e especificidade de 26,0% 

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20: Curva ROC (Receiver operator characteristic) para avaliar a precisão 

discriminatória de Fn na detecção de adenoma precoce vs sem lesão considerada. 
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5.4.2 PERFORMANCE DE Fusobacterium nucleatum NO FIT PARA DETECÇÃO DE ADENOMA 

AVANÇADO 

 

 Foram diagnosticados 7 pacientes com adenoma avançado, quando considerado 

qualquer nível de número de cópias de Fn-DNA acima do LoD como positivo, o valor de AUC 

foi de 0,538 [intervalo de confiança (IC) de 95% 0,295–0,780; Figura 21] para detecção de 

adenoma avançado. Quando calculado o ponto de corte para cálculo de sensibilidade e 

especificidade, o ponto de corte na curva foi de 35,0 cópias/reação, dando uma 

sensibilidade de 57,0% e especificidade de 63,0%. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21: Curva ROC (Receiver operator characteristic) para avaliar a precisão 

discriminatória de Fn na detecção de adenoma avançado vs sem lesão considerada. 

 

5.4.3 PERFORMANCE DE Fusobacterium nucleatum NO FIT PARA DETECÇÃO DE CÂNCER 

 

 Foram diagnosticados 8 pacientes com câncer, quando considerado qualquer nível de 

número de cópias de Fn-DNA acima do LoD como positivo, o valor de AUC foi de 0,829 

[intervalo de confiança (IC) de 95% 0,679–0,983; Figura 22] para detecção de câncer. 

Quando se calculou o ponto de corte para calculo de sensibilidade e especificidade, o ponto 

de corte na curva foi de 42,0 cópias/reação, dando uma sensibilidade de 100% e 

especificidade de 73,7%. Baseado nos resultados encontrados foi calculado o valor preditivo 
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positivo que foi de 61,53% e o valor preditivo negativo de 100%, com uma acurácia de 

81,48%. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22: Curva ROC (Receiver operator characteristic) para avaliar a precisão 

discriminatória de Fn na detecção de câncer vs sem lesão considerada. 

 

5.4.4 PERFORMANCE DE Fusobacterium nucleatum NO FIT PARA DETECÇÃO DE QUALQUER 

LESÃO SIGNIFICATIVA 

 

 Foram diagnosticados 55 pacientes com alguma lesão significativa: 37 tinham 

adenomas precoces, 7 adenomas avançados e 8 cânceres. Quando considerado qualquer 

nível de número de cópias de Fn-DNA acima do LoD como positivo, o valor de AUC foi de 

0,536 [intervalo de confiança (IC) de 95% 0,383–0,689; Figura 23] para detecção de qualquer 

lesão significativa. Quando calculado o ponto de corte para cálculo de sensibilidade e 

especificidade, o ponto de corte na curva foi de 38,0 cópias/reação, dando uma 

sensibilidade de 45,5% e especificidade de 73,7%. 
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Figura 23: Curva ROC (Receiver operator characteristic) para avaliar a precisão 

discriminatória de Fn na detecção qualquer lesão significativa vs sem lesão considerada. 

 

5.4.5 PERFORMANCE DE Fusobacterium nucleatum NO FIT PARA DETECÇÃO DE QUALQUER 

ADENOMA 

 

 Foram diagnosticados 44 pacientes com alguma lesão definida como adenoma: 37 

adenomas precoces e 7 adenomas avançados. Quando considerado qualquer nível de 

número de cópias de Fn-DNA acima do LoD como positivo, o valor de AUC foi de 0,480 

[intervalo de confiança (IC) de 95% 0,320–0,640; Figura 24] para detecção de qualquer 

adenoma. Quando calculado o ponto de corte para calculo de sensibilidade e especificidade, 

o ponto de corte na curva foi de 8,6 cópias/reação, dando uma sensibilidade de 56,8% e 

especificidade de 26,3%. 
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Figura 24: Curva ROC (Receiver operator characteristic) para avaliar a precisão 

discriminatória de Fn na detecção qualquer adenoma vs sem lesão considerada. 

  

 Baseado nas informações encontradas podemos verificar que a performance do teste 

de detecção de Fn em amostras de FIT é melhor para detectar câncer, com AUC de 0,829 (IC: 

0,679-0,983), sensibilidade de 100% e especificidade de 73,7% quando comparado com as 

outras lesões. Ovalor preditivo positivo observado foi de 61,53% e o valor preditivo negativo 

de 100%, com uma acurácia de 81,48%. 
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Tabela 9: Comparação das curvas ROC para detecção de lesões significativas de acordo com o tipo de lesão 

encontrada na colonoscopia dos pacientes com FIT positivo. 

Variáveis AP AA CA LS AP+AA 

AUC 0,469 0,538 0,829 0,536 0,480 

95% IC 0,306–0,632 0,295–0,780 0,679–0,983 0,383–0,689 0,320–0,640 

Sensibilidade 54,0% 57%% 100% 45,5% 56,8% 

Especificidade 26,0% 63,0%. 73,7%. 73,7%. 26,3%. 

AP: Adenoma precoce; AA: Adenoma avançado; CA: câncer; LS: lesões significativas; AUC: área sob a 

curva e IC: intervalo de confiança 
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6. DISCUSSÃO 

 O CCR é a segunda causa de morte relacionada ao câncer em todo o mundo e sua 

incidência está aumentando, principalmente em indivíduos com menos de 50 anos 58, 59. 

Com base nestas informações, novas opções de rastreamento, diagnóstico e tratamento são 

necessárias 60. A identificação de biomarcadores que possam com precisão identificar 

indivíduos em risco de desenvolvimento de lesões precursoras ou câncer, principalmente em 

estágios iniciais é extremamente importante para aumentar as chances de detecção precoce 

e sucesso do tratamento, melhorando assim as taxas de sobrevida 61.  

 Evidências cumulativas tem demonstrado o papel do microbioma humano na 

patogênese de várias neoplasias, incluindo o CCR 62-66. Estudos que demonstram a presença 

e os níveis de DNA de F. nucleatum em tecido tumoral e até mesmo em amostras de fezes 

levantaram sua possível aplicação na clínica, como um biomarcador valioso para diagnóstico, 

prognóstico e manejo no tratamento de CCR 6, 67. 

 O presente estudo objetivou avaliar a acurácia da detecção de Fn por ddPCR em 

biópsia líquida e tecido incluido em parafina de indivíduos com lesões precursoras ou CCR e 

sua utilidade para rastreamento e determinação de prognóstico de CCR.  

 Primeiramente foi realizada a otimização de uma metodologia baseada em ddPCR 

para detectar e quantificar Fn no tecido tumoral de CCR em FFPE. O método de ddPCR como 

uma nova tecnologia que baseada no particionamento do DNA alvo em milhares de gotículas 

e com múltiplas amplificações de PCR independentes acontecendo fornece como vantagem 

uma detecção absoluta do número de cópias genômicas e quantificação precisa do DNA 

alvo, sendo possível a detecção de alvos raros ou com baixo números de cópias 68. 

  Para a otimização e posterior implementação de um método baseado em ddPCR 

para detectar Fn em tecido tumoral de CCR em FFPE, foi essencial caracterizar o 

desempenho analítico deste ensaio para compreender sua capacidade de detecção e as suas 

limitações 57. LoB e LoD são necessários para a discriminar entre a presença ou ausência do 

alvo 57. Com os resultados foi definido o LoD utilizado para este ensaio, portanto para que 

fosse considerada uma amostras Fn positiva, a amostra precisou ter uma quantidade igual 

ou superior a 2,7 cópias / reação. Assim identificamos 20% dos casos de CCR com uma 

quantidade elevada de Fn (Fn-alto), enquanto apenas 2,9% dos casos eram Fn-alto quando 

detectado por qPCR. Fn-alto no tecido tumoral foi associado a características previamente 
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conhecidas de casos CCR com Fn positivo, como a localização proximal, tumores pouco 

diferenciados, MSI-alto e pacientes com mutação no gene BRAF 24. 

O uso de tecido em FFPE para detecção de microrganismos é desafiador e sua 

precisão depende muito da metodologia utilizada 69. Sabe-se que em tecido fixado em 

formalina ocorre a fragmentação / degradação do DNA genômico ao longo do tempo, 

diminuindo ainda mais a sensibilidade de identificação de organismos como bactérias por 

técnicas baseadas em PCR 33. No entanto, o tecido em FFPE é frequentemente o único 

material disponível. A principal técnica utilizada atualmente para a detecção de Fn tem sido 

qPCR, mas nosso grupo de estudo e outros grupos de diferentes regiões, tem relatado as 

limitações desta metodologia para tecidos em FFPE 6, 24, 25, 32, 70, 71. Para contornar essa 

limitação, outras metodologias, como ddPCR, foram desenvolvidas. ddPCR é uma técnica de 

quantificação end-point que permite a contagem direta e absoluta do número de cópias por 

reação do alvo pretendido, sem a necessidade de curvas padrão, levando a maior precisão e 

reprodutibilidade 72. O ensaio de ddPCR também tem menor influência da presença de 

inibidores de PCR que se ligam ao DNA, tornando o alvo indisponível para amplificação, ou 

interferindo na DNA polimerase, reduzindo a eficiência da amplificação da PCR; ambas as 

ações subestimam os valores dados como resultado ao utilizar qPCR 41, 73. Além disso, o 

ddPCR sendo um ensaio com resultado end-point é menos afetado pela eficiência da 

amplificação durante o processo, impedindo que o sinal de fluorescência fique abaixo do 

limite determinado 73, 74. Os resultados das reações de PCR indicam que ddPCR pode ser 

vantajoso em comparação ao qPCR lidando com amostras complexas, como material 

degradado (FFPE) 73, 74. 

 No presente estudo, a detecção de Fn por ddPCR em tecido de CCR em FFPE teve 

uma prevalência semelhante de resultados Fn positivos (28/139; 20,1%) aos resultados da 

detecção em tecido congelado realizado por qPCR (34/139; 24,4%) 24. Esses resultados estão 

de acordo com estudos anteriores que utilizaram tecido de CCR congelado e que relataram 

frequências de positividade de Fn variando entre 8,6% e 87,1% 17, 24, 25, 32, 75-78. 

 Foi observado que a maior presença de Fn intratumoral detectado por ddPCR no 

tecido em FFPE foi associada a várias características clínicas e moleculares do CCR, como 

localização proximal do tumor, tumores mais invasivos, pouco diferenciados, com status de 

MSI-positivo, com mutação em BRAF, e com a perda de proteínas MMR. Esses resultados 
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concordam com os achados de estudos anteriores realizados em outras populações, 

sugerindo que a presença de Fn fosse relacionada com um subtipo de CCR mais agressivo e 

que apresenta um pior prognóstico dos pacientes 6, 25, 30, 75, 79-81. 

 Também se pode verificar que os pacientes com uma quantidade elevada de 

DNA de Fn detectado por ddPCR no tecido parafinado tiveram uma sobrevida global menor 

do que pacientes com uma quantidade baixa / negativa de DNA de Fn, a mesma tendência 

observada em estudos anteriores 6, 25, 30, 75, 79-81. No entanto, com os resultados obtidos por 

qPCR, foi demonstrado que os pacientes com uma quantidade baixa / negativa de DNA de Fn 

tiveram sobrevida global mais curta, e isso mostra o oposto de outros estudos 17, 24, 25, 75-77, 79, 

uma possível explicação se deve à baixa detecção de Fn-alto (4/139; 2,9%) realizada por 

qPCR. Além disso, o teste de Cohen’s Kappa demonstrou ausência de correlação entre os 

resultados de qPCR e ddPCR (Choen’s Kappa = 0,210). 

 Existe uma alta demanda para validar a presença de determinadas bactérias 

como Fn para biomarcadores de desenvolvimento e progressão de CCR e investigar seus 

valores de aplicação clínica por métodos de quantificação que sejam simples e econômicos, 

como ddPCR 82. Nosso estudo também definiu a curva ROC e o valor de AUC para analisar a 

performance da detecção de Fn em tecido de CCR em FFPE por ddPCR. O valor de AUC foi de 

0,779 [intervalo de confiança de 95% (IC) 0,678–0,879] com sensibilidade de 70,6% e 

especificidade de 80,0%, e valor preditivo positivo de 53,3%, valor preditivo negativo de 

89,4% com acurácia de 77,7%. 

Atualmente, as principais desvantagens do uso da ddPCR são os custos ainda maiores 

do que o qPCR, a falta de métodos padronizados e o número limitado de laboratórios 

equipados com os instrumentos necessários 83. No entanto, algumas aplicações para as quais 

a ddPCR têm desempenho superior do que qPCR deve ser considerado para alguns ensaios 

que requerem alta precisão para medição de carga bacteriana 84. 

 Além das possíveis aplicações descritas, como um indicador de prognóstico, o 

presente trabalho também objetivou o desenvolvimento de uma metodologia mais sensível 

para detecção de Fn explorando o seu papel no rastreamento e detecção precoce de CCR.  

 A quantificação de DNA de Fn em fezes pode servir como um biomarcador promissor 

para detecção de CCR ou de indivíduos com lesões pré-malignas como adenomas 56. Neste 

contexto, amostras de material fecal coletadas de participantes do rastreamento do câncer 
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colorretal com FIT (teste imunoquímico de sangue oculto nas fezes) anual podem ser 

utilizadas para monitorar mudanças na microbiota, tornando possível detectar um maior 

risco de presença de lesões colorretais potencialmente malignas 54 Como o FIT é 

amplamente utilizado para rastreamento de CCR, e testes moleculares baseados em fezes 

têm excelentes perspectivas como uma futura ferramenta de triagem para aumentar a 

detecção de CCR e lesões precursoras, estudos futuros podem validar métodos de 

rastreamento baseados em organismos componentes da microbiota como Fusobacterium 

nucleatum no câncer colorretal 85, 86 

 Suehiro e colaboradores, demonstraram que a quantidade DNA de Fn no FIT foi 

significativamente maior no grupo de 11 pacientes com adenomas não avançados, no grupo 

de 19 pacientes com adenomas avançados / carcinoma in situ e no grupo de 158 pacientes 

com câncer colorretal, em comparação com a análise nas fezes provenientes do FIT do grupo 

de 60 participantes considerados saudáveis, evidenciando o potencial do teste de 

quantificação de DNA de Fn nas fezes por ddPCR para detectar indivíduos com tumores 

colorretais e lesões pré malígnas em uma população japonesa 56.  

 Em nossa população também conseguimos demonstrar que a quantidade de DNA de 

Fn foi significativamente maior nas fezes do grupo de pacientes com câncer colorretal em 

comparação com adenomas precoces e em comparação com pacientes sem lesão 

considerada encontrada na colonoscopia. Observações semelhantes foram relatadas em 

amostras de fezes de outras populações, sugerindo a detecção de Fn como um potencial 

biomarcador não invasivo para rastreamento de CCR e lesões pré-malignas em indivíduos 

assintomáticos. Nove estudos que fizeram a análise e detecção de Fn totalizaram 863 

pacientes com CCR, 238 pacientes com lesões pré-malignas e 608 controles (participantes 

considerados saudáveis) onde demonstraram níveis elevados de Fn nas fezes de pacientes 

com CCR e lesões pré-malignas quando comparado com os controles 6, 56, 76, 87-92. Em um 

destes estudos citados anteriormente, Liu e colaboradores além de encontrarem níveis mais 

elevados de DNA de Fn nas fezes de pacientes com CCR do que indivíduos saudáveis, 

também observaram níveis plasmáticos aumentados de biomarcadores de disfunção da 

barreira muscular intestinal, sugerindo seu potencial para monitorar o desenvolvimento e 

progressão do CCR 91. 
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 Em nosso estudo também se avaliou os níveis e a presença de Fn no tecido da biópsia 

realizada por colonoscopia dos pacientes com resultado de FIT positivo. Das 55 amostras de 

74 pacientes que realizaram a colonoscopia, foram avaliadas 37 adenomas precoces, 7 

adenomas avançados e 8 tumores colorretais. O resultado mostrou que apesar do número 

de casos de câncer ser menor comparado as outras lesões, a mediana no número de 

cópias/reação de Fn foi maior (20,20 cópias/reação) do que dos adenomas precoces (5,7 

cópias/reação) e dos adenomas avançados (3,40 cópias/reação). Baseado nos nestes 

resultados encontrados, buscando na literatura foi encontrado seis estudos que avaliaram 

lesões pré-malignas de um total de 624 pacientes e que sugerem Fn como um biomarcador 

promissor para o risco de desenvolvimento de CCR, uma vez que altos níveis de Fn foram 

relatados de forma consistente em adenomas quando comparados a indivíduos 

considerados saudáveis 56, 76, 78, 80, 87, 92. Ito e colaboradores investigou a presença de Fn em 

lesões colorretais pré-malignas e CCR e encontrou níveis crescentes de Fn de lesões pré-

malignas a tecido de CCR 80. 

 Além disto, nosso estudo também demonstrou que existe uma frequência 

significativamente maior de DNA de Fn no material fecal do que nas biópsias dos mesmos 

pacientes quando comparados. Em conjunto, esses resultados indicam que a quantificação 

de Fn nas fezes pode ter um impacto maior no diagnóstico, servindo como novos 

biomarcadores diagnósticos não invasivos para CCR 61, 90. 

 Com relação a performance diagnóstica da utilização de Fn obteve se resultados 

melhores de acurácia para detecção de CCR. Partindo do princípio de que o teste 

imunoquímico fecal é recomendado como um teste de triagem não invasivo; no entanto, 

mostra baixa sensibilidade para adenoma avançado 93.  

 Nossos resultados mostraram um valor de AUC de 0,829 para detecção de CCR, 

possibilitando uma sensibilidade de 100% e especificidade de 73,7%. Baseado nos resultados 

encontrados foi calculado um valor preditivo positivo de 61,53% e um valor preditivo 

negativo de 100%, com uma acurácia de 81,48%. O estudo de Suehiro e colaboradores 

reportou um valor de AUC de 0,75, resultando em uma sensibilidade de 54% e especificidade 

de 90%, com valor preditivo positivo de 93% e preditivo negativo de 42%, não descrevendo o 

valor de acurácia 56. Com relação as lesões pré-malignas avaliadas, nosso estudo mostrou um 

valor de AUC para diagnóstico de adenomas avançados de 0,53 com a sensibilidade 57,0% e 
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sensibilidade de 63,0%. Wong e colaboradores detectando Fn por qPCR em fezes, forneceu 

com valor de AUC de 0,59 uma sensibilidade de 32,7% e especificidade de 87,0% para 

adenoma avançado. Já para CCR um AUC de 0,83 uma sensibilidade de 72,1% e uma 

especificidade de 91,0%94.Em um outro estudo Liang e colaboradores através da detecção de 

Fn em fezes por qPCR, demonstraram um valor de AUC para Fn  na detecção de CCR de 0,86 

com uma sensibilidade de 77,8% e especificidade de 78,5% com acurácia de 78,2%. Já  para 

adenomas (precoce e avançado juntos) um valor de AUC de 0,62, com sensibilidade de 

33,8% e especificidade de 78,5% 95. 

 Wong e colaboradores, além de mostrar uma abundância significativamente maior 

de Fn em amostras fecais de pacientes com CCR ou adenoma avançado do que no grupo de 

controle, também mostraram que a combinação da positividade de Fn com resultados de FIT 

aumentou significativamente a sensibilidade para adenomas avançados e detecção de CRC 

94. Guo e colaboradores mostraram que Fn pode desempenhar um papel na disbiose da 

microbiota, secretando substâncias contra bactérias probióticas, e descobriram que a 

proporção alterada de Fn para bactérias probióticas importantes foi identificada como um 

biomarcador valioso para a triagem, aumentando sensibilidade e especificidade para 

detecção precoce de CCR 89. Além disso, Grobbee e colaboradores encontraram níveis 

elevados de Fn de pacientes com CCR e aqueles com lesões de displasia de alto grau, do que 

aqueles que tinham uma mucosa normal sob exame de colonoscopia 90. 

 Nosso estudo demonstra o potencial uso de Fn ser um biomarcador de rastreamento 

e diagnóstico precoce de CCR. Encontramos também uma quantidade relativamente grande 

de Fn nas fezes de indivíduos que não tinham lesões significativas durante a colonoscopia e 

também nas fezes de pacientes com FIT negativo que não foram submetidos a colonoscopia, 

portanto, não podemos excluir a possibilidade de desenvolvimento CCR no futuro e isto 

também foi reportado em um estudo parecido de Suehiro e colaboradores 56. Um limitante 

de nosso estudo foi que não foi possível a reconvocação destes pacientes FIT negativos para 

reavaliação tanto de novos FITS como de possíveis colonoscopias. Também como apenas 

sujeitos FIT-positivos são encaminhados para colonoscopia, não foi possível avaliar 

indicadores de desempenho diagnóstico combinando Fn e FIT para detecção de lesões pré-

malignas ou até mesmo câncer, incluindo sensibilidade, especificidade e curva AUC. No 

entanto, considerando a análise de apenas FITs positivos se justificam, pois no final, esta é o 
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população para a qual biomarcadores seriam benéficos evitando colonoscopia de triagem 

desnecessária.  

 

7. CONCLUSÃO 

  Em conclusão, o presente trabalho mostra a viabilidade de detecção de F. 

nucleaum intratumoral utilizando a técnica de droplet digital PCR. Nossos resultados 

também destacam a relevância clínica da detecção de Fn intratumoral de CCR em FFPE em 

um cenário de rotina. Onde pudemos sustentar os achados já pré-estabelecidos em estudos 

anteriores utilizando tecido congelado da associação de Fn com tumores com características 

mais agressivas e que apresentam pior prognóstico para o paciente com CCR. Avaliamos 

também um teste de detecção de DNA de Fn em fezes e descobrimos que o nível de Fn nas 

fezes era significativamente mais alto em pacientes com tumores colorretais do que no 

grupo de pacientes com adenomas precoces e sem lesão significativa. Como este estudo 

sugere que o teste de Fn nas fezes pode ser útil para o rastreamento e deteção precoce de 

indivíduos com tumores colorretais. Futuros estudos que empreguem um número maior de 

participantes são necessários para ampliar e corroborar nossos achados na população 

Brasileira.  
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9. ANEXOS 
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ANEXO B – Artigo publicado 

 

https://www.karger.com/Article/FullText/512175 
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