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RESUMO 

 

NEVES, R X. das Inflamação e alteração metabólica na caquexia: papel dos 
adipócitos, do fígado e da modulação oferecida pela microbiota intestinal. 
2016. f. 109. Tese (Doutorado em Biologia Celular e Tecidual) - Instituto de 
Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2016. 
 

A caquexia associada ao câncer é uma síndrome complexa caracterizada pela diminuição do 
peso corporal, depleção dos estoques de gordura, diminuição da massa muscular, anorexia, 
astenia e distúrbios metabólicos. Utilizando modelo animal, estudamos a participação dos 
adipócitos, do fígado e da microbiota intestinal para a inflamação sistêmica crônica associada 
aos sintomas do quadro. Os principais aspectos avaliados foram aumento dos fatores 
inflamatórios, alteração da via do NF-κB e do inflamassoma, modulação pela microbiota 
durante progressão da caquexia. Para verificar o comportamento dos adipócitos e do fígado 
utilizamos ratos Wistar macho de 8 semanas, divididos em dois grupos principais: i) controle; 
ii) tumor. Este último foi subdividido em 2 grupos: a) 7º. e b) 14º. dia após a inoculação das 
células tumorais do carcinoma de Walker 256, inoculadas subcutâneamente (2 × 107 de 
células em 1,0 mL). Para avaliar o comportamento da microbiota durante o quadro de 
caquexia utilizamos camundongos C57Bl/6, convencionais e Germ free de 8-10 semanas, os 
quais dividimos em quatro grupos: i) Convencional controle; ii) Germ Free controle; iii) 
Convencional tumor; iv) Germ Free tumor. A linhagem tumoral usada para esse modelo foi 
Lewis Lung Carcinoma (LLC), inoculadas subcutâneamente (4 × 106 de células em 0,2 mL). 
Houve uma indução da via inflamassoma na fase terminal da caquexia e com aumento da 
expressão proteica de IL-1β clivada tanto local, adipócitos isolados do tecido adiposo branco 
(TAB) mesentérico (MEa) e fígado, quanto sistêmica. Quanto à relação da microbiota com a 
caquexia, observamos que a doença é exacerbada nos camundongos Germ Free, pois 
verificamos que a via da lipólise esta mais ativa no tecido adiposo epididimal, comparado aos 
camundongos do grupo convencional tumor. Em conclusão, os adipócitos isolados do TAB 
mesentérico e o fígado desempenham um papel importante no estabelecimento da inflamação, 
por meio de ativação das vias do NF-κB e do inflamassoma enquanto; que a simbiose a 
integridade da microbiota parece ser essencial para combater a redução do tecido adiposo 
imposta pela caquexia.     
 
Palavras-chave: Caquexia. Tecido adiposo branco. Inflamação. Microbiota. Inflamassoma. 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

NEVES, R X. das  Cancer cachexia inflammation and metabolic: 
contribution of adipocyte, of the liver and modulation by intestinal 
microbiota. 2016. p. 109. PhD Thesis (Tissue and Celular Biology) - Instituto 
de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2016. 

 
Cancer-cachexia is a complex syndrome characterized by decreased body weight, depletion of 
fat stores, decreased muscle mass, anorexia, asthenia and metabolic disorders. Employing 
animal models, we studied the role of adipocytes and liver inflammation and what would be 
the role of microbiota along the progression of cachexia associated with cancer. The main 
aspects evaluated were inflammation, modulation of NF-κB and the inflammasome, and 
importance of the microbiota during the progression of cachexia. To asses the contribution of 
adipocytes and the liver. Eight weeks-old male rats, divided into two main groups: i) control; 
ii) tumor were studied. The latter was divided into 2 groups: a) 7º. and b) 14º. day after tumor 
cell inoculation Walker 256, which was injected subcutaneously (2 × 107 cells in 1.0 mL). To 
assess microbial relevance during the development of cachexia, C57BL/6 conventional mice 
and Germ Free 8-10 weeks, were studied and divided into four groups: i) Conventional 
control; ii) Germ Free control; iii) Conventional tumor; iv) Germ Free tumor. The tumor cell 
linage employed in this model was the Lewis Lung Carcinoma (LLC), which was injected 
subcutaneously (4 × 106 cells in 0.2 mL). Adipocytes isolated from white adipose tissue 
mesentericTAB, mesenteric and the liver, showed inflammasome active in the terminal phase 
of cachexia, when an increase in expression of cleaved IL-1β protein was observed. As for the 
relationship of the microbiota with cachexia, the establishment of the syndrome was quickly 
in the Germ Free mice, as lipolysis was more active in epididymal adipose tissue compared to 
conventional tumor mice. In conclusion, adipocytes isolated from the mesenteric depot and 
liver seem to play a relevant role in the establishment of inflammation, through the activation 
of the NF-κB and inflammasome pathways. Microbiota integrity seems to be essential for 
preventing adipose tissue of lipolysis generated by cancer-cachexia. 

 

Keywords: Cachexia. White adipose tissue. Inflammation. Microbiota. Inflammasome. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 Apresentação da tese 

A tese está elaborada em dois capítulos. O primeiro é composto por resultados 

realizados no Brasil, sob a orientação da Professora Dra. Marília Seelaender; parte desses 

resultados publicamos em artigo (Anexo-1) (Journal of Cachexia, Sarcopenia and Muscle - 

White adipose tissue cells and the progression of cachexia: Inflammatory pathways); da outra 

parte dos resultados, escrevemos um segundo artigo “Cachexia causes time-dependent 

activation of the inflammasome in the liver”, que foi enviado para publicação. O segundo 

capítulo da tese é composto por resultados obtidos nos Estados Unidos da América, em 

colaboração com o Professor M. D. Giorgio Trinchieri, atualmente, diretor do programa 

“Cancer and inflammation Program” no “National Health Institute” (NCI-NIH). Nesse estudo, 

abordamos a modulação exercida pela microbiota ao longo da progressão da caquexia 

associada ao câncer com enfoque no tecido adiposo. 

Parte I  

1.2 Caquexia associada ao câncer  

A palavra caquexia tem origem grega: “kakos” significa má e “hexis” significa 

condição (TISDALE, 1997). Este quadro foi descrito há mais de 2.000 anos, sendo evidente 

em alguns tipos de cânceres, não estando, contudo, restrito somente a essa doença. A caquexia 

aparece associada à síndrome da imunedeficiência adquirida (AIDS), aos grandes traumas, às 

moléstias digestivas, à insuficiência renal, à doença respiratória, à artrite reumatoide, à 

insuficiência cardíaca, entre outras (TISDALE, 1997; TODOROV et al., 1996; ZEYDA e 

STULNIG, 2007). 

Trata-se de uma síndrome de etiologia complexa e causa desconhecida, que está 

associada à redução de efeitos terapêuticos, como quimioterapia e radioterapia, e à qualidade 

de vida (ARGILÉS et al., 2010; TISDALE et al., 1996). Os principais sintomas são 

diminuição do peso corporal, com depleção do TAB e do músculo estriado esquelético, além 

da redução do apetite e da albumina sérica, aumento dos níveis de citocinas inflamatórias, 

alterações do perfil lipídico e incremento constante da proteína C-reativa no soro (EVANS et 

al., 2008; TISDALE, 1997). 
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Recentemente, propôs-se que a síndrome da caquexia seja dividida em três estágios 

(pré-caquexia, caquexia e caquexia refratária); o primeiro estágio é descrito por alterações 

metabólicas e redução da massa corporal (<5%), enquanto, no segundo estágio, o paciente é 

diagnosticado com redução de 5% ou mais da massa corporal, seguido por anorexia e 

inflamação sistêmica. No último estágio, o paciente não responde mais aos tratamentos 

anticâncer e a expectativa de vida não excede mais que 3 meses (FEARON et al., 2011; 

MUSCARITOLI et al., 2010). A figura 1 explica como são definidas as fases da caquexia. 

  
Figura 1-  Estágios da Caquexia associada ao câncer. Fonte: Consenso Brasileiro de Caquexia e 
Anorexia (2011). 

A redução da massa corpórea é considerada como o principal marcador clínico para a 

caquexia. No entanto, para o diagnóstico mais preciso, outros sinais devem ser considerados, 

tais como marcadores bioquímicos plasmáticos (hipertrigliceremia, hipercolesterolemia e 

aumento de citocinas pró-inflamatórias), anorexia e anemia (ARGILÉS; ALVAREZ; LÓPEZ-

SORIANO, 1997; FEARON; MOSES, 2002; INUI, 2002). Sugere-se, ainda, que a caquexia 

esteja relacionada com o consumo e o gasto de energia, pois pacientes com câncer relatam 

saciedade durante o desenvolvimento da caquexia, diminuindo seu consumo energético 

(TISDALE, 1997). Em modelos animais de caquexia induzida por tumor, em geral, os 

animais tornam-se anoréxicos somente no período terminal (BING; TRAYHURN, 2008). 

Entretanto, a perda de massa corporal de animais caquéticos não pode ser explicada somente 

pela redução do apetite (BING et al., 2000).      

Muitos pesquisadores propõem que, na etiologia e na progressão do quadro de 

caquexia (ARGILÉS et al., 2003, 2005), há desequilíbrio homeostático de fatores pró-

caquéticos no organismo (fator de necrose tumoral-α – TNF-α; interleucina-6 – IL-6; 

interleucina-1 – IL-1β, interferon-γ – INF-γ; fator neurotrófico ciliar; fator inibitório de 

leucemia) e anticaquéticos (receptor solúvel de TNF-α – sTNFR; receptor solúvel de IL-6 – 

sIL-6R; receptor antagonista da IL-1 – IL-1ra; IL-4; IL-10; IL-15), em concomitância à 

presença de produtos secretados pelo tumor. Entre estes, estão o Fator Mobilizador de 
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Lipídios (LMF), que atua na lipólise do tecido adiposo branco, e o Fator Indutor de Proteólise 

(PIF), que gera a degradação proteica exacerbada. Consequentemente, tanto o organismo 

hospedeiro como o tumor contribuem para a progressão da síndrome (TISDALE, 2005).  

1.3 Caquexia e resposta do organismo  

Como visto, a relação do hospedeiro e do tumor na progressão da caquexia associada 

ao câncer pressupõe que os vários compartimentos do organismo não são apenas alvos da 

síndrome, mas sim importantes contribuintes para sua progressão. Um compartimento em 

especial parece ter relevante papel: o tecido adiposo branco (TAB). Nos últimos anos, esse 

tecido tem sido associado à secreção de grande gama de peptídeos com propriedades 

inflamatórias (BATISTA, M. L. et al., 2012; NEVES et al., 2015).  

Atualmente, sabe-se que o TAB apresenta uma variedade de funções, tal como 

secreção de adipocinas, as quais podem influenciar diretamente o quadro da obesidade e 

conduzir ao quadro de diabete Melittus tipo 2 e/ou aterosclerose (SKURK et al., 2005).  

Tradicionalmente, o TAB era considerado apenas um sítio de estoque de lipídios e, 

consequentemente, de reserva energética. A partir de 2004, com a descoberta da leptina pelo 

grupo do Dr. Friedman, da Universidade Columbia de Nova York (ZHANG et al., 1994), e da 

adiponectina, em 1995 (SCHERER et al., 1995), ambas conhecidas como adipocinas, o TAB 

passou a ser considerado um órgão endócrino, com capacidade não só de secretar as 

adipocinas supracitadas, mas também de expressar resistina, TNF, IL-6, IL-10, IL-1b, IL-1a, 

entre outras diversas citocinas e quimiocinas (BERG; COMBS; SCHERER, 2002; BING et 

al., 2004). As adipocinas, além de regularem o metabolismo do adipócito, também possuem 

ação endócrina e auxiliam na regulação da homeostase energética e de diversos parâmetros 

fisiológicos (BERG; COMBS; SCHERER, 2002; BING et al., 2004). 

Em pacientes obesos, foi observado aumento na circulação sanguínea da proteína 

MCP-1 (proteína-1 quiomioatraente de monócito) (BRUUN et al., 2005). Este 

quiomioatraente tem como função recrutar monócitos para o sítio de inflamação. Em outro 

estudo, também realizado com pacientes obesos, verificou-se que o TAB era capaz de grande 

expressão do gene MCP-1 e que a mesma estava correlacionada positivamente com o 

aumento do número de macrófagos infiltrados no tecido (WEISBERG et al., 2003). 

A composição do TAB não é restrita às células adiposas, mas também inclui células 

imunológicas, que compõem a fração vascular estromal (FVE), além de nervos e vasos 

(HAUSMAN et al., 2001). A relevância e a proporção relativa dessas populações celulares 

são variáveis, de acordo com o sítio anatômico de depósito adiposo analisado 
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(DIGIROLAMO et al., 1998; DIGIROLAMO; FINE, 2001; HAUSMAN et al., 2001; 

HAUSMAN et al., 2003). Estudos publicados pelo nosso grupo, realizados em modelos 

animais, relatam diferenças entre os depósitos viscerais (características morfológicas e 

bioquímicas) durante a progressão da síndrome de caquexia (BATISTA, M. L., Jr. et al., 

2012; MACHADO; COSTA ROSA; SEELAENDER, 2004).  

Dois importantes processos no TAB durante a vigência da caquexia têm sido alvo de 

interesse: a lipólise e o browning. A lipólise é processo no qual enzimas denominadas 

lipolíticas “removem” ácidos graxos da gotícula lipídica por meio da quebra do triacilglicerol 

(LASS, 2011). As principais enzimas envolvidas nesse processo são a lipase do tecido 

adiposo (ATGL), a lipase hormônio sensível (HSL) e a lipase monoacilglicerol (MGL), que 

são estimuladas pela ligação de fatores a receptores de membrana, como o receptor 

adrenérgico beta, então fosforiladas e em sequência, ativadas, iniciando o processo de quebra 

do triacilglicerol em ácidos graxos livres. Por sua vez, o browning é um processo distinto, que 

induz o perfil de adipócitos marrom, com indução de proteínas típicas do mesmo, como UCP-

1, PGC-1α, PPARα, CIDEA, entre outros (PORPORATO, 2016). Ambos os processos estão 

relacionados com a redução do TAB na progressão da caquexia (AGUSTSSON et al., 2007; 

BING; TRAYHURN, 2009; KIR et al., 2016). 

Outro órgão com capacidade de induzir e manter a inflamação sistêmica durante o 

quadro de caquexia é o fígado (MARTIGNONI et al., 2009). O fígado é a maior glândula e o 

segundo maior órgão do corpo humano, apresentando papel importante no organismo, como 

órgão central no controle de vias metabólicas. O fígado age também como um depósito, 

armazenando água, ferro, cobre e as vitaminas A, D e complexo B (MADRIGAL-MATUTE; 

CUERVO, 2016). Uma das mais relevantes proteínas secretadas pelo fígado, na fisiologia, e 

cuja redução é marcador importante no diagnóstico de caquexia associada ao câncer, é a 

albumina (EVANS et al., 2008).  

Estudos têm mostrado que a redução da albumina está correlacionada com o 

surgimento da caquexia em pacientes com câncer (CAMARGO et al., 2015). Durante a 

caquexia associada ao câncer, o fígado contribui para progressão da doença, tornando-se 

incapaz de sanar o desequilíbrio energético imposto pelo ciclo de Cori frente à incapacidade 

hepática do organismo caquético em realizar processos oxidativos (SEELAENDER et al., 

1996). Ademais, o fígado, na vigência da síndrome, secreta fatores inflamatórios, como 

citocinas e eicosanoides (SEELAENDER et al., 1996; DUMAS et al., 2011; KAZANTZIS; 

SEELAENDER, 2005; MARTIGNONI et al., 2009; NARSALE et al., 2015).  
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As principais células presentes no fígado são hepatócitos, células epiteliais biliares, 

células sinusoidais e células do sistema imunológico. As células imunológicas são 

representadas, principalmente, pelos macrófagos residentes, conhecidos como células de 

Kupffer, que somam por volta de 10% do total de células hepáticas (SEELAENDER; 

KAZANTZIS; COSTA ROSA, 1999). De acordo com (MARTIGNONI et al., 2009), foi 

observado que a proteína CD68, uma proteína importante para reconhecimento das células da 

linhagem mieloide (macrófago, monócitos e células dendríticas), está aumentada no fígado de 

pacientes caquéticos associado ao câncer, comparado aos não caquéticos; tal achado esteve 

correlacionado com a maior agressividade do tumor. 

1.4 vias inflamatórias  

Uma vez que é incontestável, na literatura, que a caquexia esteja associada com a 

inflamação sistêmica crônica, iremos discutir as vias participantes no processo inflamatório 

durante o quadro de caquexia associada ao câncer.  

As citocinas, como TNFa, IL-6, IL-1beta, entre outras, apresentam indução de síntese 

através da atividade da via do Nuclear factor of Kappa light polypeptide gene enhancer in B-

cells 1 (NF-κB). Descrito em 1986 em linfócitos B, a via do fator de transcrição NF-κB está 

presente em muitas diferentes células do organismo, não estando restrita somente às células 

do sistema imunológico (BAEUERLE; BALTIMORE, 1996). Muitos estudos têm relatado a 

superativação da via em doenças como obesidade, diabetes e câncer (BATISTA, M. L. et al., 

2012; NEVES et al., 2015; RIUS et al., 2008; YIN, PENG, et al., 2014). 

O complexo proteico NF-κB é composto por 5 proteínas: p65 (RelA), p50, p52, c-Rel 

e RelB (RIUS et al., 2008). O homo ou heterodímero deixa o citoplasma, em direção ao 

núcleo, onde se liga em região alvo no DNA. A forma mais estudada de ligação ao DNA é o 

heterodímero p65-p50, que desencadeia a síntese de citocinas ou quimiocinas pró-

inflamatórias (BAEUERLE; BALTIMORE, 1996; MOHAMED; MCFADDEN, 2009; 

WANG; CASSIDY, 2003). No entanto, um estudo mostra que o heterodímero p50-p52, ao 

ligar-se ao DNA no mesmo sítio de ligação do heterodímero p65-p50, é capaz de inibir a 

atividade do mesmo (NOLAN et al., 1993). As proteínas p50 e p52 são sintetizadas como 

moléculas precursoras inativas, p100 e p105, respectivamente (NOLAN et al., 1993). 

A translocação do heterodímero p65-p50 do citoplasma para o núcleo ocorre quando o 

complexo inibitório ligado ao heterodímero no citoplasma é fosforilado, consequentemente 

recebendo a adição de ubiquitina e sendo conduzido à degradação no proteassomo 26S 

(MAGNANI et al., 2000). O complexo inibitório é formado pela família do nuclear factor of 
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kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor (IκBα, β e ε) e é fosforilado pela 

quinase Chuk conservada hélice-laço-hélice de quinase ubíqua (IKK), quando um estímulo é 

transduzido a ele (BATISTA, M. L. et al., 2012; MAGNANI et al., 2000). 

O estímulo para a ativação da via do NF-κB pode ser por fator extra ou intracelular. 

Os receptores da família Toll like receptor (TLR) podem desencadear essa ativação 

(MITCHELL; VARGAS; HOFFMANN, 2016). Por exemplo: o TLR4, ao receber a ligação 

de lipossacarídeo em sua porção extracelular, gera sinais intracelulares que desencadeiam a 

ativação de segundos mensageiros, TNF receptor associated factor (TRAF6) e Myeloid 

differentiation primary response gene 88 (MYD88); em seguida, a mensagem é transduzida à 

quinase  inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase (IKK) e, consequentemente, ocorre a 

liberação do heterodímero p65-p50 para translocação nuclear e ligação no DNA 

(MITCHELL; VARGAS; HOFFMANN, 2016; VERSTREPEN et al., 2008;). No entanto, o 

estímulo pode ocorrer também por ativação intracelular; por exemplo, os TLR7 e 9, quando 

estimulados por RNA ou DNA viral, respectivamente, induzem segundos mensageiros da via 

de ativação do TLR4, como o recrutamento das proteínas, TRAF6 e MYD88, ativadoras da 

quinase IKK (BERNARD; O'NEILL, 2013; KRIEG, 2002; SUZUKI; SAITO, 2006).   

Estudos em pacientes obesos mostram aumento da atividade da via do NF-κB em 

tecido adiposo e, consequentemente, inflamação local (GUILHERME et al., 2008). Nosso 

grupo tem relatado que a atividade da via do NF-κB, no tecido adiposo branco de pacientes 

caquéticos associados ao câncer ou em células adiposas isoladas de ratos com caquexia, 

apresenta-se elevada (BATISTA, M. L. et al., 2012; BATISTA et al., 2013; CAMARGO et 

al., 2015; NEVES et al., 2015). 

Recentemente, foi descrita uma família de receptores da imunidade inata que tem 

ganhado muita atenção no estudo das doenças inflamatórias. Trata-se da família do complexo 

inflamassoma, conhecida como Nod Like Receptors (NLR), pois algumas citocinas 

necessitam, além da transcrição e da tradução, passar por passo de ativação, por meio da 

clivagem em regiões específicas, permitindo-lhes desenvolver sua capacidade de modulação 

biológica (JO et al., 2016; LAPPAS, 2014). A clivagem das citocinas, por exemplo, de IL-1β 

e IL-18, somente ocorre quando o complexo do inflamassoma é ativo (JO et al., 2016). 

Diferentemente dos receptores TLR, os NLR consistem em proteínas solúveis que são 

encontradas no citoplasma e sinalizam em resposta a patógenos intracelulares (GUO; 

CALLAWAY; TING, 2015). 

O inflamassoma é composto por dois compartimentos proteicos, o NOD-like receptor 

(NLR) family (NLRP1, NLRP2, NLRP3, NLRP6, NLRC4, and NLRP12) e o  haematopoietic 
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interferon-inducible nuclear antigens domain-containing protein (PYHIN) family 

(SCHRODER; TSCHOPP, 2010). Sua principal função é ativar as citocinas inflamatórias pré-

maduras, IL-1β e IL-18, nas formas maduras. Após a ativação, as mesmas são secretadas, 

tanto local quanto sistemicamente (LAPPAS, 2014; LATZ, 2010).  

Entre as proteínas do complexo inflamassoma, o NLRP3 é o mais bem estudado, 

devido à sua associação com importantes doenças metabólicas e inflamatórias crônicas, tais 

como Alzheimer, diabetes e obesidade (WEN; TING; O'NEILL, 2012). Considera-se que a 

ativação do NLRP3 seja gerada por perturbações no citoplasma, que podem ser causadas por 

pathogen-associated molecular patterns (PAMP), tais como LPS, RNA bacteriano e viral, ou 

por damage-associated molecular patterns (DAMP), tais como ATP extracelular, cristais de 

ácido úrico ou de colesterol, hiperglicemia, amianto, sílica, asbesto e radiação UV 

(MARTINON; MAYOR; TSCHOPP, 2009). Em estudos realizados com modelos knockout 

tanto para NLPR3 quanto para Caspase-1, os camundongos mostraram-se resistentes a 

desenvolver obesidade e resistência à insulina, quando submetidos à dieta rica em gordura 

(STIENSTRA et al., 2010; VANDANMAGSAR et al., 2011). 

A figura 2 ilustra os passos de ativação da via do NF-κB e do inflamassoma 

na produção de IL-1β total (pré-madura) e sua ativação (madura).    

 
Figura 2- Ligação e subsequente ativação da via do inflamassoma por amiloide e agregado de proteínas mal 
formadas. 
Nota fonte: Disease-associated amyloid and misfolded protein aggregates activate the inflammasome Seth L. 
Masters & Luke A.J. O’Neill. Trends in Molecular Medicine. Volume 17, Issue 5, May 2011, Pages 276–282. 
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Parte II  

1.5 A microbiota na caquexia associada ao câncer  

O trato gastrointestinal (TGI) pode ser considerado um ecossistema extremamente 

complexo, sendo composto por grande diversidade de espécie que apresentam diferentes 

funções no hospedeiro humano. No entanto, a microbiota não está presente somente no TGI, 

ela pode ser encontrada também nas cavidades oral e nasal, além de cabelo, olhos, vagina, 

pulmão, pele, pavilhão auricular, etc. (PENDERS et al., 2006). A microbiota do TGI é a mais 

amplamente estudada, devido à importância no papel de proteção, ao constituir-se como 

importante barreira contra micro-organismo patogênicos, ao participar do metabolismo de 

carboidratos, ao produzir nutrientes e, ainda, ao estar diretamente envolvida na modulação do 

sistema imune (BÖRNIGEN et al., 2013; MARCOBAL et al., 2013). A microbiota é 

composta por cepas de bactérias, podendo ser consideradas saudáveis (simbióticas) ou 

patogênicas (disbióticas) (PENDERS et al., 2006). 

O microbioma é o meio ambiente ocupado pela microbiota no qual encontramos 

produtos e metabólitos produzidos pela mesma, como também produtos e metabólitos 

produzidos pelo hospedeiro (WHITESIDE et al., 2015). O microbioma é extremamente 

sensível a influências externas, sendo facilmente modulado. Estudo mostra que o tratamento 

com antibióticos afeta mais de 87% dos metabólitos produzidos e desestabiliza importantes 

vias na fisiologia do hospedeiro (CANI et al., 2008). 

Tradicionalmente, é largamente aceito que o desenvolvimento da microbiota intestinal 

tem início no parto; por isso, aqueles indivíduos que nasceram de parto normal apresentam 

microbiota diferente dos que nasceram por cesariana (BRUMBAUGH et al., 2016). As 

primeiras bactérias que colonizam o intestino do recém-nascido são aquelas provenientes do 

canal vaginal e do períneo da mãe; a maioria dessas bactérias é anaeróbia, diferentemente do 

encontrado nos partos realizados por cesáreas, nos quais a microbiota é caracterizada por 

microrganismos aerófilos, provenientes do ambiente e dos profissionais da área de saúde 

(BRUMBAUGH et al., 2016; MUELLER et al., 2016). 

 Na microbiota do recém-nascido sob aleitamento materno, há grande predomínio de 

bifidobactérias e lactobacilos (> 90%), havendo pequena quantidade de espécies bacterianas 

potencialmente patogênicas (ANDREAS; KAMPMANN; MEHRING LE-DOARE, 2015). O 

leite humano é um dos principais fatores para a iniciação e o desenvolvimento da microbiota 

intestinal, por representar uma fonte contínua de substrato aos microrganismos por várias 

semanas após o nascimento. Além desse benefício, o leite humano contém prebióticos que 
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auxiliam no crescimento de grupos, selecionados de bactérias consideradas saudáveis 

(ANDREAS; KAMPMANN; MEHRING LE-DOARE, 2015; LIU et al., 2016). 

Apesar de a microbiota ser considerada madura quando a criança atinge os seus 8-10 

anos, ela ainda pode ser alterada por fatores externos, como alimentação, doenças, meio 

ambiente, etc. (ACTIS, 2014; TLASKALOVÁ-HOGENOVÁ et al., 2004;). A microbiota de 

animais transgênicos (ob/ob) com capacidade de desenvolver obesidade apresenta-se diferente 

daquela de animais controles (RABOT et al., 2010). Estudos, realizados com camundongos 

wild type submetidos à dieta rica em lipídeos, mostraram composição da microbiota diferente 

de quando se iniciou a dieta (RABOT et al., 2010). Para enfatizar o quanto a microbiota é 

essencial para o desencadeamento da obesidade, foi realizado um estudo em que animais 

livres da microbiota submetidos à mesma dieta rica em lipídeos não apresentaram sobrepeso 

após 16 semanas de tratamento indutor da doença, enquanto o controle ganhava peso a cada 

semana (DING et al., 2010). 

A relação entre microbiota e doença não acontece somente na obesidade, mas também, 

por exemplo, no desenvolvimento do diabetes (TLASKALOVÁ-HOGENOVÁ et al., 2004). 

Camundongos livres de microbiota apresentam melhor sensibilidade à insulina, tanto quando 

tratados com dieta normal, quanto quando tratados com dieta rica em lipídeos (RABOT et al., 

2010). A microbiota mostra-se também essencial no tratamento de câncer, pois um estudo 

recente mostrou que animais com câncer tratados com antibióticos não respondem ao 

tratamento quimioterápico (cisplatina), enquanto a redução da massa tumoral nos animais 

controle não é encontrada nos animais tratados com antibiótico (IIDA et al., 2013). 

Existem poucos estudos sobre a composição da microbiota em modelos de caquexia 

associada ao câncer; embora alguns estudos relatem que durante a progressão da caquexia 

acontecem alterações nas junções epiteliais da parede do intestino, permitindo a translocação 

bacteriana para o sangue e os órgãos específicos, como linfonodos (JIANG et al., 2014). 

Pouco se sabe sobre a participação dessas bactérias na contribuição ou na amenização da 

progressão do quadro de caquexia. Em pacientes com caquexia associada ao câncer 

gastrointestinal, relatou-se redução das proteínas ocludinas e claudinas presentes nas junções 

epiteliais e tal redução teve como consequência a maior permeabilização (JIANG et al., 

2014). Nesse mesmo estudo, foi verificado que os pacientes sem e com caquexia sofrem 

translocação bacteriana no soro e nos linfonodos mesentéricos; no entanto, nos pacientes 

caquéticos, essa translocação aconteceu em maior número e diversidade de bactérias. 

A microbiota está, assim, estreitamente relacionada com a modulação das células do 

sistema imune, podendo ativar ou inibir um grupo específico de linfócitos T regulatórios ou 
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até mesmo modular a ativação das células dendríticas (BENGMARK, 2013). Estudos 

realizados em pacientes caquéticos mostraram que, durante a translocação bacteriana, há 

aumento das citocinas pró-inflamatórias sérica, como IL-6, TNFa e IFNg, comparado aos 

indivíduos não caquéticos (VARIAN et al., 2016).   

O grande desafio no estudo da microbiota em pacientes caquéticos é restabelecer a 

simbiose como forma terapêutica no combate da caquexia, uma vez alterada durante a 

progressão do quadro. Como discutido, a translocação de bactérias em pacientes caquéticos 

está associada com o aumento de citocinas pró-inflamatórias séricas e, consequentemente, 

agrava o quadro. 

A hipótese desse estudo foi mostrar o papel de distintos compartimentos durante a 

progressão da caquexia associada ao câncer e vias inflamatórias, como a do NF-κB e a do 

inflamassoma, sendo, esta última, ainda não estudada em modelos de caquexia. 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

 

Atualmente, doenças cardiovasculares e câncer são as principais causas de morte no 

mundo. No câncer, a caquexia acomete 80% dos pacientes em estado terminal, sendo causa 

direta de morte entre 20-40 % dos mesmo e diminuindo a resposta ao tratamento quimio- e 

radioterápico. 

A caquexia é caraterizada pela progressiva perda de tecido muscular e adiposo, 

acompanhada pelo distúrbio do perfil bioquímico e a produção de citocinas pró-inflamatórias, 

tanto em pacientes com câncer quanto em modelos animais. Durante a progressão da caquexia 

há efetiva contribuição de compartimentos e orgãos, como TAB, fígado e entre outros na 

inflamação sistêmica e crônica. Frente a esses dados, surgiram-nos algumas dúvidas: 1) Existe 

heterogeneidade na capacidade inflamatória nos diferentes depósitos de TAB na progressão 

da caquexia? 2) Qual é a contribuição dos adipócitos per se para a inflamação do TAB? 3) 

Qual é contribuição do fígado nesse cenário? 4) Há contribuição do fígado? 5) qual é o papel 

da microbiota. Para responder essas questões, estudamos a progressão da caquexia no modelo 

animal utilizando o carcinossarcoma Walker 256 e o de Lewis Lung Carcinoma. 
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3 OBJETIVOS 

 

 

3.1 Geral 

Investigar qual é a contribuição dos adipócitos isolados do TAB de diferentes regiões 

anatômicas e do fígado para progressão do quadro de caquexia associada ao câncer e a 

relevância da microbiota intestinal na progressão da síndrome.  

 

3.2 Específicos 

- Caracterização do quadro de caquexia; 

- Analisar a expressão gênica e proteica das citocinas pró e anti-inflamatórias em células 

adiposas, tecido adiposo e fígado; 

- Verificar qualitativamente a infiltração de células imunes no fígado; 

- Avaliar proteínas e genes da via do NF-kB e a do inflamassoma nos adipócitos isolados e no 

fígado; 

- Correlacionar o conteúdo proteico de IL-1β do soro com o conteúdo das células adiposas e 

do fígado; 

- Determinar a importância da microbiota no quadro de caquexia, com enfoque nas alterações 

no tecido adiposo. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

4.1 Determinações gerais 

4.1.1 Animais 

O estudo foi realizado com 50 ratos machos (Rattus norvegicus albinus) da linhagem 

Wistar (230-250 g) não isogênicos, com 8 semanas de vida, obtidos no biotério central do 

Instituto de Ciências Biomédicas I (ICB I) da Universidade de São Paulo (USP), mantidos no 

biotério de experimentação do Departamento de Biologia Celular e do Desenvolvimento. 

Durante o experimento, os animais foram mantidos em gaiolas plásticas, em ambiente com 

temperatura entre 23 a 25 ºC e iluminação com ciclos de claro/escuro de 12/12 horas. O 

estudo encontra-se aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais (062/04CEEA). 

4.1.2 Desenho experimental 

Os animais foram divididos em dois grupos experimentais: (1) controle e (2) tumor. 

O grupo tumor foi subdividido, sendo o primeiro subgrupo denominado 7 dias (T7), 

constituído por animais sacrificados 7 dias após a inoculação; e o segundo, 14 dias (T14), 

sacrificados 14 dias após a inoculação. Um grupo controle sem tumor foi também atribuído a 

cada grupo experimental, para controle do ganho/perda de peso corporal e tecidual. 

4.1.3 Inoculação do tumor de Walker 256 

O tumor de Walker 256 foi inoculado subcutaneamente no flanco direito, em 

suspensão de 0.5 mL de solução salina 0,9% contendo 2 × 107 de células tumorais 

(MACHADO et al., 2004; SEELAENDER et al., 1996). As células do tumor Walker de 256 

foram retiradas de ratos mantidos para obtenção das células tumorais in vivo (MACHADO et 

al., 2004; SEELAENDER et al., 1996). 

4.1.4 Obtenção de soro e tecidos 

Todos os animais utilizados nos experimentos foram sacrificados por decapitação sem 

anestesia. O sangue dos animais foi coletado em tubos cônicos de 15 ml. O soro foi separado 

após a centrifugação das amostras em 2500 rpm por 15 minutos, à 4 ºC. Após o término da 

centrifugação, o soro foi armazenado à –80 ºC para posterior análise.  

Os tecidos foram extraídos imediatamente após o sacrifício e armazenados 

adequadamente de acordo com o protocolo planejado. Para os protocolos de qPCR RT e 
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ELISA os tecidos foram colocados rapidamente em nitrogênio líquido e estocados à -80 °C. 

Tecidos para análise histológica foram colocados diretamente em meio de criopreservação 

OCT (Sakura Finetek Japan Co., Ltd., Tokyo, Japan), congelados em nitrogênio líquido e 

estocados à -20 ºC. No entanto, para isolamento das células adiposas os tecidos foram lavados 

previamente em salina e disposto em tampão específico ao protocolo, item 4.4.  

4.2 Análises bioquímicas 

4.2.1 Determinações plasmáticas 

A determinação da concentração de triglicerídeos e HDL-colesterol foi realizada com 

o auxílio de kits comerciais colorimétricos Labtest®
, enquanto que para a determinação dos 

ácidos graxos livres (NEFA) adotou-se o kit Wako Chemicals (USA) e para glicerol, o 

Sigma-Aldricht (Switzerland).  

4.3 Análise histológica 

4.3.1 Obtenção e processamento do tecido 

As amostras de fígado foram colocadas em cassetes de plástico, montados com meio 

de criopreservação OCT (Sakura Finetek Japan Co., Ltd., Tokyo, Japan), congelados em 

nitrogênio líquido a -170 ºC. Cortes de 7 µm de espessura foram fixados em metanol/acetona 

(1:1) e permeabilizados com 0,02% tween 20 in PBS (PBS-T). Uma lâmina de cada animal 

foi corada com Hematoxilina e Eosina (H&E) para uma avaliação histológica prévia do 

fígado. A outra lâmina das mesmas amostras foi fixada, permeabilizada, bloqueada com 5% 

de soro de cabra em PBS-T; e após 1h, os cortes foram incubados com anticorpos CD68 

1:200 (Abcam, ab 31630, rabbit) overnight a 4 °C, para detectar macrófagos. Para observação 

adotou-se o anticorpo secundário conjugado com Biotina 1/500 (goat anti-rabbit IgG H&L 

ab97049), Kit ABC para uma maior intensidade de quimiluminescência (Vector Laboratories) 

e por fim, o DAB3,3-diaminobenzidine (Sigma, St. Louis, MO). Os cortes foram contra-

corados com Hematoxilina.	  	  

	  Os cortes foram digitalizados com aumento de 40 x. As imagens foram obtidas 

utilizando um microscópio óptico Leica, modelo DMLP, com câmera CCD LG, modelo GC-

415N-MD. 

4.4 Isolamento de células adiposas  

Os diferentes tecidos adiposos foram extraídos e lavados em salina estéril 0,9%. As 

amostras (0,8 g) foram colocadas imediatamente em meio de digestão DMEM (Sigma-
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D5671), albumina 5% e colagenase do tipo I 2 mg/mL (Life-Technologies 17100-017), por 60 

min a 37 ºC. O resultado da digestão foi filtrado utilizando um filtro de nylon (250 µm) e 

centrifugado por 1 min, a 500 rpm, à temperatura ambiente. A camada de adipócitos maduros 

dos diferentes depósitos, Mesentérico (MEa). Retroperitoneal (RPa) e Epididimal (Ea), 

presente no sobrenadante, foram retirados e lavados em salina estéril 0.9% e estocados à -80 

ºC para análises de qPCR RT, Western blot e ELISA.  

4.5 Análise da expressão gênica por qPCR RT  

4.5.1 Extração do RNA total  

O RNA total foi isolado de tecido do TAB (300 mg), do fígado (50 mg) e das células 

adiposas, utilizando o reagente TRIzol®, como no protocolo fornecido pelo fabricante 

(InvitrogenTM). A integridade do RNA foi verificada por eletroforese, usando 2,2 M 

formaldeído e gel de agarose a 1,5%, corado com brometo de etídio. A concentração do RNA 

foi determinada medindo-se a absorção ótica da amostra no comprimento de onda de 260/280 

nm.  

4.5.2 Reação de transcrição reversa (RT) 

As amostras de RNA foram transcritas para cDNA em termociclador (Techne, 

Cambridge, UK). Para síntese do cDNA foi utilizado 1 µg de RNA total de cada amostra e o 

kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Invitrogen no. 4375575) com o volume final 

de 20 µl.  A transcrição reversa foi efetuada em um ciclo único, cujas etapas foram: i) 10 

minutos a 25 °C; ii) 120 minutos a 37 °C; iii) 5 segundos a 85 ºC; e iv) termina a 4 °C. A 

amostra de cDNA obtida foi estocada a -20 °C, até que fosse realizado o experimento. 

4.5.3 Seleção dos primers 

Os primers foram sintetizados pela IDT (Integrated DNA Technologies). Para 

determinar a sequência do primer utilizou-se o Genbank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/). A seguir, utilizando o software spidey (disponível 

on-line em www.ncbi.nlm.nih.gov/spidey/) e o alinhamento, eliminou-se os íntrons do gene 

alvo. Com isto o software apresenta apenas os éxons do gene alvo, e com o software primer 3 

(disponível on-line no site www.genome.wi.mit.edu), selecionamos os candidatos a primer de 

acordo com os seguintes critérios: i) comprimento entre 18 e 24 bp; ii) Tm entre 58 e 62 °C; 

iii) comprimento do produto amplificado entre 80 a 120 bp; e iv) as sequências Forward e 

Reverse nunca devem sair do mesmo éxon. Para determinar a especificidades do primer, as 

sequências foram comparadas com o Genbank usando o programa Blast (disponível em 
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www.ncbi.nim.gov). Candidatos a primer que mostraram alta identidade somente com o gene 

alvo foram os escolhidos. 

Tabela 1- Lista de Primers 

Genes (Espécie)            Sequências 5`      3`  

Il-6 (Rattus norvegicus) 
(NM 012589.2) 

Fw: GAA GCT GAA GAC CCT CTG GA 
Rev: TAA GCC TCG GAC TTG TGA AGT GGT 

Il-10 (Rattus norvegicus) 
(NM 012854.2) 

Fw: AAG GCA TTC TTC ACC TGC TC 
Rev: CCA AGC TGA GAA CCA AGA CC 

Tnf-α (Rattus norvegicus) 
(NM 012675.3) 

Fw: ATC ACT CCA AAG TGC AGC AG 
Rev: CTC TCT CCC CTG GAA AGG AC 

p50 (Rattus norvegicus) 
(NM 001276711.1) 

Fw: AGG TCC AGA AAG ATG ACA TCC A 
Rev: CAA TGG CAA ACT GTC TGT GAA 

p65 (Rattus norvegicus) 
(NM 199267.2) 

Fw: ATG CAT CCA CAG CTT CCA G 
Rev: TGC TCC TCT ATG GGA ACT TGA 

Tlr4 (Rattus norvegicus) 
(NM 019178.1) 

Fw: TCT AAA TGC CAA CTG GAA CAG A 
Rev: ATG GGA TGG ATC CAG AAA CA 

Myd88 (Rattus norvegicus) 
(NM 198130.1) 

Fw: GCG AGC TCA TTG AGA AAA GG 
Rev: ACA CCT GGA GAC AGG CTG A 

Traf6 (Rattus norvegicus) 
(NM 001107754.2) 

Fw: AAG TCC ATA AGG GAT GCA GGT 
Rev: TCG CTT TGC AAA ATT GTC AG 

Ikk-α (Rattus norvegicus) 
(NM 001107588.1) 

Fw: TCA AGA TGT TGG TGG GAA GAT A 
Rev: CTC TGG GGC CAA ATA CTG TAA 

Nlrp1 (Rattus norvegicus) 
(NM 001145755.2) 

Fw: GCT TCA GCC CCC AAA GAT 
Rev: TTG TCC AAG AGA GGG TCC AC  

Nlrp3 (Rattus norvegicus) 
(NM 001191642.1) 

Fw: GCT GAA CTT GAG CAA CAA CG 
Rev: CAC CCA ACT GTA GGC TCT GC 

Tlr2 (Rattus norvegicus) 
(NM 198769.2) 

Fw: TTT GAT CAC TGC ACC CTC AA 
Rev: ATG TGC AGG CTC CGT ATT GT 

Hif1a (Rattus norvegicus)        
(NM 024359.1 ) 

Fw: CAA CTG CCA CCA CTG ATG A 
Rev: GGG TAG AAG GTG GAG ATG C 

Caspase1 (Rattus norvegicus)          
(NM 012762.2) 

Fw: ACA TCT TTC TCC GAG GGT TG 
Rev: CAC CTC TTT CAC CAT CTC CAG 

Rpl19 (Rattus norvegicus) 
(NM 031103.1) 

Fw: GAG GGA CGC TTC ATT TCT TG 
Rev: CAT GGA GCA CAT CCA CAA AC 

Rpl27 (Rattus norvegicus) 
(NM 022514.1) 

Fw: CCT CAT GCC CAC AAG GTA CT  
Rev: CTG TCT TGT ATC GCT CCT CAA A 
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4.5.4 Reação em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR)  

A expressão dos genes (Tabela 1) foi quantificada por qPCR RT, método descrito por 

(KUBISTA; et al., 2006), utilizando o aparelho QuantStudio™ 12K Flex (Applied 

Biosystems) e SYBER Green 2x como marcador de fluorescência (Invitrogen, USA). Para 

reação foi utilizado 2 µl de cDNA da amostra para um volume final de 10 µl. A concentração 

de cDNA foi de 10 ng por amostra e  foi utilizado um intervalo de 200-800 nM de acordo 

com o primer, utilizando 5 µl do mix  SYBER Green 2 x (4309155, Applied Biosystems), que 

contem dNTP Tampão de reação, Taq DNA polimerase SYBER green 2 x. A reação ocorreu 

do seguinte modo: primeiramente, um ciclo de 50 ºC por 2 minutos e 95 ºC por 10 minutos; 

seguido de 40 ciclos de amplificação: i- a desnaturação a 95 ºC por 15 segundos, ii- 

anelamento a 63 ºC por 60 segundos e iii- extensão a 72 ºC, por 2 minutos.  

Os dados obtidos foram expressos como um limiar de ciclagem (Ct) que representa 

uma linha de base de detecção de fluorescência, correspondente à fase exponencial. 

Baseando-se no Ct obtido, estimamos a quantidade inicial de cDNA aplicado nas diferentes 

amostras. Assim o valor do Ct está correlacionado com os níveis de mRNA utilizado na 

reação (Heid, 1996). A expressão gênica foi determinada através da fórmula: 2-ΔΔCt, descrita 

por K. Livak no Manual do usuário do Biosystem Sequence Detector Bulletin 2, onde ΔΔCt = 

[Ct alvo (amostra Tumor) – Ct controle interno (mesma amostra)] – [Ct alvo (amostra 

controle) – controle interno (mesma amostra)]. Os resultados foram expressos com base na 

relação do mRNA de cada gene de interesse, relativizado com o conteúdo de mRNA do 

controle interno. 

4.6 Análise da expressão protéica –  (Western blot) 

4.6.1 extração proteica   

As células adiposas e o fígado foram homogeneizados em tampão RIPA (Radio 

Immuno Precipitation Assay Buffer) 50 mM Tris, pH 7.4, 150mM de NaCL, 5 mM de EDTA, 

0,1% de SDS, 0,5% de Deoxiglicolato, 1% de Triton X-100 com o coquetel de inibidor de 

proteases e fosfatase (Roche®, Brasil). Após a homogeneização a solução foi centrifugada em 

14000 rpm por 30 minutos a 4 ºC, a fração rica em proteína foi removida para fígado a 

sobrenadante enquanto para adipócitos e TAB a intermediaria todas foram coletadas e 

estocadas a -20 ºC para posteriores análises. 
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4.6.2 Eletroforese SDS-PAGE  

 A dosagem de proteína foi realizada conforme o método descrito no BCA kit para 

quantificação de proteína (Pierce, IL, USA) utilizando-se albumina como referência. As 

proteínas forram desnaturadas através do calor (95 ºC por 10 minutos), em tampão de amostra 

(Laemmil 4 x) 4% SDS, 20% Glicerol, Tris-HCL 0,125 M pH 6,8, DTT 0,2 M e 0,02% Azul 

de bromofenol. Após esse procedimento, o volume equivalente a 30-70 µg de proteínas das 

amostras e 5µL do padrão de peso molecular (BioRad) foram aplicados ao gel de 

poliacrilamida (5% para retenção e 10% Tricina SDS–PAGE para separação das proteínas) e 

as proteínas foram separadas por eletroforese por cerca de 1 horas e 20 minutos, a 110V. 

4.6.3 Transferência 

As proteínas das amostras separadas no gel de eletroforese foram transferidas para a 

membrana de PVDF (Hybondo X-tra®, Amersham) utilizando o método semi seco à 25 V por 

40 min (Trans-Blot Turbo Blotting System, Bio-Rad, USA) com a solução de transferência, 

20 mM Tris, 150 mM Glicina e 10% Metanol. Ao final da eletro-transferência, cada 

membrana foi lavada em PBS-T, rapidamente corada com vermelho de ponceau e descorada 

com água destilada e PBS-T. 

4.6.4 Bloqueio e incubação 

 As membranas foram incubadas por 1 hora com 5% de leite em pó desnatado em 

PBS-T para bloqueio dos sítios antigênicos inespecíficos. Decorrido este período, as 

membranas foram lavadas com PBS-T e incubadas (overnight), sob agitação (agitador orbital, 

Red Rotor, Hoefer) em solução de anticorpos para anti-IL-1β (Santa Cruz, SC-1251, Goat), 

p65 (Cell Signalling, C22B4, Rabbit), Myd88 (Santa cruz, SC-11356, Goat), TNFr1 (Santa 

Cruz, SC-1070, Mouse), p50 (Santa Cruz, SC-8414, Rabbit), Gapdh (Sigma, G9545, Rabbit) 

pJNK (Cell Signalling, 9552, Rabbit) em 4 °C. Após este período, as membranas foram 

lavadas com PBS-T e incubadas com o anticorpo secundário (goat anti-rabbit IgG ou chiken 

anti-goat IgG) conjugado com peroxidase por 2 horas e após a incubação do secundário, foi 

realizada mais um lavagem com PBS-T e incubada por 3 minutos com ECL (Amersham, 

UK). 

4.6.5 Exposição e desenvolvimento do filme 

O desenvolvimento foi realizado em uma sala escura, sob luz vermelha e utilizando o 

kit de revelação e fixação (Kodak). O filme foi colocado acima da membrana por tempo 

determinado de acordo com o anticorpo, seguindo-se transferência para o revelador por um 
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minuto, depois passagem em água rapidamente e fixador, por 30 segundos. As bandas foram 

registradas após a obtenção de imagem em scanner (EPSON STYLUS CX3200). A intensidade 

das bandas foi quantificadas pelo software ImageJ®. 

4.7 Dosagem de citocinas por Enzyme-linked immune absorbent assay (ELISA) 

Para dosagem das citocinas foi utilizado o método (ELISA) de captura (ReD System, 

Inc., Minneapolis, USA). As amostras utilizadas foram as mesmas utilizadas para Western 

blot, provenientes dos diferentes grupos experimentais. Placas de 96 poços foram 

sensibilizadas com 100 µl de anticorpo monoclonal de acordo com a proteína especifica, IL-6 

(DY506), TNF-α (DY510), IL-10 (DY522) e IL-1β (DY501), e incubadas overnight à 4 °C. 

Após este período, os poços foram lavados por três vezes com o tampão para lavagem (0,05% 

Tween 20 em PBS pH 7,4). Posteriormente, as placas foram bloqueadas, para evitar ligações 

inespecíficas com 300 µl de solução de bloqueio (1% BSA em PBS, pH 7,4, 0,2 µm filtrado) 

e incubadas por uma hora em temperatura ambiente.  

Após o período, foi adicionado 100 µl da amostra por poço e dos padrões diluídos 

previamente em reagente de diluição. Para IL-6 o intervalo da concentração variou de 125–

8000 pg/ml, enquanto para o TNF-α, a IL-10 e a IL-1β o intervalo foi de 62,5–4000 pg/ml. 

Em dois poços foram colocados apenas o reagente de diluição para caracterização do branco. 

A placa foi incubada por 2 horas em temperatura ambiente. Em seguida, foram adicionados 

100 µl do anticorpo de detecção (Anticorpo anti-rato biotinilado), diluído previamente em 

reagente de diluição na concentração estabelecida, cobertos com fita adesiva e incubado por 2 

horas em temperatura ambiente. Posteriormente, foram adicionados 100 µl de Streptovidina-

HRP (1:250) por poço e incubados por 30 minutos em temperatura ambiente, evitando o 

contato direto com a luz. Por fim, foi adicionado a solução de substrato (mistura dos reagentes 

de cores A – H2O2  B – (Tetrametibenzidina), na diluição 1:1, por poços e incubado por 30 

minutos em temperatura ambiente, onde se evitou o contato direto com a luz. A reação foi 

interrompida com 50 µl da solução Stop (H2SO4 30%) por poço sob agitação lenta. A leitura 

foi realizada em leitor de ELISA (PowerWave TM, Bio-tek), utilizando-se filtro de 450 nm.    

4.8 Parte II - referente ao estudo da microbiota  

4.8.1 Animais 

O estudo foi realizado com aproximadamente 50 camundongos machos  da linhagem 

C57Bl/6, com 7-10 semanas de vida, obtidos no biotério do prédio 37 localizado no Campus 

NIH-Bethesda. Durante o experimento, os animais foram mantidos em gaiolas plásticas em 
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ambiente com temperatura entre 23 a 25 ºC e iluminação com ciclos de claro/escuro de 12/12 

horas. Os camundongos Germ Free foram obtidos do biotério somente para camundongos 

Germ Free  NCI-Frederick e mantidos durante todo o experimento e, no 17º dia após a 

inoculação das células tumorais, os animais foram enviados para o laboratório em Bethesda 

para eutanásia (LEI-003). 

4.8.2 Desenho experimental e implantação das células tumorais  

Os camundongos foram divididos em 4 grupos, (1) grupo Convencional Controle 

(Conv), (2) Convencional Tumor (Conv TB), (3) Germ Free (GF) e (4) Germ Free Tumor 

(GF). As células tumorais utilizadas para indução da caquexia associada ao câncer foram 

Lewis Lung Carcinoma (LLC), elas foram cultivadas e mantidas mantidas em garrafas de 

cultura à 37°C em uma atmosfera humidificada, a 5% de CO2 em meio especificado pela 

empresa ATTC. As células foram injetadas subcutâneamente no flanco direito dos 

camundongos 4 × 106 células viáveis diluídas em solução salina à 0,9%. Os animais controle 

receberam o mesmo volume de salina à 0,9%. A viabilidade celular foi avaliada por exclusão 

de Trypan Blue.   

4.8.3 Variação do peso corporal e obtenção dos tecidos 

Os animais foram pesados antes e 17 dias após inoculação das células tumorais. Todos 

os animais utilizados nos experimentos foram sacrificados por deslocamento cervical após 

serem anestesiados com O2. Os tecidos foram extraídos imediatamente após o sacrifício e 

armazenados adequadamente de acordo com o protocolo planejado. Para os protocolos de 

qPCR RT e Western Blot os tecidos foram colocados rapidamente em gelo seco 

aproximadamente -78 ºC e estocados à -80 °C. Tecidos para análise histológica foram 

colocados em Formalina por 24h, transferido para álcool 70% e armazenados em 4 ºC até o 

procedimento. Os tecidos extraídos foram gastrocnêmio, tecidos adiposos adiposos 

(retroperitoneal e epididimal) e fígado. 

4.9 Análise histológica 

4.9.1 Obtenção e processamento do tecido 

 Os fragmentos dos diferentes depósitos TAB armazenados em formalina, por 24h, a 

4°C, para a fixação. Os tecidos fixados foram então desidratados com concentrações 

crescentes de álcool: 70, 95 e 100%. Após a desidratação foram clareadas com banhos de xilol 

e finalmente, incrustadas (ou incluídas) em parafina Paraplast X-tra da SEM e emblocados em 

Tissue Cassetes da Fisher Scientific. As amostras foram cortadas no micrótomo rotatório R 
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Jung-Heidelberg. Cortes de 5 µm de espessura foram colocados sobre lâminas previamente 

cobertas com polilisina. 

4.9.2 Desparafinização/Hidratação  

Os cortes foram desparafinizados com 2 banhos sucessivos de 30 minutos de xilol. A 

seguir foram hidratados em e banhos de 5 minutos com concentrações decrescentes de álcool: 

100, 95 e 70 %, respectivamente, e, por fim, lavados em água destilada. 

4.9.3 Hematoxilina e Eosina (HeE) 

A coloração com HeE (Hematoxilina e Eosina) foi realizada após a desparafinização e 

hidratação das lâminas na seguinte sequência: i) 2 minutos com hematoxilina; e ii) 1 minuto 

com eosina.  Após o processo de coloração, a lâmina foi fechada com permonte.  

4.9.4 Imunohistoquímica 

Para a imunohistoquímica, as laminas foram bloqueadas com 5% de soro de cabra em 

PBS-T; após 1h, os cortes foram incubados com anticorpos UCP-1 1:200 (Cell Signaling, , 

rabbit) overnight a 4 °C. Para observação adotou-se o anticorpo secundário conjugado com 

Biotina 1/500 (goat anti-rabbit IgG H&L ab97049), Kit ABC para uma maior intensidade de 

quimiluminescência (Vector Laboratories) e por fim, o DAB3,3-diaminobenzidine (Sigma, St. 

Louis, MO). Os cortes foram contra-corados com Hematoxilina.	  	  

4.9.5 Análise das imagens 

Os cortes tanto em H&E quanto imunohistoquímica foram digitalizados com aumento 

de 20 x. As imagens foram obtidas utilizando um microscópio óptico Leica, modelo DMLP, 

com câmera CCD LG, modelo GC-415N-MD. 

4.10 qPCR RT e Western blot 

 Os procedimentos utilizados para as técnicas qPCR RT e Western blot foram as 

mesmas descritas nos subcapítulos 4.5 e 4.6 da tese. As sequências de Primers usadas para 

espécie camundongo foram: UCP1 Forward AGGCTTCCAGTACCATTAGG e Reverse 

CTGAGTGAGGCAAAGCTGATTT; PPARα Forward AGAGCCCCATCTGTCCTCTC e 

Reverse ACTGGTAGTCTGCAAAACCAAA; PGC-1α Forward 

CCCTGCCATTGTTAAGACC e Reverse TGCTGCTGTTCCTGTTTTC; PRDM16 Forward 

CAGCACGGTGAAGCCATTC e Reverse GCGTGCATCCGCTTGTG; Sirt-1 Forward 

GCTGACGACTTCGACGACG e Reverse TCGGTCAACAGGAGGTTGTCT. E os 

anticorpos usados foram: Anti-HSL (Cell Signalling, 4107, Rabbit); Anti-Phospho-HSL 



 

 

39 

Ser660 (Cell Signalling 4126, Rabbit); Antibody Anti-ATGL (Cell Signalling 2138, Rabbit); 

Anti-Phospho-HSL Ser565 (Cell Signalling 4137, Rabbit); Anti-Phospho-Adipose 

Triglyceride Lipase Ser406 (ab, 135093, Rabbit); Ati-Actin (Cell Signalling, 4970, Rabbit); 

anti secundário (Cell Signalling, goat anti-rabbit IgG) 

4.11 Análise estatística 

Os dados obtidos no Brasil, estão expressos como média e erro padrão da média. As 

diferenças relativas nos grupos de estudos (T0, T7 e T14) foram analisadas com software 

GraphPad5 (GraphPad, San Diego, CA, USA) e o nível de significância foi determinado pelo 

One-Way ANOVA seguido pelo pós-teste de Tukey para comparação entre os grupos. Para os 

resultados relacionados massa corporal e tecidual no grupo câncer (T7 e T14) e controle (C7 e 

C14) utilizamos two-way ANOVA, seguido pelo pós-teste de Tukey. O nível de significância 

estabelecido foi de p <0,05.   

Os resultados do estudo da microbiota, estão expressos como média e erro padrão da 

média. As diferenças relativas nos grupos de estudos (Conv, Conv TB, Germ Free e Germ 

Free TB) foram analisadas com software GraphPad5 (GraphPad, San Diego, CA, USA). O 

nível de significância foi determinado pelo two-way ANOVA, seguido pelo pós-teste de Tukey. 

O nível de significância estabelecido foi de p <0,05.   
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5 RESULTADOS 

 

 

5.1 Parâmetros de validação da caquexia 

Após 14 dias da inoculação das células tumorais, os animais apresentaram redução no 

peso corporal (10,6%; p<0,05) e na massa do TAB (42,5% em TAME e 40,2% em TARP; 

p<0,05) (Tabela 2), comparado aos animais do grupo controle de mesma idade. A caquexia 

terminal foi acompanhada pelo aumento da concentração de AGL, HDL e TG no plasma 

(Tabela 3).   

Tabela 2 - Peso corporal e dos tecidos dos grupos Controle (C) e Caquéticos (TB)  

NOTA: C: controle; TB: câncer-caquexia; MC-T: massa corporal – massa tumoral; MT: massa tumoral; TAME: 
tecido adiposo mesentérico; TEA: tecido adiposo epididimal; TARP: tecido adiposo retroperitoneal. Dados 
expressos em média ± erro padrão; n=5/grupo.  
 

Tabela 3 - Perfil lipídico durante a progressão da caquexia 

    T0  T7 T14 

Glicerol (mg/mL) 0,14 ± 0,09 0,09 ± 0,02 0,11 ± 0,04 

AGL (mE/mL) 0,75 ± 0,03 0,80 ± 0,03 1,25 ± 0,22* 

HDL (mg/dL) 43,73 ± 2,24 46,80 ± 4,54 52,12 ± 1,15# 

TG (mg/dL) 82,95 ± 5,38 114,81 ± 29,00 151,30 ± 50,18* 

NOTA: T0, T7 e T14: tempo em dias após a inoculação das células tumorais; AGL: ácido graxo livre; HDL: 
lipoproteína de alta densidade; TG: triacilglicerol. Dados expressos em média ± erro padrão; n=5/grupo. *p<0,05 
diferença entre os tempos; # p<0,05 em relação ao T0.  
 

5.2 Inflamação durante a caquexia associada ao câncer 

Tecido adiposo mesentérico: foi observado aumento na expressão gênica do Tnf-α 

(Figura 3-B) no T7, mantido até o T14 (p<0,05), quando comparado ao T0. O conteúdo 

proteico de Il-1β (Figura 3-G) se apresentou elevado no T14 (p<0,05) em relação ao T0.  

Tecido adiposo retroperitoneal: aumento da expressão dos genes de Il-6 e Tnf-α 

(Figuras 3-A e B) foi detectado somente no estágio final da caquexia (T14; p<0,05). Para o 

conteúdo proteico de Il-1β (Figura 3-G), verificamos aumento semelhante ao TAME (p<0,05; 

  Inicial     2-Way Anova p-values 

 T0 C7 TB7 C14 TB14 Tempo Tumor Tempo/Tu
mor 

MC-T (g) 220,8±18,4 264,4±21,4 247,8±17,8 285,4±19,7** 255,1±21,4* ns *p<0,05 **p<0,01 

MT (g)   4,4±2,53  12,05±6,43    

Fígado (g) 6,32±0,72  8,60±0,71 11,03±1,13 11,17±1,56* *p<0,05 ns ns 

TAME (g) 1,03±0,33 1,82±0,47 1,37±0,32 2,54±0,43**# 1,46±0,22&& #p<0,05 &&p<0,01 **p<0,01 

TEA (g) 1,52±0,38 2,15±0,34 2,04±0,41 3,46±0,40 2,83±0,45 ns ns ns 

TARP (g) 0,87±0,38 2,12±0,35 1,39±0,40 3,45±0,48** 2,06±0,46*# #p<0,05 *p<0,05 **p<0,01 
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T14); no entanto, embora a expressão gênica da citocina anti-inflamatória Il-10 (Figura 3-C) 

tenha sido elevada no T14 (p<0,05), seu conteúdo proteico (Figura 3-F) não apresentou 

diferença significativa.    

Tecido adiposo epididimal: neste tecido, a expressão das citocinas pró-inflamatórias 

Il-6 e Tnf-α (Figuras 3-A e B) estava aumentada somente no T14 (p<0,05). Ao mesmo tempo, 

houve aumento na expressão proteica de Tnf-α e Il-1β (Figuras 3-E e G) (p<0,05) quando 

comparado ao T0. Contudo, semelhantemente ao observado no TARP, a expressão gênica da 

citocina Il-10 (Figura 3-C) mostrou-se elevada no T7 e manteve-se assim até o T14, 

comparando-se tempos (p<0,05).  

 
Figura 3 -  Expressão gênica e proteica de citocinas inflamatórias no tecido adiposo branco durante a progressão 
da caquexia. A - expressão gênica de Il-6; B - expressão gênica de Tnf-α; C - expressão gênica de Il-10; D - 
expressão proteica de Il-6, E - expressão proteica de Tnf-α, F - expressão proteica de Il-10; G - expressão 
proteica de Il-1β. TAME: tecido adiposo mesentérico; TARP: tecido adiposo retroperitoneal; TAE: tecido 
adiposo epididimal; T0, T7 e T14: tempo em dias após a inoculação das células tumorais. Dados expressos em 
média ± erro padrão; n=5/grupo. *p<0,05 diferença entre os tempos; **p<0,01 diferença entre os tempos; 
#p<0,05 em relação ao T0.  
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5.3 Estudo dos adipócitos durante o desenvolvimento da caquexia associada ao câncer 

 O tecido adiposo é composto por diferentes tipos celulares, todos com grande 

potencial inflamatório. Assim, procuramos entender qual seria a relevância das células 

adiposas per se contribuindo na inflamação local e sistêmica ocasionada pela caquexia. 

 Adipócitos mesentéricos (MEa): nas células isoladas do tecido adiposo mesentérico 

(MEa), somente a expressão gênica da citocina Tnf-α (Figura 4-B) apresentou-se elevada no 

T14 (p<0,05) em relação aos demais tempos. Em adição, verificarmos aumento na expressão 

proteica de Il-6, Tnf-α, Il-10 e Il-1β (Figuras 4-D, E, F e G) no estágio terminal da caquexia 

(T14; p<0,05). O conteúdo proteico encontrado em MEa de IL-1β teve comportamento 

similar ao encontrado no TAME. Assim, especulamos que o aumento das outras citocinas, 

como Il-6, Tnf-α e Il-10, nos MEa foi insuficiente para afetar valores significativos em T14 

comparado a T0 no tecido total (TAME).    

 Adipócitos retroperitoneais (RPa): células adiposas isoladas do tecido adiposo 

retroperitoneal (RPa) apresentaram a expressão gênica de Tnf-α (Figura 4-B) aumentada em 

T14, em comparação com o T0 (p<0,05). Tal incremento foi paralelo ao encontrado no tecido 

(TARP) no mesmo tempo (T14). Observamos valores elevados na expressão gênica de Il-10 

(Figura 4-C) em T14, comparado aos tempos T0 e T7 (p<0,05) nessas células. O aumento de 

Il-10 pode estar associado ao aumento da expressão do gene de TNF-α nessas células. Como 

já mencionado, o conteúdo proteico de Il-1β (Figura 3-G) mostrou-se elevado no TARP, mas 

não em RPa e, portanto, postulamos uma possível contribuição da FVE, composta pelos 

demais tipos celulares que não o adipócito maturo do tecido. Apesar de encontrarmos 

concentração elevada das proteínas de Il-6 e TNF-α (Figura 4-D e E) em adipócitos obtidos 

no T14, comparado com o T0, o aumento nos adipócitos não foi suficiente para ser refletido 

em aumento tecidual (TARP). 

 Adipócitos epididimais (Ea): no Ea, apenas a expressão gênica de Tnf-α (Figura 4-B) 

elevou-se no T14 em relação a T0 (p<0,05). Contudo, o conteúdo proteico de todas as 

citocinas pró-inflamatórias (Figuras 4-D, E e G) apresentou-se elevado na fase terminal da 

caquexia (T14) (p<0,05). Provavelmente, o aumento do conteúdo proteico de Tnf-α e Il-1β no 

TAE seja decorrência da produção pelo Ea. Os adipócitos (Ea) mostraram aumento da 

expressão proteica de Il-10 (Figura 4-F) na fase terminal da caquexia (p<0,05), talvez numa 

tentativa de compensar a inflamação crescente. 
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Figura 4-  Expressão gênica e proteica de citocinas inflamatórias em células adiposas isoladas durante a 
progressão da caquexia. A - expressão gênica de Il-6; B - expressão gênica de Tnf-α; C - expressão gênica de Il-
10; D - expressão proteica de Il-6; E- expressão proteica de Tnf-α; F - expressão proteica de Il-10; G- expressão 
proteica de Il-1β. MEa: adipócito mesentérico; RPa: adipócito retroperitonial; Ea: adipócito epididimal; T0, T7 e 
T14: tempo em dias após a inoculação das células tumorais. Dados expressos em média ± erro padrão; 
n=5/grupo. *p<0,05 diferença entre os tempos; & p<0,05 em relação ao T7. 
 
 

Em seguida, avaliamos vias relacionadas com a indução de citocinas inflamatórias nos 

adipócitos de diferentes depósitos. 

MEa: a expressão dos genes fator nuclear kappa B (NF-κB), subunidades p50 e p65, 

Ikk-α, Tlr2, Myd88 e Traf6 (Figuras 5-A, B, C, E, F e G), apresentou-se aumentada no T14 

comparado ao T0 (p<0,05). Desse modo, observamos que todos os genes da via de Tlr/NF-κB 

foram regulados positivamente durante a caquexia associada ao câncer. Em concordância ao 

encontrado na expressão gênica, a expressão das proteínas NF-κBp65 e MyD88 (Figuras 6-B 

e C) aumentou na fase terminal da caquexia, comparado ao T0 (p <0,05).   

RPa: a expressão gênica da via Tlr/NF-κB nessas células foi semelhante à descrita 

para MEa. Os genes de NF-κBp50 e p65, Ikk-α, Tlr2, MyD88 e Traf6 (Figuras 5-A, B, C, D, 

F e G) aumentaram em T14 comparado com T0 (p<0,05). No entanto, em contraste com os 
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aumentou no T14 e, na contramão, o de NF-κBp65 (Figuras 6-A e B) diminuiu no T14 – 

sempre quando comparado ao T0 (p<0,05). 

Ea: essa população celular mostrou novamente comportamento paralelo ao de MEa. A 

expressão gênica de NF-κBp50, p65, Ikk-α, Tlr2, MyD88 e Traf6 (Figuras 5-A, B, C, D, F e 

G) aumentou na fase terminal da caquexia, comparando-se com T0 (p<0,05). O conteúdo das 

proteínas NF-κBp65 e Myd88 (Figuras 6-B e C) apresentou-se elevado no T14 em relação ao 

T0 (p<0,05). 

   
Figura 5- Expressão gênica dos fatores de transcrição envolvidos na via inflamatória em células adiposas 
isoladas durante a progressão da caquexia. A- expressão gênica de NF-κBp50, B- expressão gênica de NF-
κBp65, C- expressão gênica de Ikk-α, D- expressão gênica de Tlr4, E- expressão gênica de Tlr2, F- expressão 
gênica de Myd88 e G- expressão gênica de Traf6. MEa: adipócito mesentérico; RPa: adipócito retroperitonial; 
Ea: adipócito epididimal; T0, T7 e T14: tempo em dias após a inoculação das células tumorais. Dados expressos 
em média ± erro padrão; n=5/grupo. **p<0,01 diferença entre todos os grupos, para o mesmo tecido; #p<0,05 vs 
T0; ##p<0, 01 vs T0.  
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Figura 6- Expressão proteica em células adiposas isoladas durante a progressão da caquexia. A- As imagens dos 
blots selecionadas são representativas para NF-κBp50 e p65, Myd88, Il-1β (total e a forma clivada), Tnfr1 e 
Gapdh (proteína normalizadora), B-F a expressão proteica foi realizada pelo software Image j. MEa: adipócito 
mesentérico; RPa: adipócito retroperitonial; Ea: adipócito epididimal; T0, T7 e T14: tempo em dias após a 
inoculação das células tumorais. Dados expressos em média ± erro padrão; n=3/grupo.*p<0.05 vs todos os todos 
o grupos, para o mesmo tecido; #p<0,01 vs  T0; &&p<0,05 vs T7.  
 

Ao observarmos o aumento da proteína IL-1β clivada, fomos verificar o comportamento 
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MEa: a expressão dos genes relacionados com a atividade da via de inflamassoma foi 

alterada durante a progressão da caquexia. A expressão gênica de Nlrp-1, -3 e Caspase-1 
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resultados encontrados da via do inflamassoma, verificamos aumento da proteína Il-1β 

clivada (Figura 6-F) no T14 em relação ao T0 (p<0,05).  

RPa: no RPa, apenas a expressão do gene de Nlrp3 (Figura 7-B) foi aumentada em T14 

comparado com o T0 (p<0,05). 

Ea: a expressão dos genes de Nlrp-1 e -3 (Figura 7-A e B) aumentou em T14 em 

comparação com o T0 (p<0,01). No entanto, não observamos mudanças no conteúdo da 

proteína Il-1β clivada e na expressão gênica de Caspase-1. 

 
Figura 7- Expressão gênica da via do inflamassoma em células adiposas isoladas durante a progressão da 
caquexia. A- Expressão gênica de Nalp1, B- Expressão gênica de Nalp3, C- Expressão gênica de Caspase 1 e D- 
Expressão gênica de Hif-1α. MEa: adipócito mesentérico; RPa: adipócito retroperitonial; Ea: adipócito 
epididimal; T0, T7 e T14: tempo em dias após a inoculação das células tumorais. Dados expressos em média ± 
erro padrão; n=4/grupo. *p<0,05 vs todos os grupos para o mesmo tecido; #p<0,05 vs T0; ##p<0,01 vs T0. 
 
5.4 Estudo do fígado durante o desenvolvimento da caquexia associada ao câncer 

Avaliamos o comportamento do fígado na produção de citocinas pró-inflamatórias. 

Para a citocina Il-1β (Figura 4-E), observamos que a expressão gênica estava elevada no T7 e 

manteve-se até o T14, quando comparada entre os tempos (p<0,01). O conteúdo proteico da 

Il-1β (Figura 4-A), no T14, seguiu o relatado para a expressão gênica (p<0,01). Porém, o 

conteúdo proteico das demais citocinas avaliadas, como Tnf-α, Il-6 e Il-10 (Figuras 4-B, C e 

D), não apresentou diferença significativa. Em seguida, procuramos avaliar o perfil de 

macrófagos infiltrados no fígado durante a progressão da síndrome. Observamos que o 

número de macrófagos residentes aumentou já em T7 e este aumento foi ainda mais 

pronunciado, quando observamos a fase terminal da caquexia, correspondente a T14 (Figura 

5-A-F). 

T0 T7 T1
4 T0 T7 T1

4 T0 T7 T1
4

0

3

15

18

21

24

MEa RPa Ea

*

##

N
lrp
-1
/R
pl
27

T0 T7 T1
4 T0 T7 T1

4 T0 T7 T1
4

0

2

4

6

8

MEa RPa Ea

**

##

H
if-
1α
/R
pl
27

T0 T7 T1
4 T0 T7 T1

4 T0 T7 T1
4

0

3

6

9

12

15

18

21

MEa RPa Ea

* #
#

#

N
lrp
-3
/R
pl
27

T0 T7 T1
4 T0 T7 T1

4 T0 T7 T1
4

0

1

2

3

4

MEa RPa Ea

##

*

C
as
pa
se
-1
/R
pl
27

AA

D

CB



 

 

47 

 

Figura 8- Expressão de citocinas inflamatórias no fígado durante a progressão da caquexia. A - expressão 
proteica de Il-1β; B - expressão proteica de Tnf-α; C - expressão proteica de Il-6; D - expressão proteica de Il-10; 
E - expressão gênica de Il-1β. T0, T7 e T14: tempo em dias após a inoculação das células tumorais. Dados 
expressos em média ± erro padrão; n=5/grupo. $$p<0,001 diferença entre os tempos. 
 

 
Figura 9 - Coloração de Hematoxilina e Eosina (H&E) e imunohistoquímica para CD68. T0= controle, T7= 7 
dias após inoculação das células tumorais e T14= 14 dias após inoculação das células tumorais. A escala é de 
100 µm. 
 

Ao verificarmos o aumento qualitativo de macrófagos infiltrados e o aumento no 

conteúdo proteico de IL-1β, fomos avaliar genes e proteínas importantes para produção da IL-

1β na progressão da caquexia no fígado. 

A expressão dos genes de Tlr4, Tlr2, Ccl-2 e F4/80 (Figuras 10-A, E, F e G) aumentou 

no T14 em relação ao T0 (p<0,01), enquanto a expressão gênica de CD68 (Figura 8-H) 

apresentou-se aumentada no dia 7 e manteve-se até o dia 14 (p<0,01). Em adição, 
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encontramos aumento no conteúdo proteico de pNF-κBp65 e pJNK (Figuras 11-B e C) no 

T14 comparado com T0 (p<0,05), apesar de observarmos que a expressão gênica de NF-

κBp65, MyD88 e Traf-6 não estar alterada durante o desenvolvimento da caquexia.  

 
Figura 10- Expressão gênica dos fatores de transcrição envolvidos na via inflamatória no fígado durante a 
progressão da caquexia. A- expressão gênica de Tlr4. B- expressão gênica de Myd88. C- expressão gênica de 
Traf6. D- expressão gênica de NF-κBp65. E- expressão gênica de Tlr2. F- expressão gênica de Ccl2. G- 
expressão gênica de CD68. H- expressão gênica de F4/80. T0, T7 e T14: tempo em dias após a inoculação das 
células tumorais. Dados expressos em média ± erro padrão; n=5/grupo. *p<0,05 vs T0;**p<0,001 vs T0; 
***p<0,0001 vs T0; ##p<0,001 vs T7; $$p<0,001 vs todos os tempos.  
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Figura 11- Expressão proteica no fígado durante a progressão da caquexia. A- As imagens dos blots 
selecionadas são representativas para pNF-κBp65, pJnk, Tlr4 e Il-1β (total e a forma clivada) e Gapdh (proteína 
normalizadora), B-F expressão proteica foi realizada pelo software Image j. T0, T7 e T14: tempo em dias após a 
inoculação das células tumorais. Dados expressos em média ± erro padrão; n=3/grupo.  *p<0,05 vs 
T0;**p<0,001 vs T0; #p<0,05 vs T7.  
 

Semelhantemente ao encontrado no adipócito isolado de MEa, encontramos, no 

fígado, aumento da proteína IL-1β clivada. Assim, fomos analisar a expressão gênica de genes 

importante da via do inflamassoma. 

A expressão gênica de Nlrp-1, -3 e Caspase-1 (Figura 12-A, B e F) aumentou no T14 

comparado aos tempos (p<0,01), enquanto a expressão do gene Nod 2 (Figura 12-E) elevou-

se apenas no T7 (p<0,01), retornando ao nível basal no T14. Em seguida, avaliamos o 

conteúdo proteico de Il-1β clivada (Figura 10-D), que apresentou-se elevada na fase terminal 

da caquexia (p<0,05), concomitantemente com a expressão dos genes envolvido na via do 

inflamassoma. 
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Figura 12- Expressão gênica da via do inflamassoma no fígado durante a progressão da caquexia. T0, T7 e T14: 
tempo em dias após a inoculação das células tumorais. Dados expressos em média ± erro padrão; n=5/grupo. A- 
Expressão gênica de Nlrp1. B- Expressão gênica de Nlrp3. C- Expressão gênica de Hif-1α. D- Expressão gênica 
de Nod1. E- Expressão gênica de  Nod2. F- Expressão gênica de Caspase 1. *p<0,05 vs T0; **p<0,001 vs T0; 
***p<0,0001 vs T0; $$p<0,001 vs comparado todos os tempos. 
 

5.5 Contribuição do tecido adiposo e fígado para o desenvolvimento da inflamação sistêmica 

Para avaliar se o adipócito e as células imunológicas residentes no fígado estavam 

contribuindo para a inflamação sistêmica, decidimos avaliar o perfil da proteína IL-1β no soro 

dos animais. Encontramos aumento da proteína Il-1β sérica (Figura 13-A) no T14 (p<0,01). 

Após detectarmos o quadro de inflamação sistêmica nos animais, buscamos observar qual 

seria a correlação do aumento sérico dessa proteína com aqueles verificados no MEa e no 

fígado. Encontramos, tanto para o MEa quanto para o fígado (Figuras 13-B e C), correlação 

positiva e significativa (p<0,001 e 0,03). Sendo assim, os resultados sugerem que ambos, 

MEa e células imunes residentes no fígado, podem estar contribuindo como mantenedores da 

inflamação sistêmica. 
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Figura 13- IL-1β sérica durante na fase terminal da caquexia. Os resultados estão expresso como média (n=5-7) 
± E.P.M. O soro foi coletado no tempo T0 e T14 após a inoculação das células tumorais. **p<0,01 vs T0. 
 

5.6 Resultados do estudo da microbiota  

Utilizamos o modelo de camundongo Germ Free para avaliar o quanto a microbiota 

pode estar relacionada com o desenvolvimento da caquexia induzida pelo carcinoma de Lewis 

Lung Carcinoma (LLC). 

Neste protocolo, os camundongos foram acompanhados por 17 dias após a inoculação 

das células tumorais e eutanasiados. Quando avaliamos o peso corporal dos grupos estudados 

(Figuras 14- A e B), verificamos que, no 17º. Dia, os animais Germ Free com tumor 

apresentaram redução de 4,9%, enquanto que, nos convencionais com tumor, essa redução foi 

de 0,6% (p<0,05). Em adição, verificamos que os depósitos adiposos EP e RP (Figuras 14- C 

e D) reduziram no Germ Free tumor comparado aos controles tanto convencional quanto 

Germ Free (p<0,05). No entanto, observarmos redução do peso muscular do gastrocnêmio 

(Figura 14-F) em ambos os grupos com tumor, convencional e Germ Free, comparados aos 

controles (p<0,05). 
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Figura 14- Perda de peso e peso dos tecidos dos grupos Convencionais e Germ Free, com e sem caquexia. 
Dados expressos em média ± erro padrão; n=4-8grupo. A- Perda de peso corporal, B- Peso do epididimal, C- 
Peso do retroperitoneal, D- Peso do gastrocnêmio e E- Peso do tumor. Conv= Convencional, GF= Germ Free e 
TB= tumor. *p<0,05; **p<0,001; ***p<0,0001. 
 

Em seguida, fomos verificar qual mecanismo poderia estar relacionado com a 

antecipação da caquexia no modelo Germ Free, em termos de seu efeito sobre o TAB. A 

literatura sustenta que o TAB pode sofrer browning no desenvolvimento da caquexia (KIR et 

al., 2016). Avaliamos genes específicos relacionados a esse perfil de alteração, como UCP-1, 

PPAR-a, PRDM16, PGC-1a e Sirt-1 (Figuras 15- A, B, C, D e E). Contudo, nenhum dos 

genes estudados apresentou alteração de expressão no grupo Germ Free tumor quando 

comparados aos demais.  

Conv C

Conv T
B

GF C

GF T
B

-3

-2

-1

0

1

2
17 dias

4,9%

0,6%

P
er

da
 d

e 
pe

so
 (g

)

ControleGerm FreeControleGerm Free

0.00

0.05

0.10

0.15

0.20
Controle
Germ Free

***
*

*

Conv TB

G
as

tr
oc

ne
m

io
s 

(g
)

ControleGerm FreeControleGerm Free

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5
Controle
Germ Free

*

Conv TB

E
pi

di
di

m
al

 (g
)

-1 -1

0

1

2

3
Tu

m
or

 (g
)

Conv TB

ControleGerm FreeControleGerm Free

0.00

0.05

0.10

0.15
Controle
Germ Free

**

Conv TB

R
et

ro
pe

ri
to

ne
al

 (g
)

A

ED

CB

  

  



 

 

53 

Figura 15- Expressão gênica no TAB, epididimal, durante a progressão da caquexia. A- Expressão gênica 
UCP-1, B- Expressão gênica de PGC-1α, C- Expressão gênica de PRMD16, D- Expressão gênica de PPRAα e 
E- Expressão gênica de Sirt-1. Dados expressos em média ± erro padrão; n=4-8/grupo. Conv= Convencional, 
GF= Germ Free e TB= tumor. *p<0,05.  
 

Para confirmar que o processo de browning não está ativo, obtivemos imagens 

histológicas do TAB epididimal, bem como marcação para UCP-1 (Figura 16). Novamente, 

observamos que o grupo Germ Free tumor não apresenta a via do browning aumentada, pois a 

expressão da proteína UCP-1 não foi distinta entre os grupos analisados, sugerindo que outras 

vias podem ser responsáveis pela redução do TAB. 

 
Figura 16- Coloração de Hematoxilina e Eosina (H&E) e imunohistoquímica para UCP-1. Conv= 
Convencional, GF= Germ Free e TB= tumor. A escala é de 100 µm.  
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De acordo com a literatura, a via da lipólise é bem caracterizada na caquexia associada 

ao câncer; sendo assim, avaliamos proteínas importantes da via lipolítica. A proteína ATGL 

fosforilada (Figura 17- B) aumentou apenas no grupo Germ Free tumor (p<0,01), 

comparando todos os grupos, enquanto a HSL fosforilada no sítio serina 660 (Figura 17- C) 

aumentou nos grupos convencional e Germ Free tumores (p<0,05). Quando avaliamos a HSL 

fosforilada no sítio serina 565 (Figura 17- D), responsável pela inibição da lipólise, apenas o 

grupo Germ Free controle apresentou aumento comparado ao grupo Germ Free tumor 

(p<0,05).   

 
Figura 17- Expressão proteica da via da lipólise no TAB, epididimal, durante a progressão da caquexia. A- As 
imagens dos blots selecionadas são representativas para pATGL, pHSLs660, pHSLs565 e Actin (proteína 
normalizadora), B-D expressão proteica foi realizada pelo software Image j. T. Dados expressos em média ± erro 
padrão; n=3/grupo Conv= Convencional, GF= Germ Free e TB= tumor. *p<0,05; **p<0,001 vs todos os grupos. 
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6 DISCUSSÃO 

 

 

A caquexia é caraterizada pela progressiva perda de tecido muscular e adiposo, 

acompanhada pelo distúrbio do perfil bioquímico e pela produção de citocinas pró-

inflamatórias, tanto em pacientes com câncer quanto em modelos animais (DONATTO et al., 

2013; EVANS et al., 2008; TISDALE, 1997). Durante a progressão da caquexia, há efetiva 

contribuição de compartimentos e órgãos, como TAB, nas inflamações sistêmica e crônica 

(DALAMAGA, 2013; DONATTO et al., 2013 LIRA et al., 2009; LIRA et al., 2011; LIRA; 

CARNEVALI, et al., 2012; LIRA; YAMASHITA, et al., 2012;). Frente a esses achados, 

surgiram-nos algumas dúvidas: 1) Existe heterogeneidade na capacidade inflamatória nos 

diferentes depósitos de TAB na progressão da caquexia? 2) Qual é a contribuição dos 

adipócitos per se para a inflamação do TAB? 3) Qual é contribuição do fígado nesse cenário? 

4) Há contribuição do fígado? Para responder essas questões, estudamos a progressão da 

caquexia no modelo animal de carcinossarcoma Walker 256.  

Todos os diferentes depósitos de TAB mostraram expressão de citocinas inflamatórias 

aumentada com a progressão da caquexia. No entanto, somente o conteúdo proteico de IL-1β 

foi consistentemente aumentado em todos os depósitos estudados. O conteúdo proteico de 

Tnf-α mostrou-se aumentado somente em TAE no estágio final da caquexia. Nossos 

resultados corroboram os importantes estudos realizados para descrever a biologia de cada 

depósito anatômico, uma vez que é bem caracterizado que os TAB de diferentes regiões 

anatômicas têm heterogeneidade na organização microanatômica, no metabolismo e nos 

aspectos fisiológicos e moleculares (DIGIROLAMO et al., 1998; POND, 1999).  

Um estudo demonstrou heterogeneidade da resposta TAB durante a progressão da 

caquexia (BATISTA et al., 2013). O TAB subcutâneo reage mais rapidamente à síndrome já 

no início da caquexia, com o aumento na secreção de citocinas inflamatórias, quando 

comparado ao depósito mesentérico, em pacientes com caquexia associada ao câncer 

(BATISTA et al., 2013). Em nossos resultados, avaliamos diferentes depósitos adiposos 

viscerais e mostramos que o TAE apresentou leve inflamação inicial, quando comparado aos 

demais depósitos. Parece claro que os tecidos adiposos de diferentes depósitos apresentam 

dinâmica distinta em resposta à síndrome. No entanto, não havia, até momento, estudos para 

diagnosticar a contribuição dos adipócitos per se na inflamação tecidual. Estudos realizados 

em animais ou em humanos obesos mostram a grande participação das células do sistema 
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imune, infiltradas no TAB, como gatilho da inflamação tecidual (FOSTER; PAGLIASSOTTI, 

2012; HAUSMAN et al., 2003; LEE et al., 2014; LEE; PETKOVA; GRANNEMAN, 2013; 

MACHADO; COSTA ROSA; SEELAENDER, 2004). 

Após verificar que os TAB apresentaram inflamação local, como já demonstrado na 

literatura, fomos avaliar o comportamento das células adiposas isoladas de cada tecido.  

Os adipócitos isolados de TARP apresentaram perfil anti-inflamatório, visto que o 

conteúdo proteico de IL-10 apresentou-se elevado, enquanto, na contramão, o conteúdo 

proteico de IL-1β apresentou-se igual ao do controle na fase terminal da caquexia. Assim, o 

RPa parece tentar contrabalançar a inflamação local ocasionada pela alta concentração da 

proteína IL-1β – essa sendo proveniente da FVE, considerando sua concentração elevada no 

tecido (TARP). Em contraste, os adipócitos isolados a partir dos tecidos mesentérico e 

epididimal mostraram nítido perfil pró-inflamatório. Em Ea, observamos secreção de 

citocinas na fase inicial, enquanto que a inflamação em MEa aconteceu na fase terminal da 

caquexia. Os adipócitos de ambos os depósitos contribuem de forma consistente para 

inflamação local, na fase terminal da caquexia, podendo ser relevantes também para o início 

da inflamação sistêmica.  

Tais diferenças confirmam a heterogeneidade entre os adipócitos obtidos a partir de 

diferentes depósitos viscerais; enquanto MEa e Ea exibiram padrão pró-inflamatório 

progressivo, RPa aumentou a expressão da proteína de IL-10. Um estudo recente mostrou que 

os diferentes depósitos de TAB derivam de origens embrionárias distintas (CHAU et al., 

2014). Podemos, assim, sugerir que a resposta heterogênea exibida pelas células isoladas a 

partir dos depósitos pode estar relacionada com a diversidade intrínseca destas células.  

Depois de examinar a produção de citocinas inflamatórias nas células adiposas 

isoladas dos diferentes depósitos, investigamos, nos mesmos, se as vias intracelulares 

poderiam estar associadas com a modulação da inflamação. Em primeiro lugar, analisamos a 

via clássica envolvida em processos inflamatórios crônicos: NF-κB (KIM et al., 2013; 

TAMAI et al., 2010). A literatura fornece evidências detalhadas de que a via do NF-κB, no 

tecido adiposo e no fígado, é modulada na presença da obesidade (NOV et al., 2013; YIN, 

LEE et al., 2014; YIN, PENG et al., 2014), sendo que o mesmo trajeto de sinal é sugerido 

para modelos animais e pacientes com caquexia associada ao câncer (BATISTA et al., 2013; 

DONATTO et al., 2013). 

Nossos resultados confirmam que o aumento da concentração das citocinas pró-

inflamatórias, em MEa e Ea, foi acompanhado por maior expressão proteica do fator de 

transcrição NF-κBp65 e do conteúdo proteico de MyD88. Na obesidade, o aumento da 
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atividade de NF-κBp65 foi atribuído à infiltração de células imunitárias, ao invés dos 

adipócitos (LEE et al., 2014; LEE; LEE, 2014; RAHMAN et al., 2012). Este é o primeiro 

relato do envolvimento de adipócitos com a via do NF-κB durante a inflamação do TAB na 

caquexia associada ao câncer. 

Nós apuramos aumento do conteúdo proteico de IL-1β em todos os TAB e em duas 

diferentes populações de adipócitos (MEa e Ea). Porém, o aumento da forma bioativa da 

proteína (IL-1β clivada) foi encontrado apenas em MEa. A proteína IL-1β é um dos principais 

alvos da via do inflamassoma (SCHRODER; TSCHOPP, 2010). Além de mostrarem que a 

via do NF-κBp65 é modulada em MEa e Ea, durante a caquexia, nossos resultados confirmam 

que a caquexia também é capaz de modular a via do inflamassoma, frente ao aumento da IL-

1β clivada e da expressão de genes importantes, como NLPR-1, -3 e Caspase-1, desse 

complexo proteico. Durante a obesidade, o aumento na atividade da via do inflamassoma está 

relacionado com a progressão desfavorável da doença.  

Muita atenção tem sido dada às proteínas Nlrp-3 e Caspase-1, por desempenharem 

papel importante para o funcionamento da via (BENETTI et al., 2013; REYNOLDS et al., 

2012). Estudos com modelo knockout para Nlrp-3 e para Caspase-1 mostram que os animais 

apresentam resistência a desenvolver obesidade após serem submetidos à dieta rica em 

gordura. Estes mesmos animais também apresentaram maior sensibilidade à insulina, em 

comparação com os wild-type (STIENSTRA et al., 2011; VANDANMAGSAR et al., 2011). 

Acreditamos que somos os primeiros a mostrar uma modulação da via inflamassoma nos 

adipócitos e, ainda, no fígado durante a caquexia associada ao câncer. 

O estudo do fígado, por sua vez, apresentou resultados semelhantes ao observados nos 

TAB: aumento no conteúdo proteico de IL-1β. Como conhecido, o fígado desempenha 

importante papel no controle das vias metabólicas (KAZANTZIS; SEELAENDER, 2005). 

Em algumas doenças, incluindo a caquexia, tem sido observado desequilíbrio das taxas 

metabólicas; por consequência, tem se atribuído a este órgão importante papel no 

desencadeamento do caos metabólico, característico da síndrome (ROSA; KAZANTZIS; 

SEELAENDER, 1998; SEELAENDER; KAZANTZIS; COSTA ROSA, 1999).  

Diferentes tipos celulares compõem o fígado; por exemplo, as células imunitárias, 

representadas no órgão por grande diversidades de macrófagos, conhecidas como as células 

de Kuppfer (TAKEZAWA; WATANABE; AKAIKE, 1995). Estudos em obesos mostraram 

que o número das células de Kuppfer aumentou nesses pacientes (BERTOLA et al., 2010). 

Observamos que, no fígado dos animais caquéticos, houve aumento qualitativo dos 

macrófagos residentes nos tempos analisados ao longo da progressão da caquexia. Por isso, 
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especulamos esse aumento de macrófagos infiltrados como um dos fatores responsáveis pelo 

aumento da IL-1β.  

Assim como nos adipócitos, estudamos, no fígado, fatores de transcrição importantes 

para a produção de IL-1β. Novamente, a expressão de NF-κB apresentou-se elevada e 

concomitante à do fator de transcrição JNK. Isso sugere que a caquexia é capaz de não só 

modular a inflamassoma nos adipócitos (MEa), mas também no fígado, induzindo a produção 

de IL-1β. Da mesma forma, encontramos o conteúdo da proteína IL-1β clivada aumentada e, 

consequentemente, os genes da via do inflamassoma. 

Finalmente, investigamos o quanto os adipócitos e o fígado estariam comprometidos 

com a inflamação sistêmica, tendo, para isso, verificado o conteúdo sérico da proteína IL-1β. 

Corroborando a literatura, nossos animais apresentaram inflamação sistêmica no estágio 

terminal da caquexia (DE MATOS-NETO et al., 2015). Ao correlacionarmos o conteúdo 

sérico da proteína IL-1β com sua produção pelo MEa e pelo fígado, identificamos 

significâncias positivas para ambos e demonstramos que os hospedeiros (adipócitos e fígado) 

contribuem como mantenedores da inflamação sistêmica durante o quadro de caquexia 

associada ao câncer.  

Na segunda fase do estudo, examinamos o quanto a microbiota intestinal poderia estar 

modulada na progressão da caquexia. Para isso, estudamos o modelo de caquexia associada ao 

câncer, utilizando as LLC por 17 dias após a inoculação das células tumorais no modelo de 

camundongos Germ Free.  

De acordo com a literatura, a composição da microbiota está relacionada com 

mudanças na função barreira das células epiteliais, as quais incluem permeabilidade e função 

das células imunológicas. Tem sido discutido que o microbioma está envolvido com o 

metabolismo energético e, consequentemente, com o estado nutricional (GENTON; CANI; 

SCHRENZEL, 2015). 

O estudo da microbiota na caquexia é ainda novo na literatura, todavia, alguns autores 

relatam a influência da microbiota na progressão da doença (VARIAN et al., 2016). Foi 

verificado que pacientes caquéticos com câncer de colo podem ou não apresentar translocação 

bacteriana. Aqueles que apresentaram translocação bacteriana mostraram redução do número 

de linfócitos e células Natural Killer na circulação. Ademais, proteínas responsáveis pela 

junção oclusiva foram reduzidas nesses pacientes (JIANG; LIN et al., 2014). 

Um estudo semelhante ao anterior, publicado pelo mesmo grupo, mas com pacientes 

com câncer gastrointestinal, mostrou que, nos pacientes com caquexia e translocação 

bacteriana no sangue periférico e no sangue da veia cólica, houve aumento das citocinas IL-6, 
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TNFa e IFNg sérica, quando comparado com pacientes caquéticos sem translocação 

bacteriana e pacientes com câncer, mas não caquéticos, porém com translocação bacteriana 

(JIANG; GUO et al., 2014). 

 Em nosso estudo, verificamos que o modelo de camundongo Germ Free, quando 

caquéticos, apresenta maior perda de peso corporal e de tecidos, como tecido adiposo branco 

e músculo estriado esquelético, quando comparado aos camundongos convencionais. Nicolas 

Suárez-Zamorano et al. (SUÁREZ-ZAMORANO et al., 2015) mostraram que camundongos 

tratados com antibióticos ou Germ Free apresentam redução do TAB, quando comparado a 

controles ou convencional, respectivamente. No entanto, nossos resultados em Germ Free 

controles não apresentaram redução do volume de TAB, quando comparados aos 

convencionais controles. 

Um grupo de pesquisadores usou sódio sulfato dextrano (DSS) para causar danos ao 

intestino e observou redução da massa muscular e do TAB. Todavia, quando os animais 

foram tratados com antibióticos, não houve redução do peso corporal após o tratamento de 

DSS. Esses autores utilizaram espécies específicas de bactérias para identificar a espécie 

envolvida. Quando os animais foram transfectados com Burkholderia thailandensis ou com 

Salmonella typhimurium e tratados com DSS, os animais continuavam a perder peso como o 

controle tratado com DSS. Contudo, quando eles utilizaram uma outra espécie, Escherichia 

spp, em adição às cepas bacterianas anteriores, os autores relataram resultados semelhantes 

aos encontrados com o tratamento com antibiótico (SCHIEBER et al., 2015).  

Camundongos tratados com antibiótico apresentam aumento de RNA mensageiros e 

proteínas normalmente expressos em tecido adiposo marrom, caracterizando mudança 

morfológica de TAB para tecido adiposo marrom, chamado de browning (SUÁREZ-

ZAMORANO et al., 2015), demostrando que o mecanismo para redução do TAB é via 

browning. A literatura fornece indícios de aumento de tecido browning no TAB de 

camundongos com caquexia associada ao câncer (KIR et al., 2016). Com essas informações, 

julgamos pertinente analisar se o tecido adiposo dos animais Germ Free caquéticos 

apresentava expressão aumentada desses genes. Nosso modelo de caquexia, contudo, não 

permitiu essa alteração, uma vez que o TAB epididimal não teve alteração de expressão 

gênica de genes importantes para caracterização do aparecimento de adipócitos browning. 

A via da lipólise é uma das principais estudadas na caquexia e animais knockout para 

ATGL e HSL não mostram a redução do TAB quando inoculados com células tumorais. No 

entanto, pesquisadores observaram que os camundongos, quando knockout para ATGL, 

apresentavam melhor resposta contra a perda de TAB comparados ao knockout para HSL 
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(DAS et al., 2011). Os animais Germ Free com caquexia associada ao câncer apresentaram 

aumento na expressão proteica da ATGL fosforilada, quando comparados aos animais 

convencionais, sugerindo que a redução do TAB acentuado em Germ Free seja causada pela 

hiperativação da via lipolítica, em detrimento do processo de browning. 

Nossos resultados apontam para o papel relevante da modulação pela microbiota 

intestinal nos efeitos da caquexia sobre o tecido adiposo. 
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7 CONCLUSÃO 

 

 

A partir dos modelos de indução de caquexia utilizados nessa tese, podemos concluir 

que:  

Ambos os modelos de indução da caquexia associada ao câncer (Walker 256 e LLC) 

foram eficaz. O modelo de Walker 256 mostrou redução no ganho da massa corpórea e da 

massa gorda quando comparado a controle de mesma idade, enquanto o modelo LLC 

ocasionou uma redução de aproximadamente 5% da massa corporal comparado ao início do 

protocolo. 

Os adipócitos isolados dos diferentes depósitos apresentam heterogeneidade durante a 

progressão da caquexia. RPa apresentou-se com características anti-inflamatórias enquanto 

que MEa e Ea apresentaram-se com características pró-inflamatórias mostrando o conteúdo 

elevado de IL-1β.  

O fígado, também, apresentou-se com características pró-inflamatórias e 

consequentemente foi observado um aumento qualitativo de células da linhagem mielóide 

infiltradas. 

Mostramos que genes e proteínas da via do NF-κB apresentou-se elevada em 

adipócitos isolados e no fígado de animais caquéticos.  Genes da via do inflamassoma 

apresentou-se elevados e contudo, verificamos o conteúdo IL-1β clivada aumentada tanto 

local quando sérica. 

Assim, sugerimos que o hospedeiro deixa de ser apenas vitima durante o quadro de 

caquexia e passa a ser contribuinte para a inflamação sistêmica crônica.   

A integridade da microbiota intestinal apresenta-se extremamente importante no 

freamento do quadro de caquexia, pois alteração neste ambiente pode antecipar processos 

caracterizado na síndrome, como a lipólise, visto nesse estudo, agravada em animais Germ 

Free.  

Este estudo traz importantes contribuições no estudo da caquexia, ao mostrar 

mecanismo ainda não estudado, como inflamassoma e também o estudo das células adiposas e 

fígado como mantenedores do quadro, em adição mostramos a importância da microbiota 

intestinal para manter o estado normal do TAB durante a progressão da doença. Sugerindo o 

tratamento com probióticos como forma de atenuar o quadro de caquexia. 
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ANEXO A – Artigo publicado  
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ANEXO 2 – Artigo enviado a publicação 
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Abstract 
 

Background: Cachexia is a systemic syndrome leading to body wasting, 

systemic inflammation and metabolic chaos. It is a progressive condition and little is 

known about its dynamics. Detection of the early signs of the disease may contribute 

to the effective attenuation of associated symptoms. Aim: To investigate the 

activation of inflammasome-regulating inflammatory pathways in rat livers during the 

development of cachexia induced by Walker 256 carcinosarcoma. Methods: Eight-

week old, male rats were subcutaneously inoculated with a Walker 256 

carcinosarcoma cell suspension (2×107 cells in 1.0 mL; tumour-bearing, T; or PBS 

control, C). The liver was excised on days 0, 7 and 14 after tumor cell injection. 

Results: Macrophage numbers were progressively increased in the liver of cachectic 

animals. In terminal cachexia, NFκBp65, Jnk and inflammasome pathways were also 

increased and accompanied by enhanced IL-1β cleavage. Conclusion: Our data 

show that cancer cachexia causes an increase in macrophage numbers and 

modulates the hepatic inflammasome pathway to augment IL-1β cleavage.  
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Background 
 

Cancer cachexia is a devastating syndrome, which severely reduces the quality of 

the life and overall survival in cancer patients (2, 27). It affects around 80% of cancer 

patients and approximately 20% of those do not survive (1, 10, 26). In general, 

cancer cachexia has been characterized as total weight loss and both adipose tissue 

depletion and muscle wasting. 

Cachectic patients present systemic chronic inflammation, however is not clear who 

starts release pro-inflammatory cytokines if is tumor or host organs (4). Many studies 

have shown that visceral organs are able to maintain and increase pro-inflammatory 

cytokine levels (3, 25).   

The liver is the central organ in the control of nutrient supply to the organism and 

governs the systemic metabolic rate as transport, storage, breakdown and utilization 

of glucose, fat and protein (11, 16). Cancer cachexia is speculated to contribute to 

disease progression through energy imbalance, possibly caused by reduction of 

oxidative phosphorylation levels in liver mitochondria (9, 11). The main liver cell types 

are represented by hepatocytes, biliary epithelial cells and immune cells such as 

liver-resident macrophages or Kupffer cells, the latter representing about 10% of total 

liver cells (21). In accord Martignoni et al. 2009 (15) CD68 protein increased in the 

liver of cachectic patients compared non cachectic and it was correlated with more 

aggressive tumor in those patients. 

The systemic chronic inflammatory state in cachectic patients has been well-

discussed, and several studies have shown the contribution of some organs to 

inflammatory cytokine levels (meu e (13), but it is not totally clear. Further, the liver is 

also known to synthesize some inflammatory proteins, such as acute phase proteins 

(APPs) (17). In this study, we investigated the role of the inflammasome pathway in 
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the liver of cachectic rats. 

Inflammasomes are multiprotein complexes that have a major role in activating the 

pro-inflammatory cytokines IL-1β and IL-18. These are produced as immature 

cytokines and require inflammasome-regulated cleavage of pro-IL-1β in the 

cytoplasm into mature IL-1β prior to its release (12, 20). Several proteins constitute 

the inflammasome pathway, such as the NOD-like receptor (NLR) family (NLRP1, 

NLRP2, NLRP3, NLRP6, NLRC4, and NLRP12), and the pyrin and HIN200 

(hematopoietic interferon-inducible nuclear antigens) domain-containing protein 

(PYHIN) family (5).  The NLRP3 inflammasome pathway is a key player since studies 

have shown that mice with a genetic knockout of NLP3 and Caspase 1 were 

demonstrated to be resistant to obesity development when submitted to a high fat 

diet, compared to wildtype mice (23, 28).   

Therefore, the main aim of the present study was to investigate the inflammasome 

pathway associated with the increase of macrophage numbers in the liver and their 

activation with aggravation of the syndrome. 
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Materials and Methods 

 

Animals 

Male adult Wistar rats (270–300 g), obtained from the Institute of Biomedical 

Sciences, University of São Paulo, were maintained in metabolic cages, under a 12h 

light/12h dark cycle and controlled temperature conditions (23±1°C), receiving water 

and food (commercial chow; Nuvilab, Nuvital, Brazil) ad libitum. The Biomedical 

Sciences Institute/USP Ethical Committee for Animal Research approved all the 

adopted procedures (050/102 ECAR), which were carried out in accordance with the 

ethical principles stated by the Brazilian College of Animal Experimentation. Walker 

256 tumor cells (2×107 cells) were injected subcutaneously into the right flank of the 

animals (40). Control rats received saline injections on the same day of tumor 

inoculation. The experiments were carried out as a time course study, and the rats 

were sacrificed by decapitation on days 0, 7 and 14 post-inoculation (n = 5/group) 

after 12h fasting. 

 

Liver collection 

The livers were removed, weighed, snap-frozen in liquid nitrogen and stored at 

-80ºC. 

 

Immunohistochemistry 

The livers were placed into plastic cassettes, and mounted with OCT 

compound medium (Sakura Finetek Japan Co., Ltd., Tokyo, Japan) and frozen by 

liquid nitrogen. Frozen sections were cut at 7µm and used for hematoxylin and eosin 

evaluation of liver histology as well as further immunohistochemical analyses. Liver 
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sections were fixed with methanol/acetone (1:1), permeabilized with 0.02% Tween 20 

in PBS (PBS-T) and blocked with 5% goat serum in PBS-T. Tissue sections were 

incubated with anti-CD68 (Abcam, ab 31630, rabbit) to detect liver macrophages at 

1:200 overnight at 4°C. Antibody detection was performed using a horseradish 

peroxidase-conjugated secondary antibody (goat anti-rabbit IgG H&L (Biotin) 

ab97049, 1/500) and the Vecta stain ABC Kit  (Vector Laboratories) and Sigma Fast 

3,3-diaminobenzidine as substrate (Sigma, St. Louis, MO). Sections were counter-

stained with hematoxylin. 

 

Real-time PCR  

Total RNA was isolated from the tissues and cells with Trizol (Invitrogen, 

Carlsbad, CA), following the manufacturer’s recommendations. The first strand of 

cDNA was generated from 2 µg of total RNA, using a commercially available kit (High 

Capacity cDNA Reverse Transcription Kits, Invitrogen, Foster City, CA, United State 

America). Polymerase chain reaction (PCR) amplification was performed in 

duplicates with SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA) 

in the QuantStudio 12K Flex Real Time PCR (Applied Biosystems), using the primers 

listed in Table 1. Gene expression was normalized to Rpl27 reference genes. Data 

were calculated using the 2-ΔΔCT method, and are presented as fold changes in 

gene expression relative to control samples. 

 

Liver cytokine levels 

Rat livers (0.05–0.08 g) were homogenized in RIPA buffer (0.625% Nonidet P-

40, 0.625% Sodium Deoxycholate, 6.25 mM Sodium Phosphate, and 1 mM Ethylene-

diaminetetraacetic acid, at pH 7.4), containing a protease inhibitor-cocktail 



 

 

91 

(proteinase and phosphatase inhibitors, Roche). Homogenates were centrifuged at 

15.000 × g for 30 min at 4 ºC. The supernatant was collected, and protein 

concentration was determined with a BCA protein quantification kit (Pierce, Rockford, 

IL, USA), with bovine serum albumin as a reference. Liver samples were 

quantitatively assessed for interleukin 6, IL-6 (DuoSet, DY506), tumor necrosis 

factor, TNF-α (DuoSet, DY510), interleukin -10, IL-10 (DuoSet, DY522), and 

interleukin 1β, IL-1β (DuoSet, DY501). Protein concentrations were measured by 

ELISA (DuoSet ELISA, R&D Systems, Minneapolis, MN). Assay sensitivities were 

determined to be 8.000 pg/ml in the range of 125–8000 pg/ml for IL-6, and 4.000 

pg/ml in the range of 62.5–4000 pg/ml for TNF-α, IL-10, and IL-1β. All samples were 

run as duplicates and the mean value was reported. The results were normalized to 

total protein.  

 

Western blotting 

Frozen livers were homogenized in RIPA buffer (0.625% Nonidet P-40, 

0.625% Sodium Deoxycholate, 6.25 mM Sodium Phosphate, and 1 mM Ethylene-

diaminetetracetic acid at, pH 7.4 with proteinase and phosphatase inhibitors, Roche). 

Homogenates were centrifuged at 15.000 × g for 30 min at 4ºC; the supernatant was 

collected, and protein concentrations were determined with a BCA protein 

quantification kit (Pierce, Rockford, IL), with BSA as a reference. Samples containing 

50 mg protein were separated by electrophoresis in 10% Tricine SDS–PAGE. 

Proteins were then transferred to PVDF membranes at 25 V for 40 min (Trans-Blot 

Turbo Blotting System, Bio-Rad) in transfer buffer, consisting of 20 mM Tris, 150 mM 

Glycine and 10% Methanol. PVDF membranes were then blocked in TBS containing 

0.1% Tween 20 and skimmed 5% milk for 1 h. After three washes with TBS 0.1% 
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Tween, the PVDF membranes were incubated with primary antibodies against p-JNK 

(Santa Cruz, SC-6254 mouse), TLR4 (Santa Cruz, SC-30002 rabbit), p-NFkBp65 

(Cell Signaling 93h1 rabbit), IL-1β (Santa Cruz, SC-1251 goat) and Gapdh (Santa 

Cruz, SC-25778 rabbit). HRP-conjugated secondary antibody (anti-rabbit and anti-

mouse Cell Signaling and anti-goat Abcam ab 6885-1 UK) for 2 h at room 

temperature and bands were detected by ECL (Amersham, Little Chalfont, UK). The 

blots were stripped and incubated with anti-Gapdh (Santa Cruz, SC-25778 rabbit) as 

a loading control. Quantification of antigen–antibody complexes was performed using 

Image J Analysis Software (http://rsb.info.nih.gov/ij/). Optical density units were given 

in pixels for fold target protein/control protein. 

 

Statistical analysis 

Data are expressed as mean values and S.E.M. Differences concerning the 

studied groups (T0, T7 and T14) were analyzed with GraphPad5 software 

(GraphPad, San Diego, CA, USA) and statistical significance was determined 

performing One-Way ANOVA with post-hoc Tukey’s test for comparison among 

groups. Body and tissue mass in cachectic rats on day 14 for control (C14) and 

tumor (T14) were analysed using Student’s t-test. A value of p<0.05 was considered 

significant.	  
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Results 
 
After 14 days tumor cell injection, experimental cancer cachexia induced a 

reduction in body weight gain (10.6%; p<0.05) compared with control animals of the 

same age. In addition, a higher level of IL-1β was found in the liver (p<0.05) also the 

concentration of macrophage-marker protein and mRNA profile that characterize the 

presence of macrophage increased in the end of cachexia stage (p<0.01). 

In liver, gene expression of Tlr4, Tlr2, and Ccl2 increased on day 14 (p<0.01) 

(Figure 1 A, E and F) and Il-1β gene expression increased on T7 until T14 day 

(p<0.01) (Figure 1 G). On the other hand, gene expression of NFκBp65, Myd88, and 

Traf6 did not change.  

Next, we sought to determine the increase of macrophages in the liver, and 

whether it is time-dependent during development of cachexia. We found that 

macrophage cells infiltrated increased on T7 and increased more in terminal 

cachexia (Figure 2 D-F), so these infiltrated are time-dependent during the 

development cachexia and their contributed to cytokines gene expression release in 

the liver with positive correlation (Supplementary fig. 1, 2 and 3) 

To explore the role of the liver physiological system, we evaluated some 

cytokines, yet only Il-1b protein content augmented on 14 day (p<0.01) (Figure 3 A), 

but other cytokines such as Tnf-α, Il-6 and Il-10 did not change. Then we analysed 

the Il-1β cleavage protein content and it also increased on T14 (p<0.05) (Figure 4 C). 

We analysed the possible pathways that transcript Il-1β gene. We found increased p-

NF-κBp65 and p-Jnk protein content (p<0.05) (Figure 4 A and B) in the end of 

cachexia, but these transcription factors seems won’t be activated by Tlr4, because it 

did not change the protein content. 
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Despite of, we were look at genes of inflammasome pathway could is being 

changed, once we found Il-1β protein cleavage content increased. NLRP1 and 3 

genes levels increased on T7 day until on T14 day (p<0.01) (Figure 5 A and B), 

Caspase 1 gene expression increased in terminal cachexia (p<0.001) (Figure 5 F), 

and Nod2 gene expression increased only on T7 day and returned basal levels on 

T14 day (p<0.01) (Figure 5 E), whereas Hif-1α gene expression did not change 

during the development of the cachexia.    

Finally, we found increased Il-1β protein in the serum on day 14 (p<0.01) 

(Figure 6), and all the results suggested that the liver is contributing to inflammation 

state during the development of the cachexia.  

 

Discussion 

For decades, cancer cachexia has been considered a multifactorial syndrome 

with the poor prognostic of life. Many studies have described the behavior of tumour 

and host in the cachexia progression such as chronic systemic inflammation (1, 26). 

We determined that the liver contributes to chronic systemic inflammation during the 

development cancer cachexia in rats with Walker 256 carcinosarcoma. 

In the liver there are many different cells, like hepatocyte and leukocyte cells, 

which the last is represent for bigger amount of Kupffer cells, well-known like 

macrophages (24). These cells can alter their concentration in the liver from some 

diseases such as obesity and diabetes (6, 22). In the present study, we found a 

linear increase of macrophages amount during the cachexia progress and also 

mRNA related macrophage presence. It seems be clear that cancer cachexia 

regulated liver tissue to immune cells presence (15).   
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The liver plays an important role in the government metabolic pathways (11), 

and in some diseases, as well as cachexia, it maybe present an imbalance in 

metabolic pathway, suggesting that the motivator to metabolic chaos (19, 21). In our 

study, we verified that IL-1β gene expression increased in the cachexia progression, 

and also important inflammatory proteins, such as NF-kBp65 and JNK. Cancer 

cachexia managed to change the macrophage and inflammatory profile in the liver. 

Cachexia patients have reported inflammatory chronic systemic response (3), 

and infiltrated immune cells in the adipose tissue as well as adipocytes have been 

suggested as responsible for maintaining the systemic inflammatory state (14) in 

print). Further, we showed that the increase of macrophages infiltrated in the liver 

during the cachexia progress might be responsible for increase of IL-1β cleavage and 

as a consequence provoke the local inflammation. We verified also cancer cachexia 

has modulated the inflammasome pathway. 

The inflammasome pathway has been studied in different diseases (5, 18), 

and it has been shown to be extremely important for local or systemic inflammation, 

mainly in its activity during the cleavage of Il-1β, which has been described as a 

potent pro-inflammatory cytokine (8, 30). In the liver, we found higher gene 

expression of any important proteins related to the inflammasome complex, 

supporting the evidence of the Il-1β cleavage higher.   

The contribution to systemic inflammation by host in cancer cachexia has 

been seen in many studies (3, 7, 29), and our findings show that the liver may 

contribute to systemic inflammation in the end cancer cachexia state, when we found 

higher concentrations of Il-1β in the serum in those animals.  

In conclusion, our results suggest that the liver is deeply affected by cancer 

cachexia during of the disease’s development, and it is tightly suggested by 
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macrophages infiltrated in the liver that produce a higher amount of Il-1β resulting in 

the both local and systemic inflammation. 
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Figures 1. 

Figure 1. Gene expression from inflammatory pathway in the liver along cachexia progression. 
Results are expressed as mean (n=5) ± S.E.M. The liver was collected at time points (0, 7th and 14th 
day after inoculation of tumour cells). *p<0,05 vs T0;**p<0,001 vs T0; ***p<0,0001 vs T0; ##p<0,001 
vs T7; $$p<0,001 vs all the times points. A- gene expression of Tlr4. B- gene expression of Myd88. C- 
gene expression Traf6. D- gene expression of NF- κBp65. E- gene expression of Tlr2. F- gene 
expression of Ccl2. G- gene expression of CD68. H- gene expression of F4/80. I- gene expression of 
Il-1β. 
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Figure 2. 

 

 

Figure 2. H&E staining and immunohistochemistry to CD68. A- T0 stained with H&E. B- T7 
stained with H&E. C- T14 stained with H&E. D- T0 immunostaining to CD68 antibody. E- T7 
immunostaining to CD68 antibody. F- T14 immunostaining to CD68 antibody.  
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Figure 3. 

 

Figure 3. Protein expression from inflammatory cytokine in the liver along cachexia 
progression. Results are expressed as mean (n=5) ± S.E.M. The liver was collected at time points (0, 
7th and 14th day after inoculation of tumour cells). $$p<0,001 vs all the times points. A- protein 
expression of total Il-1β. B- protein expression Tnf-α. C- protein expression of Il-6. D- protein 
expression of Ik-10. 
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Figure 4. 

  

Figure 4. Protein expression from transcription factor in the liver along cachexia progression. 
Results are expressed as mean (n=4) ± S.E.M. The liver was collected at time points (0, 7th and 14th 
day after inoculation of tumour cells). *p<0,05 vs T0;**p<0,001 vs T0; #p<0,05 vs T7. A- protein 
expression of p-NFkbp65. B- protein expression of p-Jnk. C- protein expression of cleavage Il-1β. D- 
protein expression of Tlr4. 
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Figure 5. 

 

Figure 5. Gene expression from inflammasome pathway in the liver along cachexia progression. 
Results are expressed as mean (n=5) ± S.E.M. The liver was collected at time points (0, 7th and 14th 
day after inoculation of tumour cells). *p<0,05 vs T0; **p<0,001 vs T0; ***p<0,0001 vs T0; $$p<0,001 
vs all the times points. A- gene expression of Nlrp1. B- gene expression of Nlrp3. C- gene expression 
Hif-1α. D- gene expression of Nod1. E- gene expression of  Nod2. F- gene expression of Caspase 1. 
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Figure 6. 

 

 

Figure 6. IL-1β protein in the serum along cachexia progression. A- Results are expressed as 
mean (n=5) ± S.E.M. The serum was collected at time points (0 and 14th day after inoculation of 
tumour cells). **p<0,01 vs T0. B- Correlation between IL-1β protein from serum and liver.  
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Table 1. Primer list 

Gene (Species) Sequence 5`     3`  
p65 (Rattus norvegicus) 
(NM 199267.2) 

Fw: ATG CAT CCA CAG CTT CCA G 
Rev: TGC TCC TCT ATG GGA ACT TGA 

Tlr4 (Rattus norvegicus) 
(NM 019178.1) 

Fw: TCT AAA TGC CAA CTG GAA CAG A 
Rev: ATG GGA TGG ATC CAG AAA CA 

Myd88 (Rattus norvegicus) 
(NM 198130.1) 

Fw: GCG AGC TCA TTG AGA AAA GG 
Rev: ACA CCT GGA GAC AGG CTG A 

Traf6 (Rattus norvegicus) 
(NM 001107754.2) 

Fw: AAG TCC ATA AGG GAT GCA GGT 
Rev: TCG CTT TGC AAA ATT GTC AG 

Nlrp1 (Rattus norvegicus) 
(NM 001145755.2) 

Fw: GCT TCA GCC CCC AAA GAT 
Rev: TTG TCC AAG AGA GGG TCC AC  

Nlrp3 (Rattus norvegicus) 
(NM 001191642.1) 

Fw: GCT GAA CTT GAG CAA CAA CG 
Rev: CAC CCA ACT GTA GGC TCT GC 

Tlr2 (Rattus norvegicus) 
(NM 198769.2) 

Fw: TTT GAT CAC TGC ACC CTC AA 
Rev: ATG TGC AGG CTC CGT ATT GT 

Hif1a (Rattus norvegicus) 
(NM 024359.1 ) 

Fw: CAA CTG CCA CCA CTG ATG A 
Rev: GGG TAG AAG GTG GAG ATG C 

Caspase1 (Rattus 
norvegicus) (NM 012762.2) 

Fw: ACA TCT TTC TCC GAG GGT TG 
Rev: CAC CTC TTT CAC CAT CTC CAG 

Nod1 (Rattus norvegicus) 
(NM 001109236.1) 

Fw: TGC ATT CAA TGG CAT CTC G 
Rev: TGG TCA GCC AGA TTA TTG TGA 

Nod2 (Rattus norvegicus) 
(NM 001106172.1) 

Fw: CAT CCC AGA GGG CAA GAA AA 
Rev: GCC TCG TAA GGC AGA GAC AGT 

Il-1β (Rattus norvegicus) 
(NM 031512.2) 

Fw: GCA GCT TTC GAC AGT GAG G  
Rev: TCA AGG GCT TGG AAG CAA 

Rpl27 (Rattus norvegicus) 
(NM 022514.1) 

Fw: CCT CAT GCC CAC AAG GTA CT  
Rev: CTG TCT TGT ATC GCT CCT CAA A 
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Table 2. Body and tissue mass in Control (C) and Cachectic (T) animals 

                T0    T7              C14                           T14 
BM-TM (g) 266,3 ± 17,1 278,97 ± 8,79 328,20 ± 9,12 296,61 ± 10,56* 
TM (g) 

   
5,23 

 
2,35 

   
19,19 ± 4,70 

Liver (g) 6.32 ± 0.72 8,60 ± 0,71 11,03 ± 1,13 11,17 ± 1,56 
MEAT (g) 1,10 ± 0,56 1,47 ± 0,22 1,60 ± 0,23 1,24 ± 0,34 
RPAT (g) 0,97 ± 0,4 2,11 ± 0,75 2,79 ± 1,30 2,17 ± 0,75 
EAT (g) 1,74 ± 0,54 3,06 ± 0,78 3,39 ± 0,85 3,26 ± 0,82 

Note: C (Control), T (Cancer-cachexia), BM – TM (Body Mass – Tumour mass), TM (Tumour 
Mass), MEAT (Mesenteric adipose tissue), RPAT (Retroperitoneal adipose tissue) and EAT 
(Epididymal adipose tissue). Values are expressed as mean ± S.E.M. n=5. *p<0.05. 
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Supplementary figures 

 

Supplementary Figure 1. Correlation with gene expression of F4/80 in the liver. A- Nlrp1. 
B-Nlrp3. C- Caspase1. D- Tlr2. E- Tlr4. F- Il-1β. 
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Supplementary Figure 2. Correlation with gene expression of CD68 in the liver. A- Nlrp1. 
B-Nlrp3. C- Caspase1. D- Tlr2. E- Tlr4. F- Il-1β. 
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Supplementary Figure 3. Correlation with gene expression of Ccl2 in the liver. A- Nlrp1. 
B-Nlrp3. C- Caspase1. D- Tlr2. E- Tlr4. F- Il-1β. 
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