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RESUMO 

 

Silvério R. A modulação da lipase de triacilglicerol do adipócito (ATGL) e da perilipina 1 
contribui para o aumento da lipólise em pacientes caquéticos. [tese (Doutorado em Biologia 
Celular e Tecidual)]. São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo; 
2011. 
 

A caquexia associada ao câncer é uma síndrome inflamatória crônica que apresenta como 

uma das principais características uma profunda perda de massa gorda. O tecido adiposo é 

um importante órgão endócrino, capaz de secretar uma miríade de fatores, as adipocinas. A 

intensa redução da massa gorda observada na caquexia, cujas bases moleculares ainda não 

estão estabelecidas, poderia, portanto, implicar em alterações que vão além da simples 

redução das reservas energéticas. Postula-se que um aumento na lipólise decorrente do 

aumento na expressão e na atividade da lipase hormônio-sensível (LHS) seja o fator-chave 

por trás da atrofia do tecido adiposo nesta síndrome. Entretanto, a contribuição das novas 

proteínas relacionadas à lipólise [adipose triglyceride lipase (ATGL), comparative gene 

identification – 58 (CGI-58) e perilipina 1] ainda é controversa. Foi objetivo deste estudo, 

caracterizar a expressão das proteínas relacionadas à lipólise (LHS, ATGL, CGI-58 e perilipina 

1) e das adipocinas (adiponectina, leptina e visfatina) ao longo da progressão do estado 

caquético. Pacientes do Hospital Universitário foram divididos em três grupos: portadores de 

tumor com caquexia (TBC), portadores de tumor com peso estável (TB) e controles (CTR). 

Um modelo experimental de caquexia foi também estudado, representado pelos seguintes 

grupos: ratos portadores do carcinossarcoma de Walker 256 sacrificados no 7º dia (TB7) e 

no 14º dia (TB14) após a inoculação tumoral, e ratos controle. O tecido adiposo subcutâneo 

dos pacientes e o tecido adiposo epididimal dos animais foram investigados quanto aos 

aspectos morfológicos (HE) e morfométricos (área, diâmetro e perímetro dos adipócitos). 

Aspectos moleculares foram também examinados através da determinação do conteúdo 

protéico (ELISA e Western blotting) e expressão gênica (PCR tempo real) das seguintes 

proteínas: LHS, ATGL, CGI-58, perilipina 1, leptina, adiponectina, visfatina e fator de necrose 

tumoral-alfa (TNF-α). Verificamos um aumento da lipólise nos pacientes caquéticos, não 

apenas pelo aumento na expressão de LHS, mas também pela aumentada expressão da 

ATGL (quase 2 vezes em relação ao CTR) e redução no conteúdo de perilipina 1 (51 %). Nos 

animais em uma fase intermediária da síndrome, a qual se assemelha com o estágio 

observado em nosso modelo clínico, verificou-se ainda um desequilíbrio na secreção de 

fatores anti e pró-inflamatórios. No estágio final da caquexia as alterações são ainda mais 

profundas e houve redução na expressão de quase todas as proteínas analisadas nos 



                                                                                                                                              

animais. Esta marcante redução na expressão de adipocinas e proteínas relacionadas à 

lipólise, associada à alteração na matriz extra-celular e formato dos adipócitos, sugere que 

no estágio final do estado caquético há um comprometimento da função celular como um 

todo. Verificamos que a caquexia induz importantes alterações morfológicas, moleculares e 

humorais no tecido adiposo branco, cuja intensidade relaciona-se diretamente com o estágio 

da progressão do estado caquético. 

 

Palavras - chave: Caquexia associada ao câncer. Tecido adiposo. Lipólise. Adipocinas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                                                              

ABSTRACT 

 

Silvério R. Modulation of adipose triglyceride lipase (ATGL) and perilipin 1 contributes to 
increased lipolysis in cachectic patients. [Ph.D. thesis (Cell and Tissue Biology)] São Paulo: 
Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo; 2011. 
 

Cancer cachexia, a chronic inflammatory syndrome, presents as a major feature marked loss 

of fat mass. The adipose tissue is an important endocrine organ, secreting a myriad of 

factors, the adipokines. Therefore, the fat mass depletion in cachexia, whose the molecular 

bases are not yet established, could result in more drastic changes than simple reduction of 

energy reserves. It is postulated that an increase in lipolysis due to increased expression and 

activity of hormone-sensitive lipase (HSL) is the key factor behind the atrophy of adipose 

tissue in this syndrome. However, the contribution of novel proteins related to lipolysis 

[adipose triglyceride lipase (ATGL), comparative gene identification - 58 (CGI-58) and 

perilipin 1] is still controversial. Our purpose was to characterize the expression of lipolysis-

related proteins (HSL, ATGL, CGI-58 and perilipin 1) and adipokines (adiponectin, leptin and 

visfatin) along cachexia progression. Patients from University Hospital were divided into 

three groups:  cachectic cancer patients (TBC), stable weight cancer patients (TB) and 

controls (CTR). Walker 256 carcinosarcoma, an experimental model of cachexia, was also 

studied. Animals were divided into: control (CTR), tumour-bearing studied on the seventh 

day (TB7) and tumour-bearing studied on the fourteenth day (TB14) after tumour 

inoculation. Subcutaneous adipose tissue of patients and epididymal adipose tissue of 

animals were investigated, regarding morphological (HE) and morphometric (area, perimeter 

and diameter of adipocytes) aspects. Molecular aspects were also examined by determining 

the protein content (Western blotting and ELISA) and gene expression (real-time PCR) of 

HSL, ATGL, CGI-58, perilipin 1, leptin, adiponectin, visfatin and tumor necrosis factor alpha 

(TNF-α). We found augmented lipolysis in cachectic patients associated with increased HSL 

expression, as well as upregulation of ATGL expression (almost 2.0 fold compared to CTR) 

and reduction in perilipin 1 content (by 51 %). In TB7 (intermediate stage of the syndrome, 

similar to the clinical study), there was an imbalance in the secretion of pro and anti-

inflammatory factors. The alterations at the end stage of cachexia were even more profound 

and there was a reduction in the expression of almost all proteins analysed in the animals. 

The marked decrease in adipokine and lipolysis-related protein expression, associated with 

changes in the extracellular matrix and adipocytes shape, suggests impairment of cellular 

function in terminal cachexia. We conclude that cachexia induces important morphological, 



                                                                                                                                              

molecular and humoral alterations in white adipose tissue, which are specific to the stage 

of the syndrome.    

 

Keywords: Cancer cachexia. Adipose tissue. Lipolysis. Adipokines.  
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1 INTRODUÇÃO  

 

 A caquexia, cuja mais notável característica é a intensa e rápida perda de peso, é 

uma síndrome paraneoplásica que afeta cerca de dois terços dos pacientes com câncer 

avançado e é considerada a causa direta da morte em pelo menos 22% dos casos (Warren, 

1932).  Em cerca de 60 a 80% dos pacientes com câncer no trato digestório ou pulmão esta 

síndrome já está presente no momento do diagnóstico, reduzindo drasticamente a sobrevida 

e determinando prognóstico negativo (Bruera, 1997). A etiologia não completamente 

desvendada, associada à complexidade dos sintomas que a compõem, fazem com que a 

caquexia seja precariamente diagnosticada e, ainda com menor frequência, tratada (Springer 

et al., 2006; Evans et al., 2008).  

 Recentemente a caquexia foi concebida como uma síndrome multifatorial, com um 

quadro de inflamação sistêmica crônica, desencadeada tanto pelo tumor quanto pela reação 

do hospedeiro à sua presença (Fearon et al., 2011; Rydén et al., 2008). O papel do tumor da 

etiologia da síndrome inclui a secreção local de citocinas pró-inflamatórias que iniciam uma 

resposta inflamatória sistêmica e a produção de fatores pró-caquéticos que têm efeitos 

catabólicos diretos nos tecidos do hospedeiro (Skipworth et al., 2007). Os mecanismos do 

hospedeiro envolvem uma resposta exacerbada do organismo à presença do tumor, 

incluindo a ativação de uma resposta inflamatória sistêmica (Deans et al., 2006) e uma 

resposta de estresse neuro-endócrino (Barber et al., 2004; Costelli et al., 2006). Como 

resultado da interação tumor-hospedeiro há intensa depleção da musculatura esquelética e 

tecido adiposo, anorexia, alterações do gasto energético e do metabolismo de carboidratos, 

proteínas e lipídios (Argilés et al., 1997).  

 Se outrora imaginava-se que o tecido adiposo era um compartimento do qual o 

organismo podia prescindir, atualmente a sua importância fundamental como órgão 

endócrino está estabelecida.  

 Estudos prévios do nosso grupo mostraram que a caquexia afeta o tamanho, a 

morfologia e a composição de ácidos graxos em adipócitos (Bertevello e Seelaender, 2001). 

Posteriormente, demonstramos ainda a presença de macrófagos infiltrantes no tecido 

adiposo branco de animais caquéticos, concomitantemente à elevada produção de TNF-α e 

PGE2 por estas células, indicando a presença de inflamação local (Machado et al., 2004). É 

possível que este aumento na concentração de mediadores inflamatórios resulte em 

agravamento da inflamação sistêmica e, sendo assim, o tecido adiposo não seria apenas 

afetado por esta síndrome, como também possuiria papel fundamental no estabelecimento 

do quadro inflamatório característico da caquexia. 
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 Na última década a importância do tecido adiposo como órgão endócrino, capaz de 

sintetizar e secretar uma ampla gama de fatores, denominados adipocinas, foi reconhecida 

(Ahima, 2006). As adipocinas atuam localmente, de modo autócrino, parácrino e/ou como 

sinais endócrinos para regular uma série de processos fisiológicos como sensibilidade à 

insulina e inflamação (Ahima, 2006). O balanço entre a secreção de fatores pró e anti-

inflamatórios é dependente essencialmente do estímulo e do depósito do tecido adiposo 

(Coopack, 2001) e é adotado como marcador da severidade da caquexia associada ao câncer 

(Argilés et al., 1997). Neste contexto, Murphy et al. (2010) sugerem ainda que a perda de 

tecido adiposo na caquexia serve como um preditor de sobrevivência, podendo ser utilizada 

como ferramenta prognóstica.  

 Embora inúmeros estudos evidenciem o papel crucial do tecido adiposo na caquexia, 

as bases moleculares da sua depleção não são totalmente elucidadas. Estudos sugerem que 

um aumento na lipólise seja o fator-chave neste processo (Large et al., 1997; Skoog et al., 

2001). Por muitos anos, a lipase hormônio sensível (LHS) foi considerada a enzima chave na 

regulação da lipólise (Langin, 2006a) e postula-se que a lipólise esteja aumentada na 

caquexia em decorrência do aumento na expressão e na atividade desta enzima (Agustsson 

et al, 2007). Todavia, é importante ressaltar que recentemente houve um considerável 

avanço em relação ao conhecimento da regulação do processo lipolítico e, atualmente, sabe-

se que este é controlado por interações complexas entre proteínas que recobrem a gotícula 

lipídica e lipases, além de proteínas adicionais que atuam como cofatores enzimáticos. 

 Sendo assim, de acordo com o modelo lipolítico recentemente estabelecido, além da 

LHS outra lipase possui importante papel nesta via, a lipase de triacilglicerol do adipócito 

(ATGL). Esta enzima inicia a lipólise por remover especificamente o primeiro ácido graxo do 

triacilglicerol e o diacilclicerol resultante é então hidrolisado pela LHS (Jaworski et al., 2007). 

Outras proteínas estão também envolvidas na regulação do processo de lipólise, entre elas 

destacamos a perilipina 1, proteína mais abundante na superfície de gotículas lipídicas 

(Brasaemle, 2007), e a comparative gene identification-58 (CGI-58), proteína coativadora da 

ATGL. 

 Apesar do número crescente de pesquisas visando elucidar os mecanismos através 

dos quais essas novas proteínas regulam o processo lipolítico, ainda não existem na 

literatura dados referentes à expressão destas durante a progressão do estado caquético.
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1.1 Justificativa  

 

 Atualmente, o tecido adiposo é considerado um importante órgão endócrino tendo 

em vista o grande número de adipocinas que é capaz de secretar, estando estas envolvidas 

em uma ampla gama de respostas fisiológicas. Desta forma, a redução da massa do tecido 

adiposo, bem como as alterações morfofuncionais deste tecido observadas na caquexia, 

poderiam implicar em alterações que vão além da simples redução das reservas energéticas. 

Pela análise da literatura, verificamos que são poucos os estudos que avaliam as alterações 

fisiológicas no tecido adiposo durante a caquexia. Além disso, não encontramos, até o 

presente momento, estudos que verifiquem a expressão das recentemente descritas 

proteínas envolvidas no processo de lipólise (ATGL, perilipina e CGI-58) durante a 

progressão desta síndrome. Como buscamos a compreensão não apenas das alterações da 

via lipolítica per se, mas também a análise dessas modificações ao longo da progressão da 

caquexia, acreditamos que estes resultados poderão contribuir como base para o 

desenvolvimento futuro de possíveis intervenções terapêuticas. 
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2 OBJETIVOS  

 

2.1 Objetivo geral  

 

Investigar as alterações na expressão de adipocinas e proteínas relacionadas à 

lipólise no tecido adiposo branco na vigência da caquexia, bem como as possíveis interações 

entre estes fatores, em pacientes e em modelo animal. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

2.2.1 Estudo clínico 

 

 a) Verificar os efeitos sistêmicos da caquexia associada ao câncer através da 

determinação da concentração plasmática dos seguintes parâmetros: glicose, insulina, perfil 

lipídico (triacilglicerol, ácidos graxos livres, colesterol total, HDL-colesterol e LDL-colesterol), 

leptina, adiponectina e TNF-α. 

 

 b) Analisar a expressão de adipocinas e proteínas relacionadas à lipólise no tecido 

adiposo branco, observando possíveis variações nas respostas entre pacientes portadores de 

tumor com caquexia, pacientes portadores de tumor com peso estável e pacientes controle. 

Para tal, foram examinados no tecido adiposo subcutâneo abdominal: 

- O conteúdo protéico da LHS, ATGL e perilipina 1; 

- A expressão gênica da LHS, ATGL, perilipina 1, CGI-58, adiponectina, leptina e 

visfatina. 

 

2.2.2 Modelo experimental 

 

 a) Analisar a composição corporal e parâmetros plasmáticos de animais portadores de 

tumor para caracterização da caquexia e verificação dos seus efeitos sistêmicos, através da 

seguinte metodologia: 

- Análise da progressão do peso corporal e ingestão alimentar dos animais ao longo 

do período experimental; 

- Determinação do peso dos tecidos (fígado, músculo gastrocnêmio e tecidos 

adiposos brancos – mesentérico, epididimal e retroperitonial) e peso do tumor nos diferentes 

tempos estudados; 
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- Determinação da concentração plasmática de glicose, insulina, triacilglicerol, ácidos 

graxos livres e adipocinas (leptina, adiponectina e visfatina) nos animais controles e 

caquéticos. 

 

 b) Analisar as alterações no tecido adiposo branco induzidas pela caquexia, com 

ênfase na expressão das adipocinas e das proteínas relacionadas à lipólise. Para tal, foram 

determinadas no tecido adiposo epididimal de animais controles e caquéticos: 

 - A expressão gênica da LHS, ATGL, perilipina 1, CGI-58, adiponectina, leptina e 

visfatina; 

 - A expressão protéica da LHS, ATGL, perilipina 1, CGI-58, leptina, adiponectina, 

visfatina e TNF-α; 

- A capacidade lipolítica em adipócitos isolados; 

- As características histológicas com posterior avaliação morfométrica dos adipócitos. 

 

c) Realizar análise temporal dos fenômenos estudados com a progressão do estado 

caquético. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1 Caquexia 

 

3.1.1 Definição 

 

 A caquexia, denominação derivada do grego “kakos” má e “hexis” condição, vem 

sendo reconhecida por muitos anos como um efeito adverso do câncer. Entretanto, o estado 

caquético é observado em outras condições patológicas além do câncer, como: doença 

pulmonar obstrutiva crônica (DPOC), sepse, síndrome da imunodeficiência adquirida (AIDS), 

queimaduras, falência renal e falência cardíaca (Associação Brasileira de Cuidados Paliativos, 

2011). No câncer, está presente mais frequentemente em pacientes com tumores sólidos e é 

a mais comum manifestação do câncer avançado em pacientes com tumores gástricos, do 

pâncreas, de pulmão, de próstata e de cólon (Blum et al., 2010; Strasser e Bruera, 2002). O 

grau de manifestação da síndrome varia entre pacientes com o mesmo tipo histológico e 

estágio de progressão tumoral, não apresentando associação evidente com o tamanho da 

massa do tumor (Barton, 2001). 

 Há muitos anos discute-se na literatura a importância de uma definição padronizada 

de caquexia (Evans et al., 2008; Springer et al., 2006), tendo em vista que, na ausência de 

uma definição consensual, esta síndrome vem sendo muitas vezes não diagnosticada. De 

acordo com Fox et al. (2009), a utilização de diferentes definições, propostas por grupos 

independentes, leva à inclusão de cerca de 23% dos pacientes de câncer dentro do 

diagnóstico da síndrome, o que representa uma subestimação da prevalência da mesma. 

 Recentemente elaborou-se um consenso internacional o qual definiu caquexia como 

“uma síndrome multifatorial caracterizada por uma perda contínua de massa muscular (com 

ou sem perda de tecido adiposo) a qual não pode ser totalmente revertida através do 

suporte nutricional convencional, levando a um prejuízo funcional progressivo” (Fearon et 

al., 2011). Este consenso propõe ainda a classificação de caquexia, segundo a gravidade, em 

pré-caquexia, caquexia e caquexia refratária (Fearon et al., 2011). O primeiro estágio é 

definido como aquele no qual o paciente apresenta perda de peso involuntária (igual ou 

superior a 5 % do peso corporal) e alterações metabólicas (por exemplo, anorexia e prejuízo 

na tolerância à glicose). Para a inclusão do paciente no segundo estágio, considera-se perda 

de peso igual ou superior a 5 % num período de 6 meses, índice de massa corporal (IMC) < 

20 kg/m2 associado à perda de 2 % do peso corporal ou ainda sarcopenia acompanhada de 

perda de peso corporal maior ou equivalente a 2 %. Redução da ingestão alimentar e 
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inflamação sistêmica são frequentemente observados neste estágio. Por fim, no último 

estágio (caquexia refratária) incluem-se os pacientes com elevado catabolismo e que não 

respondem à terapia anti-câncer, sendo a expectativa de vida inferior a três meses.    

 

3.1.2 Histórico 

Buscando a realização de uma minunciosa análise histórica da caquexia, Bem-Noum 

(2004) deparou-se com descrições bíblicas do rei Davi, de mais de 3.500 anos, que incluem 

as seguintes afirmações: 

I forgot to eat my bread; My knees are weak through fasting; 
and my flesh failed of fatness; My strenght failed… and my 
bones are consumed; My bones wasted away through my 
anguished roaring all day long; My bones cleave my skin; and I 
am feeble and depressed.  

 

De acordo com o autor, estas descrições sugerem a presença de anorexia, caquexia, 

fraqueza, dor óssea e depressão e que, possivelmente, o rei Davi sofria de câncer (Bem-

Noum, 2004).  

 Em anos posteriores, físicos de renomada importância, como Hipócrates (460 - 377 

a.C.) e Celsus (25 a.C – 50 d.C.), também descreveram uma condição fatal, a qual era 

associada à depleção intensa. Já no século XVI, a rainha da Inglaterra, Elizabeth I, ao 

descrever sua própria condição, refere depressão, imagem corporal alterada, alteração de 

paladar e anorexia (Bennani-Baiti e Walsh, 2009). 

Nos anos subsequentes a caquexia foi vista como uma complicação séria e inevitável 

de doenças como tuberculose ou câncer ou ainda de disordens metabólicas não-controladas 

como diabetes (Doehner e Anker, 2002).   

 Embora descrições de indivíduos caquéticos remontem há mais de três mil anos, e 

que nas últimas décadas o estudo da síndrome tenha recebido atenção crescente, a sua 

etiologia continua desconhecida e não existe terapia conhecida que a reverta (Fearon et al., 

2006; Muscaritoli et al., 2010). 

 

3.1.3 Fisiopatologia 

 

Os mecanismos fisiopatológicos envolvidos na severa depleção característica da 

caquexia são bastante complexos. As vias bioquímicas e aspectos celulares participantes do 

intenso quadro catabólico integram-se e superpõem-se entre si, formando uma rede ainda 

hoje não totalmente desvendada cuja compreensão é essencial para a adequada abordagem 

terapêutica (Associação Brasileira de Cuidados Paliativos, 2011).  
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A caquexia é considerada o resultado de uma variedade de interações entre o 

hospedeiro e o tumor. Neste contexto, o papel do tumor inclui a produção local de citocinas 

pró-inflamatórias, as quais iniciam a resposta inflamatória sistêmica do hospedeiro, além da 

produção de fatores pró-caquéticos que têm efeitos catabólicos diretos nos tecidos do 

hospedeiro (exemplo: fator indutor de proteólise [PIF] e fator mobilizador de lipídios [LMF]) 

(Skipworth et al. 2007). Os mecanismos do portador envolvem uma resposta extravagante à 

presença do tumor e incluem a ativação tanto da resposta inflamatória sistêmica (Deans et 

al., 2006), quanto da resposta de estresse neuroendócrino (Barber et al., 2004; Costelli et 

al., 2006).  

O resultado desta rede de interações entre o tumor e o hospedeiro leva à inflamação 

sistêmica, acarretando diversas alterações metabólicas que culminam nos sinais e sintomas 

característicos da caquexia (Figura 1). Segundo Blum et al. (2011), a perda de peso e de 

apetite são normalmente os primeiros sintomas percebidos pelo paciente. Esta perda 

involuntária de peso, uma das alterações metabólicas mais evidentes da caquexia, não pode 

ser relacionada apenas à anorexia observada nestes pacientes. Diferentemente do que se 

observa no jejum, a perda de massa magra nos pacientes caquéticos envolve a perda de 

proteínas não só a partir da musculatura esquelética, mas também da musculatura cardíaca, 

resultando em alterações da função do coração (Argilés et al., 2000). Estes pacientes 

apresentam ainda um maior gasto energético em repouso. Na musculatura esquelética, as 

taxas de síntese protéica tendem a estar diminuídas (ou inalteradas) enquanto as taxas de 

degradação de proteína estão aumentadas (ou inalteradas) (Bhogal et al., 2006; McMillan et 

al., 1994), resultando na perda de musculatura esquelética ou massa corporal magra 

(Fearon e Preston, 1990). A progressiva perda de proteína muscular resulta em fraqueza e 

redução de força e é mediada principalmente por citocinas e hormônios, como menor 

contribuição de compostos derivados do tumor (em casos de câncer) e neuropeptídios. 

As citocinas, um grupo amplo e heterogêneo de pequenos polipeptídeos que regulam 

a comunicação intercelular e iniciam a resposta inflamatória (Pal’tsev, 1996; Trotta, 1991), 

são sintetizadas por diversos tipos celulares incluindo células do sistema imunitário, 

adipócitos e miócitos, em resposta a uma ampla variedade de estímulos. Além de 

influenciarem a síntese e degradação protéica, estes mediadores inflamatórios também 

interferem no metabolismo lipídico na caquexia (Figura 1). O TNF-α, por exemplo, induz 

redução na expressão e atividade da lipase de lipoproteína (LPL) no tecido adiposo (Inui, 

2002), levando ao prejuízo na captação dos ácidos graxos das lipoproteínas e à aumentada 

lipólise no tecido adiposo. O fígado, importante órgão gerenciador do metabolismo, também 

é bastante afetado durante a caquexia. Estudos do nosso grupo mostram que apesar do 
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fígado apresentar uma maior capacidade de incorporação de ácidos graxos nesta situação, 

há uma incapacidade na oxidação desse substrato, levando ao acúmulo de lipídios e um 

quadro de esteatose hepática (Kazantzis e Seelaender, 2005; Lira et al., 2008; Seelaender et 

al., 1996; Silverio et al., 2011). 

 

Figura 1 - Fisiopatologia da caquexia 

 

 

 

FONTE: Adaptado de Skipworth et al. (2007). 

NOTA: Abreviaturas: AG, ácidos graxos; LPL, lipase de lipoproteína. 

 

Levando-se em consideração a complexidade e diversidade das vias envolvidas na 

fisiopatologia da caquexia, a importância relativa de diferentes mecanismos realcionados ao 

tumor e ao hospedeiro na gênese desta síndrome, em pacientes individuais e diferentes tipos 

tumorais permanece ainda obscura. Além disso, a interação entre o tumor e o hospedeiro 

pode não ser o único fator conduzindo à caquexia (Skipworth et al., 2007). Dentro deste 

contexto, o tratamento clínico da caquexia é atualmente limitado e complexo (Associação 

Brasileira de Cuidados Paliativos, 2011). Vários mecanismos pró-caquéticos diferentes podem 
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estar envolvidos e, portanto, deveriam ser analisados e classificados de acordo com a 

importância e reversibilidade, antes do estabelecimento de um plano de tratamento (Reid et 

al., 2010).  Entretanto, a conduta clínica de rotina não atingiu tal nível de sofisticação 

(Hawkins et al., 2009). 

 Em decorrência dos fenômenos acima descritos, o tecido adiposo é profundamente 

afetado pela caquexia, sendo a sua atrofia considerada um importante marcador desta 

síndrome (Tisdale, 2009). Nosso grupo vem demonstrando há anos uma grande participação 

do tecido adiposo branco na etiologia da caquexia. Assim esse abundante compartimento do 

organismo detém importante papel neste quadro e a compreensão dos mecanismos que 

delineam a resposta deste tecido à presença do tumor é tida como crescentemente 

relevante. 

 

3.2 O tecido adiposo 

 

3.2.1 Nova visão do tecido adiposo: órgão endócrino 

 

 Por muitos anos o tecido adiposo foi considerado um órgão passivo possuindo papel 

metabólico na homeostase energética total. Acreditava-se que sua única função era o 

armazenamento do excesso de energia como triacilglicerol e sua liberação, de acordo com a 

necessidade, na forma de ácidos graxos (Fischer-Posovszky et al., 2007). Entretanto, nos 

últimos anos houve uma mudança neste paradigma e tornou-se claro que o tecido adiposo 

possui um papel ativo na homeostase energética, além de vários outros processos (Ahima, 

2006). O tecido adiposo é atualmente reconhecido como um importante órgão endócrino, 

frente à sua grande capacidade de secreção de hormônios, e outros fatores, conjuntamente 

denominados de adipocinas (Galic et al. 2010). Cabe esclarecer que o termo adipocinas é 

aplicado às substâncias ativas secretadas pelos adipócitos do tecido adiposo branco, todavia, 

estes fatores podem ser sintetizados em outros tecidos e terem ações não relacionadas às 

que apresentam no tecido adiposo (Fantuzzi, 2005). A Figura 2 sumariza os principais fatores 

secretados pelo tecido adiposo, de acordo com a sua função fisiológica.  

 As adipocinas permitem a comunicação entre o tecido adiposo e outros órgãos 

incluindo o cérebro, fígado e músculo esquelético e possuem papel importante em aspectos 

chave do metabolismo, como ingestão e gasto energético, resistência à insulina, oxidação de 

ácidos graxos, inflamação e imunidade (Huang et al., 2011). Nos últimos anos tornou-se 

evidente que a obesidade e vários componentes da síndrome metabólica, assim como 

resistência à insulina e hipertensão, estão intimamente interligados devido à alteração na 
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função secretória do tecido adiposo. É importante ressaltar que o tecido adiposo é 

constituído não apenas por adipócitos, possuindo ainda a matriz de tecido conjuntivo, células 

do sistema imune, fibroblastos e pré-adipócitos, entre outros componentes (Figura 3). Neste 

contexto, a secreção de adipocinas interfere diretamente na função dos outros tipos 

celulares que constituem o tecido, e vice-versa. Sendo assim, as adipocinas podem possuir 

um importante papel na patogênese de diversas doenças. O papel específico da cada uma 

das adipocinas investigadas neste estudo será discutido brevemente a seguir.   

 

Figura 2 - Representação esquemática da função fisiológica das principais adipocinas  

                 secretadas pelo tecido adiposo branco 

 

 

Fonte: Adaptado de Lago et al. (2009) 

 

3.2.1.1 Leptina 

 

 Embora o papel do tecido adiposo como fonte central de energia seja reconhecido 

por séculos, apenas há pouco mais de 50 anos, hipotetizou-se a respeito da presença de 

uma molécula sinalizadora circulante, a qual teria um papel lipostático importante na 

regulação do peso corporal. De acordo com a teoria proposta por Kennedy (1953), quando a 

massa adiposa se expande, a concentração circulante da molécula sinalizadora poderia 
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aumentar e esta substância poderia atuar nos circuitos neurais do cérebro, controlando o 

consumo alimentar e o balanço de energia. Alguns anos depois, através de um estudo com 

camundongos geneticamente obesos e diabéticos, Coleman (1973) confirmou a presença de 

tal fator circulante, o qual foi identificado por Zhang et al. (1994) e denominado leptina (do 

grego leptos, que significa magro). Logo após, diversos autores demonstraram que injeções 

diárias desta adipocina, em camundongos geneticamente obesos, rapidamente reduziam a 

ingestão alimentar e a massa corporal, bem como o percentual de gordura corporal 

(Campfield et al., 1995; Halaas et al., 1995; Pelleymounter et al., 1995). Em decorrência 

destes estudos, a leptina foi inicialmente considerada uma droga promissora no tratamento 

da obesidade. Entretanto, verificou-se posteriormente que a administração de leptina 

recombinante em indivíduos com sobrepeso ou obesidade não é eficiente em termos de 

perda de peso, uma vez que muitos destes indivíduos apresentam resistência central à 

leptina (Zelissen et al., 2005). 

  

Figura 3 - Componentes do tecido adiposo branco 

 

 
 

FONTE: Adaptado de Henry e Clarke (2008).  

 

 A leptina é produzida principalmente por adipócitos diferenciados, sendo também 

sintetizada em menor quantidade por outros órgãos e tecidos, como: estômago, músculo 

esquelético, fígado e placenta (Baratta, 2002). No sistema nervoso central, em particular no 

hipotálamo, a leptina suprime a ingestão alimentar e estimula o gasto energético (Webber, 
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2003). Essas ações podem ser explicadas, pelo menos parcialmente, pelo efeito supressor da 

leptina na produção e secreção do neuropeptídio Y (NPY), um impotante neuropeptídio 

orexígeno, por neurônios do núcleo arqueado (Magni, 2003). As concentrações plasmáticas 

de leptina correlacionam-se diretamente com o conteúdo de gordura corporal (Considine et 

al., 1996) e sua produção pelos adipócitos declina rapidamente durante jejum. Além disso, a 

leptina também é produzida pelo tecido adiposo sob ação de citocinas pró-inflamatórias 

como, por exemplo, na reação da fase aguda da sepse (Alemán et al., 2002) e está 

envolvida na anorexia em casos de infecção (Arnalich et al., 1999; Carlson et al., 1999; 

Papathanassoglou et al., 2001). 

 

3.2.1.2 Adiponectina 

 

 A adiponectina, adipocina anti-inflamatória sintetizada exclusivamente por adipócitos 

maduros, é a proteína mais abundantemente secretada pelo tecido adiposo (Lihn et al., 

2004; Qi et al., 2006), chegando a representar aproximadamente 0,01 % de todas as 

proteínas séricas (Berg et al., 2002).   

 Dentre as suas funções destacam-se a regulação do metabolismo de lipídios e 

glicose, estimulação da oxidação de ácidos graxos, sumpressão da gliconeogênese, aumento 

da sensibilidade à insulina, além de proteção contra inflamação crônica e regulação da 

ingestão alimentar e do peso corporal (Liu e Liu, 2009). 

 Em contraste com a maioria das proteínas derivadas do tecido adiposo, a 

concentração de adiponectina plasmática está reduzida em indivíduos obesos (Hu et al., 

1996) e aumenta com a perda de peso corporal (Matsubara et al., 2002; Ouchi et al., 1999; 

Trujillo e Scherer, 2005), havendo uma correlação negativa entre obesidade, especialmente 

obesidade central, resistência à insulina, diabetes tipo 2 e concentração de adiponectina 

circulante (Chandran et al., 2003).  

 Devido ao seu importante papel no metabolismo, a redução na concentração 

plasmática de adiponectina tem sido associada com resistência à insulina, dislipidemia e 

aterosclerose em humanos e roedores (Kadowaki e Yamauchi, 2005). 

 

 3.2.1.3 Visfatina 

 

 A visfatina, também conhecida como PBEF (pre-B cell colony-enhancing factor) e 

Nampt (nicotinamida fosforibosiltransferase), é uma adipocina com papel pró-inflamatório e 

imuno-modulatório (Sommer et al., 2008). Recentes estudos indicam que a concentração 
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sérica desta adipocina relaciona-se com a gravidade da doença em pacientes com hepatite C 

(Huang et al., 2011), podendo ainda predizer a presença de inflamação portal em pacientes 

com doença hepática (Aller et al., 2009). A visfatina é preferencialmente expressa pelo 

tecido adiposo visceral, em comparação ao subcutâneo, e também exerce efeitos que 

mimetizam a ação da insulina através da sua capacidade de ligar-se ao receptor de insulina 

em um sítio diferente ao deste hormônio (Fukuhara et al., 2005).  

 

3.2.1.4 Citocinas pró-inflamatórias 

 

 O tecido adiposo produz uma série de fatores os quais podem originar-se tanto de 

adipócitos maduros quanto de outros tipos celulares. No início da década de 90, mostrou-se 

pela primeira vez um aumento na expressão de TNF-α no tecido adiposo de ratos obesos 

(Hotamisligil et al., 1993). A idéia de que um novo fator produzido pelo tecido adiposo 

estava envolvido no desenvolvimento da resistência à insulina foi revolucionário naquela 

época. Desde então, descobriu-se que o tecido adiposo é capaz de secretar diversos outros 

fatores, entre eles: fator transformador de crescimento-β (TGF-β), interferon-γ (IFN- γ), 

interleucinas (IL) como IL-1, IL-6, IL-10 e IL-8, proteína quimioatraente de monócitos - 1 

(MCP-1) e fatores da cascata do sistema complemento (Boucher et al., 2005; Do et al., 

2002; Fasshauer et al., 2003; Shoelson et al., 2006;).  

 A concentração circulante dos fatores pró-inflamatórios secretados pelo tecido 

adiposo está aumentada com o aumento da massa gorda, sendo que muitos destes fatores 

são produzidos por adipócitos e também por macrófagos ativados. Na obesidade, por 

exemplo, há aumento de citocinas, o qual está associado à infiltração de macrófagos no 

tecido adiposo (Fischer-Posovszky et al., 2007).  

 
3.2.2 Metabolismo lipídico: regulação da lipólise no tecido adiposo 

 

 Nos adipócitos do tecido adiposo branco os triacilgliceróis estão estocados dentro de 

uma gotícula lipídica unilocular que é composta por um núcleo de triacilglicerol circundado 

por uma monocamada de fosfolipídios e proteínas associadas à gotícula lipídica, incluindo 

proteínas estruturais e coativadores enzimáticos (Goodman, 2009). Estes triacilgliceróis são 

continuamente metabolizados no processo de lipólise e reesterificação. Durante a lipólise, o 

triacilglicerol é sequencialmente hidrolisado em diacilglicerol, monoacilglicerol e glicerol, 

liberando uma molécula de ácido graxo livre em cada passo. No jejum ou períodos de 
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demanda energética aumentada, os ácidos graxos livres são liberados na circulação e 

transportados para outros tecidos (Zechner et al., 2005).  

 A mobilização dos estoques de triacilglicerol é estreitamente regulada por hormônios 

e requer a ativação de enzimas lipolíticas. As catecolaminas são importantes estimuladoras 

da lipólise, enquanto a insulina é o hormônio antilipolítico mais importante (Holm, 2003). A 

regulação do processo lipolítico por esses e outros hormônios/fatores será discutida mais 

adiante.  

 Nos últimos 10 anos houve um expressivo progresso em relação ao conhecimento da 

regulação da lipólise. Atualmente sabe-se que várias lipases, cofatores e proteínas 

associadas aos lipídios participam da regulação do processo lipolítico.  

 Por muitos anos, a LHS foi considerada a enzima-chave na regulação da lipólise 

(Langin, 2006b). A LHS exibe uma ampla especificidade de substrato, sendo capaz de 

hidrolisar triacilglicerol, diacilglicerol, monoacilglicerol, ésteres de colesteril e outros 

substratos (Yeaman, 1990). Contudo, ao comparar-se a taxa máxima relativa de lipólise, 

verifica-se que dentre todos estes lipídios neutros, os triacilgliceróis são o pior substrato para 

a LHS, enquanto os diacilgliceróis são o melhor (Zechner et al., 2009). 

 Dois principais mecanismos determinam a atividade da LHS: a fosforilação da enzima 

por proteínas quinase e a interação com proteínas auxiliares. Inicialmente, acreditava-se que 

a fosforilação da LHS em dois resíduos de serina (563 e 565) era suficiente para mediar a 

ativação da LHS (Stralfors et al., 1984; Stralfors e Belfrage, 1983). A serina 565 era 

considerada o sítio de fosforilação basal e a serina 563 o sítio regulatório (Garton et al., 

1988; Olsson e Belfrage, 1987). Entretanto, com o avanço dos estudos, verificou-se que a 

LHS pode ser fosforilada em cinco resíduos de serina diferentes e pesquisas recentes 

mostram um enorme aumento na complexidade dos mecanismos envolvidos com a 

modificação pós-traducional e a regulação da LHS (Zechner et al., 2009). Atualmente sabe-

se que, apesar de indispensável, a fosforilação não é suficiente para ativar a LHS, sugerindo 

que alterações conformacionais e a sua translocação do citoplasma para a gotícula lipídica 

(através da formação de um complexo com a proteína ligante de ácido graxo 4 [FABP4]) 

estejam também envolvidas (Lampidonis et al., 2011).   

 Durante muitos anos, diversos estudos in vitro evidenciaram um papel dominante e 

exclusivo da LHS na lipólise de triacilglicerol no adipócito (Anthonsen et al., 1998; Fredrikson 

et al., 1981; Garton e Yeaman, 1990), contudo pesquisas com camundongos knockout para 

LHS esclareceram a importância de outras lipases na hidrólise de triacilglicerol nos 

adipócitos. Os camundongos knockout para LHS não eram obesos (Laurell et al., 1997), seu 

tecido adiposo possuía considerável atividade de hidrólise de triacilglicerol estimulada por 
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hormônio (Shen et al., 1998) e apresentavam acúmulo de diacilglicerol no tecido adiposo 

branco e marrom, músculo e testículos (Garton e Yeaman, 1990). Além disso, verificou-se 

que estes animais apresentavam um bloqueio na liberação de glicerol do tecido adiposo 

estimulada por hormônio, levando à conclusão que a LHS seria uma enzima limitante para o 

catabolismo celular de diacilglicerol, mas que outra lipase era responsável pela hidrólise de 

triacilglicerol a diacilglicerol no tecido adiposo (Yeaman, 2004).   

 Comprovando esta hipótese, três grupos descreveram simultaneamente a 

identificação de uma nova lipase de triacilglicerol, denominada lipase de triacilglicerol do 

adipócito (ATGL), a qual possuia muitas das propriedades da lipase não indentificada até o 

momento (Jenkins et al., 2004; Villena et al., 2004; Zimmermann et al., 2004). A ATGL é 

expressa na maioria dos tecidos, sendo que os tecidos adiposos branco e marrom possuem 

elevada expressão e o músculo cardíaco e esquelético possuem menores níveis (Watt e 

Steinberg, 2008). A ATGL apresenta uma elevada especificidade de substrato para 

triacilglicerol, muito fraca afinidade para diacilglicerol e não possui atividade para ésteres de 

colesteril e retinil (Zimmermann et al., 2004).  

 Assim, de acordo com o modelo atualmente proposto, a cascata lipolítica envolve 

pelo menos três enzimas: a ATGL catalisa predominantemente a hidrólise do primeiro éster 

do triacilglicerol. Então, o diacilglicerol resultante é hidrolisado pela reação catalisada pela 

LHS, gerando monoacilglicerol. Finalmente, a hidrólise do monoacilglicerol é catalisada pela 

lipase de monoacilglicerol, a qual é indispensável para a lipólise completa, porém não é uma 

enzima limitante do processo tendo em vista a sua abundância (Bézaire e Langin, 2009; 

Jaworski et al., 2007). 

 Como descrito anteriormente, as células estocam os triacilgliceróis em gotículas 

lipídicas citoplasmáticas, que estão envoltas por uma monocamada de fosfolipídios e 

proteínas associadas. As lipases atuam na superfície das gotículas devido às propriedades 

hidrofóbicas da gotícula lipídica (Watt, 2009).  A coordenação do metabolismo da gotícula 

lipídica é provavelmente controlada pelas proteínas que a recobrem, a família da perilipina. 

Incluem-se nesta família a perilipina, a adipofilina (também conhecida como ADRP ou ADFP), 

a tail-interacting protein of 47 kilodaltons (TIP 47), a S3-12 e a oxidative tissues-enriched 

PAT protein (OXPAT) (Ducharme e Bickel, 2008). Recentemente foi proposta uma alteração 

na nomenclatura das proteínas que compõe esta família, unificando os termos e facilitando 

os estudos (Kimmel et al., 2010). Esta nova nomenclatura, apresentada no Quadro 1, será 

por nós adotada.  
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Quadro 1 - Nomenclatura unificada para as proteínas envolvidas com as gotículas de  

                  estoque intracelular de lipídios 

Símbolo Aprovado Nome aprovado Nomenclatura prévia 

PLIN1 

PLIN2 

PLIN3 

PLIN4 

PLIN5 

Perilipina 1 

Perilipina 2 

Perilipina 3 

Perilipina 4 

Perilipina 5 

Perilipina, perilipina A, PERI, PLIN 

ADRP, ADFP, adipofilina 

TIP47, PP17, M6PRBP1 

S3-12 

PAT1, LDSP5, OXPAT, MLDP  

 
FONTE: Kimmel et al. (2010)  

 

A perilpina 1, proteína mais abundante na superfície das gotículas lipídicas, possui um 

papel crítico na regulação da lipólise basal (na ausência de estímulo) e na lipólise estimulada 

pelos receptores β-adrenérgicos por coordenar o recrutamento de proteínas para a gotícula 

lipídica (Brasaemle, 2007). Na ausência de estímulo, a perilipina 1 pode atuar como uma 

barreira para lipases, mantendo desta forma uma baixa taxa basal de lipólise. Por outro lado, 

sob estímulo hormonal, a perilipina 1 sofre fosforilação, com consequente mudança 

conformacional, proporcionando assim um aumento na lipólise. Além disso, foi proposto que 

a fosforilação da perilipina 1 pode facilitar a translocação da LHS do citoplasma para a 

gotícula lipídica, favorecendo ainda mais o processo lipolítico (Jaworski et al., 2007). 

Outra proteína envolvida na regulação da lipólise é a CGI-58, também localizada na 

superfície da gotícula lipídica (Subramanian et al., 2004). Em humanos, mutações desta 

proteína são indetificadas como a causa da síndrome Chanarin-Dorfman, uma doença rara 

autossômica recessiva, caracterizada pelo acúmulo intracelular anormal de gotículas lipídicas 

em diversos tecidos (Lefère et al., 2001). A CGI-58 não possui atividade de lipase, entretanto 

a ablação do seu gene leva ao acúmulo anormal de gotículas lipídicas em diversos tipos 

celulares e, além disso, faz com que estas células exibam redução da atividade lipolítica 

tanto no estado basal quanto estimulado (Yamaguchi et al., 2007). Este papel crucial da 

CGI-58 no processo lipolítico deve-se à sua capacidade de atuar como um cofator ou 

ativador da ATGL (Lass et al., 2006). A CGI-58 sozinha não possui atividade de lipase, 

entretanto, sob interação com a CGI-58, a atividade de lipase da ATGL aumenta 

expressivamente. Em células de cultura, a atividade lipolítica da ATGL aumenta no mínimo 

30 a 70 % até o máximo de 20 vezes sob interação da CGI-58, dependendo das condições 

experimentais (Watt e Steinberg, 2008). 

Embora haja inúmeras evidências suportando o papel de coativador da CGI-58, o 

mecanismo preciso de como esta proteína estimula a atividade lipolítica da ATGL permanece 
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indefinido. Lu et al. (2010) especulam que a CGI-58, localizada na superfície da gotícula 

lipídica, pode remodelar a monocamada de fosfolipídios e, dessa forma, permitir que a ATGL 

acesse o triacilglicerol no centro da gotícula. Na ausência de estímulo β-adrenérgico a 

maioria da ATGL reside no citossol e a CGI-58 pode auxiliar na manutenção da atividade 

basal (Lu et al., 2010). Para a ATGL que está localizada no citossol, este pode servir como 

um mecanismo essencial através do qual a ação hidrolítica é exercida. Entretanto, para a 

ATGL localizada na gotícula lipídica, a qual possui seu próprio domínio hidrofóbico 

penetrando a monocamada de fosfolipídios, o núcleo de triacilglicerol está em contato íntimo 

e como resultado, a ação da enzima pode ser menos dependente da coativação pela CGI-58.  

 

3.2.2.1 Regulação hormonal da lipólise 

 

 Numerosos efetores lipolíticos e antilipolíticos controlam o catabolismo dos lipídios 

estocados em vários tecidos (Holm et al., 2000; Langin, 2006). Estes incluem hormônios, 

citocinas e adipocinas.  

 Durante o jejum as catecolaminas são os principais hormônios que estimulam a 

lipólise, principalmente em humanos (Carmen e Victor, 2006). Estes hormônios chegam ao 

tecido adiposo via circulação (principalmente epinefrina) ou via inervação simpática 

(norepinefrina). A ação lipolítica das catecolaminas é mediada por três diferentes subtipos de 

receptores β-adrenérgicos: β1, β2 e β3. Enquanto os receptores do tipo β1 e β2 estão 

amplamente expressos em todos os tecidos, o subtipo β3 é encontrado predominantemente 

nos adipócitos do tecido adiposo branco e marrom em roedores e é pobremente expresso 

em humanos (Zecher et al., 2009). Quando as catecolaminas ligam-se a estes receptores, 

proteínas G estimulatórias ativam a enzima adenilato ciclase, levando ao aumento na 

concentração de AMPc e elevando a atividade da PKA dependente de AMPc (Collins et al., 

2004; Holm et al., 2000, 2003). A fosforilação de proteínas-alvo mediada pela PKA, incluindo 

enzimas lipolíticas e proteínas associadas à gotícula lipídica, induz o aumento da liberação de 

ácidos graxos livres do tecido adiposo em até 100 vezes. Os dois principais alvos da 

fosforilação da PKA são a LHS e a perilipina (Ducharme e Bickel, 2008), cuja fosforilação 

causa um dramático aumento na lipólise. 

 Alguns fatores antilipolíticos, como o NPY, prostaglandina e adenosina, ligam-se à 

receptores acoplados à proteínas G inibitórias, os quais inibem a adenilato ciclase, reduzindo 

assim a produção de AMPc (Langin e Arner, 2006). Interessantemente, as catecolaminas 

também podem exercer efeito antilipolítico através da sua ligação nos receptores α2, os quais 

encontram-se acoplados à proteínas G inibitórias. Os receptores adrenérgicos do tipo α2 são 
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significativamente expressos nos adipócitos humanos, ao contrário dos roedores (Jaworski et 

al.,2007). Dessa forma, o balanço entre os receptores α e β adrenérgicos pode ser 

importante na regulação da lipólise nos adipócitos (Carmen e Victor, 2006). 

 A insulina também regula a lipólise quando ligada ao seu receptor nos adipócitos, 

sendo considerada o hormônio antilipolítico mais potente. A capacidade da insulina de 

antagonizar a lipólise estimulada por hormônios é em grande parte devido à sua capacidade 

de diminuir a concentração de AMPc e, desta forma, a atividade da PKA (Zechner et al., 

2005). A ligação da insulina ao substrato do receptor de insulina-1 (IRS-1) leva à ativação da 

fosfodiesterase 3B, a qual degrada AMPc e consequentemente reduz a ativação da PKA 

(Bézaire e Langin, 2009).   

 

3.2.2.2 Modelo hipotético da lipólise 

 

 Recentemente, Bezaire et al. (2009), utilizando linhagem de adipócitos humanos, 

mostraram uma redução de 50 % na lipólise basal após silenciamento simples ou duplo de 

ATGL ou CGI-58, enquanto o silenciamento da LHS não teve efeito algum. Além disso, os 

autores demonstraram a presença de uma importante quantidade de ATGL no citossol no 

estado basal, com translocação para pequenas gotículas lipídicas sob ativação da PKA. 

Portanto, acredita-se que um número aumentado de complexos ATGL-CGI-58 formados após 

a fosforilação da perilipina 1 e ancorados em pequenas gotículas lipídicas sejam importantes 

para a lipólise estimulada pela PKA. Na totalidade, há um efeito sequencial da hidrólise de 

triacilglicerol acentuada pela ATGL, LHS fosforilada e ação da lipase de monoacilglicerol que 

produz grandes aumentos na liberação de ácidos graxos livres em resposta à ativação da 

PKA.  

 A Figura 4 representa o modelo hipotético da lipólise nos adipócitos humanos, 

integrando as três principais lipases, cofatores e proteínas relacionadas. De acordo com o 

modelo proposto por Lampidonis et al. (2011), no estado basal a perilipina 1 recobre a 

superfície da gotícula lipídica e liga-se à CGI-58. Ainda em condições não estimuladas, a LHS 

está dispersa no citossol. Sob a ação de reguladores, como as catecolaminas, há um 

aumento na concentração de AMPc, que ativa a PKA, levando à fosforilação da perilipina 1 e 

da LHS. A fosforilação da perilipina 1 induz alterações físicas da superfície da gotícula 

lipídica, facilitando a ação da LHS. A fosforilação da perilipina 1 também promove a liberação 

da CGI-58, a qual liga-se à ATGL formando um complexo altamente ativo nas gotículas 

lipídicas pequenas, onde catalisam a degradação do triacilglicerol, resultando na produção de 

diacilglicerol. A LHS fosforilada associa-se com a FABP4 e transloca-se até a gotícula lipídica, 
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onde hidrolisa o diacilglicerol produzido pela ATGL. A lipase de monoacilglicerol completa a 

lipólise por hidrolisar o monoacilglicerol à ácido graxo e glicerol.   

 

Figura 4 - Modelo proposto para os mecanismos moleculares envolvidos na regulação da 

                lipólise 

 
FONTE: Adaptado de Lampidonis et al. (2011). 
ABREVIATURAS: ATGL, lipase de triacilglicerol do adipócito; HSL: lipase hormônio-sensível; MGL, 
lipase de monoacilglicerol; CGI-58: comparative gene identification 58; FABP4, proteína 
transportadora de ácidos graxos 4; AGL, ácidos graxos livres; DAG, diacilglicerol; MAG, 
monoacilglicerol. 
 

 É importante ressaltar o fato que a lipólise estimulada é drasticamente 

reduzida em animais que não expressam perilipina 1, indicando que esta proteína coordena 

o recrutamento e/ou a ativação das lipases sob condições lipolíticas (Wat e Steinberg, 2008). 

É notável que durante a lipólise estimulada a perilipina 1 é absolutamente essencial para o 

recrutamento da LHS para as gotículas lipídicas e sua completa ativação enzimática (Sztalryd 

et al., 2003). Contudo, a fosforilação da perilipina não é necessária para a translocação da 

LHS, uma vez que em mutantes da perilipina fosforilada ainda há o recrutamento da LHS 

para a superfície da gotícula lipídica (Miyoshi et al., 2006). Watt e Steinberg (2008), sugerem 

que a fosforilação da perilipina 1 aumenta a atividade da LHS por fatores independentes da 

translocação sozinha, talvez por melhorar o remodelamento das gotículas lipídicas e permitir 
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um melhor acesso para a LHS, ou indiretamente por aumentar a co-localização com a ATGL, 

melhorando o fornecimento de substrato (diacilglicerol) para a LHS. 

 O turnover do pool de triacilglicerol nos adipócitos é rápido. Sendo assim, variações 

relativamente pequenas na lipólise (ou na síntese de triacilglicerol) podem, em um tempo 

relativamente curto, ter efeitos profundos na massa de gordura e no destino metabólico dos 

ácidos graxos livres (Langin e Arner, 2006). Vale ressaltar que os ácidos graxos livres não 

servem apenas como fonte energética, mas também são moléculas sinalizadoras e quando 

presentes em abundância podem interferir no metabolismo normal (Bezaire e Langin, 2009). 

Recentes estudos demonstram que os ácidos graxos livres são capazes de promover a 

expressão de citocinas pró-inflamatórias no pâncreas (Böni-Schnetzler et al., 2009), 

prejudicar a sensibilidade à insulina no músculo de indivíduos obesos e diabéticos (Reyna, 

Ghosh, Tantiwong et al., 2008) e exacerbar a inflamação induzida por elevada concentração 

de glicose em monócitos humanos (Dasu e Jialal, 2011).   

 

3.2.3 Alterações do tecido adiposo na caquexia 

  

 Embora a extensiva perda de gordura corporal seja um dos marcadores da caquexia, 

durante muitos anos o estudo do tecido adiposo nesta condição foi de certa forma, 

negligenciado. Ao longo das últimas décadas, inúmeros grupos de estudo vêm pesquisando 

as alterações na musculatura esquelética induzidas pela síndrome, e diversas vias envolvidas 

na depleção muscular já estão bem estabelecidas (Argilés et al., 2006; Kilgour et al., 2010). 

Por outro lado, o conhecimento a cerca das alterações do tecido adiposo induzidas pela 

caquexia ainda é limitado. 

 É digno de nota que a perda de tecido adiposo que ocorre na caquexia não pode ser 

explicada somente pela perda de apetite, uma vez que ela muitas vezes precede o início da 

anorexia (Ishiko et al., 1999) e é muito mais severa em modelos animais de caquexia do que 

em restrição alimentar (Sobin e Wittekind, 2002). 

 Estudos prévios do nosso grupo mostraram que animais caquéticos apresentam 

modificações na composição dos ácidos graxos e um aumento na dimensão dos adipócitos 

em dois diferentes depósitos do tecido adiposo branco: mesentérico e retroperitonial 

(Bertevello e Seelaender, 2001). Uma vez que a caquexia promove um aumento no 

conteúdo de água corporal, especulou-se que o aumento destes adipócitos era decorrente, 

ao menos parcialmente, por retenção hídrica e não por aumento no conteúdo lipídico. 

Posteriormente foi descrita a infiltração de macrófagos no tecido adiposo branco de animais 

caquéticos (Machado et al., 2004), indicando a presença de inflamação local. Verificou-se 
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ainda que esses macrófagos eram capazes de produzir mediadores inflamatórios, como TNF-

α e prostaglandina E2 (PGE2). O aumento na concentração destes mediadores inflamatórios 

resulta em agravamento da inflamação local e sistêmica (Lira et al., 2009). Dessa forma, 

pode-se imaginar que o tecido adiposo não apenas é afetado pela caquexia, mas tem ainda 

papel fundamental no estabelecimento e progressão do quadro inflamatório observado nesta 

síndrome. 

 A função endócrina do tecido adiposo também está bastante alterada na caquexia. A 

associação entre a caquexia induzida pelo câncer e alteração na concentração de adipocinas 

vem sendo descrita nos últimos anos (Nakajima et al., 2009; Smiechowska et al., 2010). 

Alguns autores sugerem que um prejuízo na resposta das adipocinas à perda de peso possua 

um papel na patogênese da caquexia (Nakajima et al., 2009), entretanto, a associação entre 

a expressão de adipocinas e a caquexia induzida pelo câncer não está completamente 

elucidada.  

 Já está bem estabelecido que as concentrações plasmáticas de leptina estão 

diretamente correlacionadas com a massa do tecido adiposo em indivíduos saudáveis 

(Trayhurn e Beattie, 2001), mas os dados a respeito da concentração plasmática de leptina 

na caquexia são controversos. Assim, em relação à concentração plasmática de leptina e 

caquexia, os estudos mostram redução (Machado et al., 2004; Smiechowska et al., 2010; 

Takashi et al., 2009; Werynska et al., 2009), aumento (Moses et al., 2001) ou até mesmo 

ausência de alteração (Wallace et al., 1998), variando de acordo com o tipo de tumor e a 

espécie estudada. 

 Resultados semelhantes são observados em relação à outra adipocina, a 

adiponectina. A concentração plasmática de adiponectina demonstra relação inversa com o 

peso corporal; sendo assim, em situações onde há perda voluntária de peso corporal há 

aumento na concentração desta adipocina (Silva et al., 2011). Jamieson et al. (2004) e 

Nakajima et al. (2009) descrevem uma redução na concentração de adiponectina no plasma 

de pacientes com caquexia na vigência de câncer. Entretanto, resultados opostos foram 

encontrados em outros estudos, nos quais foi descrita uma elevada concentração de 

adiponectina no plasma destes pacientes (Kerem et al., 2008; Smiechowska et al., 2010). 

 Embora a base molecular da atrofia do tecido adiposo seja pouco compreendida, 

algumas evidências sugerem que a perda de gordura seja consequência de aumento na 

resposta catabólica associado ao prejuízo nos processos anabólicos. De acordo com Large et 

al. (1997) e Skoog et al. (2001), um aumento da lipólise parece ser o fator-chave neste 

processo. Em pacientes com caquexia na vigência de câncer, há aumento no turnover de 

glicerol e ácidos graxos, em comparação com pacientes com câncer sem caquexia (Shaw e 
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Wolfe, 1987). Também foi mostrado que a lipólise corporal, medida através da taxa de 

aparecimento de glicerol, está aumentada em pacientes com câncer que estavam perdendo 

peso quando comparados com indivíduos saudáveis (Zuijdgeest-van et al., 2000). Ainda 

nesse contexto, estudos mostraram que o RNAm e o conteúdo protéico de LHS estão 

aumentados no tecido adiposo de pacientes com caquexia na vigência do câncer (Agustsson 

et al., 2007; Thompson et al., 1993). 

 Vários fatores derivados do tumor ou dos tecidos do portador estão implicados na 

depleção de gordura durante a progressão da caquexia (Tisdale, 2009). Dentre estes estão 

as citocinas pró-inflamatórias, como TNF-α, e os fatores lipolíticos, como a zinco-α2-

glicoproteína (ZAG). O TNF-α, por exemplo, exerce efeitos pró-lipolíticos independentemente 

do conteúdo de lipases. Primeiramente, o TNF-α inibe a ativação do IRS-1 (Engelman et al., 

2000; Fujishiro et al., 2003), anulando a ação anti-lipolítica da insulina. Além disso, o 

tratamento com TNF-α reduz o conteúdo total de perilipina 1 nos adipócitos (Souza et al., 

1998) e sua fosforilação pela PKA (Souza et al., 2003). Segundo Bézaire e Langin (2009), 

este efeito promove a lipólise por aumentar a exposição dos lipídios à ATGL e à LHS. 

 A ZAG é uma glicoproteína solúvel, expressa em diversos tecidos (Tada et al., 1991), 

incluindo diferentes tipos de tumores malignos (Albertus et al., 2008; Diez-Itza et al., 1993; 

Hale et al., 2001). A propriedade mais estudada da ZAG é o seu envolvimento no 

metabolismo lipídico (Bing e trayhurn, 2009). O tratamento com ZAG induz a redução de 

gordura corporal em animais obesos (Bing et al., 2002; Hirai et al., 1998; Russell e Tisdale, 

2011), tanto por indução direta da lipólise, quanto por sensibilizar o tecido adiposo à outros 

estímulos lipolíticos (Russell e Tisdale, 2011). Em recente estudo com pacientes com câncer 

gastrointestinal, Mracek e col. demonstraram que não há diferenças na concentração 

plasmática de ZAG entre pacientes caquéticos e com peso estável (Mracek et al., 2011). 

Contudo, houve uma superexpresão desta proteína no tecido adiposo subcutâneo dos 

pacientes caquéticos, sugerindo uma ação local deste fator.  

 Enquanto certos fatores estimulam a via lipolítica, produtos da lipólise medeiam a 

inflamação no tecido adiposo (Suganami et al., 2005). Usando experimento de co-cultura de 

adipócitos e macrófagos, Suganami et al. (2007) mostraram que ácidos graxos livres, os 

quais são liberados pela lipólise, podem ativar macrófagos e ativar vias inflamatórias. Assim, 

a comunicação entre adipócitos e macrófagos provavelmente agrava a inflamação do tecido 

adiposo.   

  Dessa forma, pensamos que a resposta do tecido adiposo à caquexia possa induzir 

alterações na composição tecidual que, por sua vez, poderiam modular a biologia dos 

adipócitos, gerando um ciclo vicioso. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Estudo clínico 

   

4.1.1 Casuística 

 

Os sujeitos da pesquisa foram recrutados por médicos especialistas da Clínica Médica 

Cirúrgica do Hospital Universitário (HU) da Universidade de São Paulo (USP), após consulta 

médica ambulatorial. Para a inclusão do sujeito na pesquisa, foram utilizados os seguintes 

critérios: 

 a) Ambos os sexos; 

 b) Idade entre 18 e 100 anos; 

 c) Diagnóstico de câncer no sitema gastrointestinal com indicação cirúrgica ou 

pacientes com indicação cirúrgica para hérnia inguinal, epigástrica, umbilical ou incisional.  

Foram adotados como critérios de exclusão: falência hepática ou renal, AIDS, 

doenças inflamatórias do intestino e doenças autoimunes. 

O estudo foi realizado de acordo com os princípios da declaração de Helsinki e foi 

previamente aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos do Instituto 

de Ciências Biomédicas - USP, sob o número 788. Todos os pacientes incluídos no estudo 

assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido, o qual se encontra em anexo 

(Anexo A). 

O diagnóstico dos pacientes foi realizado através de exames clínicos, laboratoriais, 

endoscópicos ou de imagem, solicitados de acordo com a necessidade pelo médico 

responsável pelo paciente. No caso dos pacientes com tumor, o procedimento cirúrgico 

antecedeu ao tratamento quimioterápico ou radioterápico, ou qualquer outro tipo de 

tratamento.   

A partir destes critérios, foram coletadas amostras de 47 pacientes, de ambos os 

gêneros, com idade entre 35 e 81 anos, que realizaram a cirurgia no HU – USP durante o 

período de novembro de 2008 a março de 2010. Os pacientes foram divididos em 3 grupos 

experimentais: controle (CTR), portador de tumor com peso estável (TB), portador de tumor 

com caquexia (TBC). As características gerais dos sujeitos estão descritas na Tabela 2. 
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Tabela 1 - Características gerais dos sujeitos 
 

 CTR TBC TB 

n 

Homens/Mulheres 

Idade (anos) 

IMC (Kg/m2) 

Perda de peso (%) 

20 

11/9 

51,1 ± 3,6 

23,3 ± 0,9 

1,94 ± 1,00 

17 

10/7 

58,4 ± 4,0 

20,6 ± 0,8 

19,9 ± 1,9a 

10 

4/6 

66,9 ± 4,3 

22,9 ± 0,7 

4,0 ± 0,5 

Plasma 

PCR (mg/dL) 

Hemoglobina (mg/dL) 

Uréia (mg/dL)  

 

50,8 ± 40,9 

12,4 ± 0,5 

36,9 ± 2,7 

 

92,3 ± 15,4 

11,4 ± 0,4 

35,3 ± 6,5 

 

90,4 ± 31,2 

11,3 ± 0,6 

36,9 ± 3,5 

 
FONTE: Seelaender e Batista Jr (2010). 
NOTA: Resultados são média ± EPM. a p<0,001 em relação aos demais grupos. Abreviaturas: CTR, 
controle; TB, portador de tumor com peso estável; TBC, portador de tumor com caquexia; IMC, índice 
de massa corporal; PCR, proteína C-reativa.  

 

O grupo controle foi constituído por pacientes que sofreram cirurgia eletiva para 

hérnia. No caso do grupo portador de tumor com caquexia, as amostras foram obtidas de 

pacientes com câncer gástrico (35%), câncer de cólon (42%) ou outros tipos tumorais 

(23%). O grupo tumor sem caquexia foi composto por pacientes com câncer gástrico (30%), 

câncer de cólon (20%), câncer retal (10%) ou outros tipos de tumor (40%).   

Não foram realizadas mudanças na conduta do procedimento cirúrgico, da anestesia 

ou do tratamento e nenhuma conduta causou dor ou sofrimento dos pacientes. As amostras 

foram coletadas somente após a assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido e 

todo o material coletado foi usado exclusivamente para o propósito da pesquisa. O projeto 

foi previamente aprovado pelo Comitê de Ética do Instituto de Ciências Biomédicas (788) e 

Hospital Universitário/USP (752/07). 

 

4.1.2 Diagnóstico de caquexia 

 

Para o diagnóstico de caquexia foram utilizados os seguintes parâmetros (Morley et 

al., 2006):  

a) Variação no peso corporal: diminuição involuntária de massa corporal nos últimos 

6 meses (maior ou igual a 5 % da massa corporal inicial);  
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b) Índice de massa corporal (IMC): menor que 20 kg.m-2 para pacientes com menos 

de 65 anos e menor que 22 kg.m-2 para pacientes com idade maior ou igual a 65 anos. O 

IMC foi determinado a partir da fórmula seguinte fórmula: massa corporal (kg) / altura2 (m);  

c) Concentração plasmática de albumina inferior a 35 g/L;  

d) Evidência de inflamação: concentração plasmática de proteína C-reativa superior a 

10 mg/L.  

Os pacientes que possuíam a variação no peso corporal descrita no item “a”, 

associada a um ou mais destes critérios foram considerados caquéticos. 

 

4.1.3 Procedimento cirúrgico 

 

Para o procedimento cirúrgico o sujeito se manteve deitado em uma maca, com 

monitoração cardíaca e arterial. Os pacientes realizaram banho com sabão antisséptico e 

receberam limpeza na área do procedimento cirúrgico, a qual foi tricotomizada com o uso de 

lâminas descartáveis. Aplicou-se anestesia geral ou peridural, sempre de acordo com o 

médico anestesista responsável e individualizada para cada caso. A incisão na pele foi 

realizada com lâmina de bisturi esterilizada, individual e descartável e, a retirada do tecido 

adiposo foi realizada com o auxílio de pinça e lâmina cirúrgicas, pelo médico responsável 

pelo procedimento cirúrgico. 

Dentre os procedimentos cirúrgicos foram realizados: videolaparoscopia ou 

laparotomia convencional no caso de hérnias, ressecção segmentar no caso dos tumores de 

cólon e gastrectomias parciais ou totais para os casos de tumores gástricos.  

 

4.1.4 Coleta de plasma e tecido adiposo branco 

 

 Foram coletados aproximadamente 10 mL de sangue durante o procedimento 

cirúrgico através do acesso venoso da anestesia. Após coletado, o sangue foi centrifugado a 

3.000 rpm por 15 minutos a 4 oC . Logo após, o plasma foi acondicionado em tubos plásticos 

e estocados a - 80 oC para posterior análise. O modo de coleta do sangue não afetou o 

procedimento cirúrgico. 

 Durante a cirurgia também foi coletado aproximadamente 1 g de tecido adiposo 

branco subcutâneo, sempre em região superior ao umbigo e nunca adjacente ao tumor, 

sendo o tempo total de coleta inferior a 5 minutos.  

 Este procedimento teve um grau mínimo de risco, não interferindo no procedimento 

cirúrgico padrão. Os tecidos foram imediatamente colocados em nitrogênio líquido ou 
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reagente Trizol® (Invitrogen, Camarillo, CA, Estados Unidos) e armazenados a – 80 oC para 

análises posteriores.  

 

4.1.5 Medida da expressão gênica por PCR tempo real 

 

O RNA total do tecido foi extraído a partir de alíquotas de 300 mg de tecido através 

da extração com reagente Trizol® (Invitrogen). As amostras foram homogeneizadas em 

aparelho Polytron (PT 3100) e incubadas por 10 minutos a temperatura ambiente. As 

amostras foram precipitadas com 200 µL de clorofórmio e centrifugadas por 15 minutos a 

12.000 x g (4 oC) para a obtenção do RNA total (fase superior) que foi precipitada com 500 

µL de álcool isopropílico e incubada por 10 minutos a temperatura ambiente. Os pellets 

foram lavados com etanol 75 % e as amostras foram centrifugadas por 5 minutos a 7.500 x 

g, a 4 oC. O álcool foi removido e os pellets, secos a temperatura ambiente por 15 minutos. 

As amostras foram então solubilizadas com água-DEPC autoclavada. A concentração de RNA 

foi determinada por espectofotômetro (UVmini 1240, Shimadzu). A síntese de DNA 

complementar foi realizada a partir de 3 µg de RNA total, 10 U de inibidor de RNAse, 2 µL de 

random primers, 2 µL de dNTP (10 nmol), 2 µL de DTT, 10 U de transcriptase reversa M-

MLV e 4 µL de tampão (TRIS-HCl 100mM, KCl 500mM; MgCl2 150 mM em água livre de 

nuclease) (Invitrogen).  Em um volume final de 25 µL, 5 µL de DNA complementar foram 

misturados com 2x SYBR Green PCR master mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, 

Estados Unidos) e sequências específicas de oligonucleotídios (Invitrogen). A análise de PCR 

tempo real foi usada para determinação da expressão gênica de adiponectina, leptina, 

visfatina, LHS, ATGL, perilipina 1 e CGI-58 no tecido adiposo subcutâneo de pacientes dos 

grupos controle, portador de tumor com peso estável e portador de tumor com caquexia. No 

Quadro 2 estão descritas as sequências de oligonucleotídeos utilizadas. A concentração de 

RNAm foi determinada através do método de comparação de  Ct. Para cada amostra, um 

valor de ∆Ct foi obtido pela subtração dos valores do gene-referência (RNA ribossômico 18S) 

daqueles do gene de interesse. O valor do ∆Ct do grupo controle foi então subtraído de cada 

amostra gerando o valor de ∆-∆Ct. A expressão de cada gene foi avaliada por 2 –(∆-∆Ct).  
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Quadro 2 - Sequência dos oligonucleotídeos para o modelo clínico 

Gene (NCBI Genbank) Sequência de oligonucleotídeos (5’-3’) Produto 

(pb) 

LHS (NM_005357) 

 

ATGL (NM_020376) 

 

CGI-58 (NM_016006) 

 

Perilipina 1 (NM_002666) 

 

Leptina (NM_013076) 

 

Adiponectina (NM_144744) 

 

Visfatina (NM_177928) 

 

18S (HQ387008) 

Sense: AACTGCCAGCTGCCTTAAAA 

Antisense: TTCCCTCACGGGAGATATTG 

Sense: TCCTCGGCGTCTACTACGTC 

Antisense: CTCAATGAACTTGGCACCAG 

Sense: GTGCCCTAGGATTGGACAAA 

Antisense: GGCTCTGATCCAAACTGGAA  

Sense: CCCAGGAGTGACAGGAATTG 

Antisense: CTCGCTCCTCAAGCTTCAAC 

Sense: 5’ACAGAAAGTCACCGGTTTGG3 

Antisense: 5’GTGAAGAAGATCCCGGAGGT3 

Sense: 5’ATG ACCAGGAAACCACGACT3’ 

Antisense: 5’CACC GATGTCTCCCTTAGGA3’ 

Sense: 5’AAAATCCAGGAAGCCAAAGA3’ 

Antisense: 5’TCCTCTGGGAATGACAAAGC3 

Sense: CCTGCGGCTTAATTTGACTC  

Antisense: ATGCCAGAGTCTCGTTCGTT 

163 

 

164 

 

182 

 

167 

 

163 

 

155 

 

165 

 

168 

 
FONTE: Silvério (2011) 

NOTA: Abreviaturas: LHS, lipase hormônio-sensível; ATGL, lipase de triacilglicerol do adipócito; CGI-

58, comparative gene identification-58. 

 

4.1.6 Imunodetecção por Western blotting 

 

Inicialmente, 100 mg de tecido adiposo epididimal foram homogeneizados em 

homogeneizador Polytron (PT 3100) em 1 mL de tampão de extração (Trizma base 100 mM 

pH 7,5, EDTA 10 mM, SDS 10 %, fluoreto de sódio 100 mM, pirofosfato de sódio 10 mM, 

ortovanadato de sódio 10 mM). O tampão foi preparado no dia do experimento e aquecido 

em banho-maria fervente. O homogenato resultante foi transferido para tubos eppendorfs e 

centrifugado (40 minutos, 12.000 rpm, a 4 oC). Em seguida, a fração líquida foi 

cuidadosamente coletada evitando-se a contaminação com a fração lipídica na fase superior 

do tubo. O teor de proteínas totais foi determinado através do kit BCA™ (Thermo Scientific, 

Rockford, IL, Estados Unidos).  
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As amostras foram adicionadas, na proporção de 4:1, de tampão de Laemmli (azul de 

bromofenol 0,01%, fosfato de sódio 50 mM, glicerol 25%, SDS 1%) contendo 200 mM de 

DTT. O volume de 90 µg de proteína foi submetido à eletroforese em gel de poliacrilamida 

desnaturante a 10 %. Após separação eletroforética, as amostras foram transferidas para 

membrana de nitrocelulose por 2 horas à temperatura ambiente (ou overnight a 4°C) e a 

membrana foi então bloqueada por 2 horas em 15 ml de solução bloqueadora, composta de 

solução basal (Trizma base 10 mM, NaCl 150 mM, Tween-20 50 µl/ml) contendo 5% de leite 

desnaturado. Em seguida, foi feita a incubação com o anticorpo primário específico, 

overnight em temperatura ambiente, com o anticorpo dissolvido em solução basal e BSA 1%. 

A seguir, a membrana foi incubada por uma hora com anticorpo secundário associado à 

peroxidase. O anticorpo secundário constituiu-se sempre de uma anti-imunoglobulina dirigida 

contra o animal produtor de anticorpo primário. Após algumas lavagens com solução basal, a 

membrana foi revelada por quimioluminescência após adição do reagente de revelação ECL 

(Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, Estados Unidos) e então a membrana foi exposta a 

filme de raio X. As bandas de interesse foram identificadas pelo seu padrão de migração 

eletroforética, por comparação com padrões de peso molecular conhecido e quantificadas 

por densitometria, utilizando-se o programa Scion Image. 

Para a detecção da expressão protéica da LHS, ATGL e perilipina 1, foram utilizados 

anticorpos primários produzidos em coelho e adquiridos da empresa Santa Cruz 

Biotechnology (Santa Cruz, CA, Estados Unidos), na diluição 1:1.000. O anticorpo secundário 

(Sigma, St. Louis, MO, Estados Unidos) foi utilizado na diluição 1:5.000.  

 

4.1.7 Dosagens plasmáticas 

 

4.1.7.1 Adipocinas 

 

Para a dosagem de adiponectina foi utilizado o método ELISA (Invitrogen). 

Inicialmente o plasma foi diluído (1:2.000) em solução diluente fornecida pelo próprio kit. 

Adicionou-se 100 µL das amostras e padrões de adiponectina recombinante em uma placa 

de 96 poços previamente sensibilizada com anticorpo policlonal anti-adiponectina, a qual foi 

incubada por 1 hora a 37 oC. Após este período, os poços foram lavados 3 vezes com 

tampão para lavagem e então foram adicionados 100 uL de anticorpo secundário em cada 

poço e a placa foi novamente incubada por 1 hora a 37 oC. Findo este tempo, os poços 

foram lavados novamente como descrito anteriormente. Posteriormente, a placa foi incubada 

por 1 hora (37 oC) com a solução de deteção (anticorpo IgG conjugado com HRP) (100 µL 
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por poço). A placa foi novamente lavada (5 vezes) e uma nova incubação com a solução 

substrato (a qual possui agentes cromogênicos) foi feita por 20 minutos em temperatura 

ambiente, evitando-se o contato da placa com a luz. A reação foi interrompida através da 

adição de 100 µL de H3PO4 1M por poço. A leitura foi realizada em leitor de ELISA (Spectra 

Max Plus, Molecular Devices), utilizando-se filtro de 450 nm.   

A determinação da concentração plasmática de leptina foi realizada através do 

método de radioimunoensaio (Linco Research Inc., St. Charles, MO, Estados Unidos). 

Inicialmente, 100 µL das amostras e padrões de leptina recombinante humana foram 

pipetados em tubos de poliestireno. Logo após, pipetou-se 100 µL de anticorpo anti-leptina 

multi-espécies, os tubos foram agitados em vórtex, cobertos com filme plástico de PVC e 

incubados overnight a 4 oC. No segundo dia de experimento, 100 µL de 125I-leptina foram 

adicionados em cada um dos tubos, os quais foram posteiormente agitados em vórtex, 

cobertos e novamente incubados overnight à 4 oC. No dia seguinte, 1,0 mL do reagente 

precipitante frio (4 oC) foi adicionado às amostras. Os tubos foram incubados por 20 minutos 

a 4 oC e posteriormente centrifugados por 40 minutos a 2.000g. Imediatamente após, os 

tubos foram invertidos por cerca de 30 segundos, para a retirada de todo o sobrenadante. O 

excesso de líquido remanecente na borda dos tubos foi retirado com papel toalha. A 

radioatividade presente nos pellets foi contada em contador gama (Cobra II, Perkin Elmer).  

A dosagem das adipocinas no plasma dos pacientes foi realizada em colaboração com 

o Professor Miguel Batista Jr. (Universidade de Mogi das Cruzes). 

 

4.1.7.2 Insulina e glicose 

 

A concentração de insulina no plasma também foi determinada através de RIA 

(Millipore, St. Charles, MO, Estados Unidos). No primeiro dia de experimento, 100 µL das 

amostras e dos padrões de insulina recombinante foram adicionados à tubos de poliestireno. 

Em seguida, foram pipetados em cada tubo 100 µL de 125I-insulina e 100 µL de anticorpo 

anti-insulina. Os tubos foram agitados em vórtex, cobertos com filme plástico de PVC e 

incubados overnight à 4 oC.  Após este período, foi adicionado 1,0 mL de reagente 

precipitante aos tubos, os quais foram posteriormente agitados em vórtex em incubados 

durante 20 minutos à 4 oC.  Logo após, os tubos foram centrifugados (40 minutos, 2.000g, 4 
oC) para a obtenção de um pellet firme. Imediatamente após a centrifugação, o 

sobrenadante foi decantado através da inversão cuidadosa dos tubos, os quais 

permaneceram nesta posição por cerca de 30 segundos. A radioatividade presente nos 

pellets foi então determinada em contador gama (Cobra II, Perkin Elmer). 
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Para a dosagem da glicemia foi utilizado kit colorimétrico (Labtest®). Para este ensaio 

a mistura da amostra com o reagente de trabalho foi incubada por 15 minutos à 37 oC e a 

intensidade da cor determinada através da leitura a 505 nm. O método baseia-se no 

princípio de que a enzima glicose oxidase catalisa a oxidação da glicose da seguinte forma: 

Glicose + O2 + H2O  glicose oxidase  ácido glucônico + H2O2 

O peróxido de hidrogênio formado reage com 4-aminoantipirina e fenol, sob a ação 

catalisadora da peroxidase, através de uma reação oxidativa formando uma 

antipirilquinonimia vermelha cuja intensidade é proporcional à concentração de glicose na 

amostra. 

 

4.1.7.3 Perfil lipídico 

 

A determinação de triacilglicerol, colesterol total e HDL-colesterol foi realizada através 

de kits colorimétricos (Labtest®, Lagoa Santa, M.G., Brasil).  

Para a determinação do triacilglicerol, as amostras, misturadas ao reagente de 

trabalho, foram incubadas em banho-maria a 37 oC durante 10 minutos. As absorbâncias 

foram determinadas em espectofotômetro Spectra Max Plus (Molecular Devices) em 505 nm. 

Neste ensaio, a lipase de lipoproteína promove a hidrólise dos triacilgliceróis liberando 

glicerol, que é convertido, pela ação da glicerolquinase, em glicerol-3-fosfato. Este é oxidado 

a dihidroxiacetona e peróxido de hidrogênio na presença de glicerolfosfato oxidase. Em 

seguida ocorre uma reação de acoplamento entre peróxido de hidrogênio, 4-aminoantipirina 

e 4-clorofenol, catalisada pela peroxidase, e a intensidade da cor vermelha formada é 

diretamente proporcional à concentração de triacilglicerol nas amostras. 

Para a dosagem do colesterol total as amostras foram incubadas com reagente de 

trabalho em banho-maria a 37 oC durante 10 minutos. As absorbâncias foram então 

determinadas em 500 nm. A determinação de colesterol por este kit baseia-se nas seguintes 

reações: os ésteres de colesterol são hidrolisados pela colesterol esterase a colesterol livre e 

ácidos graxos. O colesterol livre é oxidado pela colesterol oxidase gerando peróxido de 

hidrogênio, o qual reage com fenol e 4-aminoantipirina formando uma antipirilquinonimina 

vermelha. A intensidade da cor vermelha formada na reação final é diretamente proporcional 

à concentração do colesterol na amostra. 

A concentração de HDL-colesterol foi determinada através da mistura das amostras 

com o reagente de trabalho 1, seguida de incubação a 37 oC durante 5 minutos. Fez-se 

então uma primeira leitura das absorbâncias a 600 nm. Posteriormente, o reagente de 

trabalho 2 foi adicionado às amostras, as quais foram novamente submetidas à incubação a 
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37 oC durante 5 minutos. Uma nova leitura das absorbâncias foi feita em espectofotômetro a 

600 nm. A seletividade deste método está baseada nas tecnologias de aceleração da reação 

de colesterol oxidase com o colesterol livre das lipoproteínas não HDL e solubilização seletiva 

das partículas HDL por ação de um detergente específico. Após a solubilização específica do 

colesterol HDL, com a ação das enzimas colesterol esterase e colesterol oxidase e 

acoplamento com 4-aminoantipirina e um cromogênio, em reação catalisada pela 

peroxidase, ocorre o desenvolvimento de uma coloração proporcional à concentração de 

HDL-colesterol nas amostras.   

O LDL-colesterol (LDL-C) foi calculado através das equações propostas por 

Friedewald (1972):           

VLDL-colesterol = triacilglicerol/5   

 

LDL-colesterol = colesterol total – (HDL-colesterol + VLDL-colesterol) 

 

A dosagem da concentração de ácidos graxos livres (AGL) foi realizada através de kit 

colorimétrico (Randox, Crumlin, Antrim, Reino Unido). O kit baseia-se nas seguintes reações: 

AGL + ATP + coenzima A  acetil-CoA sintetase acil-Coa + AMP + pirofosfato 

Acil-CoA + O2 acil-CoA oxidase  trans-enoil-CoA + H2O2 

Sendo que o peróxido de hidrogênio (H2O2) formado, através da ação da peroxidase, 

reage com outros substratos formando um complexo de cor púrpura, o qual é proporcional à 

concentração de ácidos graxos livres nas amostras. 

 

4.2 Estudo experimental 

 

4.2.1 Animais 

 

Ratos Wistar machos (150 a 200 g) provenientes do Biotério Central do Instituto de 

Ciências Biomédicas, da Universidade de São Paulo foram mantidos no Biotério do 

Departamento de Biologia Celular e Tecidual, recebendo água e ração ad libitum. O peso 

corporal e o consumo de ração foram aferidos a cada 2 dias. 

Os animais foram divididos em três grupos experimentais: controle (CTR), portador 

de tumor sacrificado no 7º (TB7) e no 14º dia após a inoculação das células tumorais. Nos 

animais portadores de tumor, as células do carcinossarcoma de Walker 256 foram injetadas 

subcutaneamente no flanco direito, na proporção de 2x107 células, em 1mL de solução salina 

(NaCl 0,9 %), por rato. Após o sacrifício dos animais, em jejum de 12 horas, realizado por 
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decaptação, o sangue, tecido adiposo epididimal, tecido adiposo retroperitonial, tecido 

adiposo mesentérico, fígado, músculo e tumor foram retirados, pesados e armazenados em 

freezer -80 oC. Uma fração do tecido adiposo epididimal foi utilizada imediatamente após o 

sacrifício, para o isolamento dos adipócitos e outra alíquota foi ainda colocada em 

paraformaldeído 4% para processamentos dos cortes histológicos. 

O carcinossarcoma de Walker 256, modelo de caquexia em ratos, é adotado por 

nosso grupo de pesquisa há mais de 15 anos. Trata-se do modelo experimental de caquexia 

mais amplamente estudado na literatura (Peluso et al., 2000), induzindo nos animais a 

grande maioria dos sintomas relacionados à síndrome (Kurth et al., 2001; Piffar et al., 2003), 

e que estão também presentes nos pacientes da doença (Heymsfield e McManus, 1985).  

O protocolo no 050/2011 para uso de animais em experimentação foi realizado 

segundo os princípios éticos adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal 

(COBEA) e pela Comissão de Ética em Experimentação Animal (CEEA), do Instituto de 

Ciências Biomedicas da Universidade de São Paulo. 

 

Figura 5 – Rato portator do carcinossarcoma de Walker 256 no 14º dia após a  

          inoculação tumoral 

 
FONTE: Silvério (2011). 

 

4.2.2 Determinações plasmáticas 

 

O sangue foi coletado em tubos contendo solução de EDTA (Labtest®) e as amostras 

de plasma foram obtidas após centrifugação (3.000 rpm, durante 15 minutos, a 4 oC) sendo 

posteriormente armazenadas em freezer – 80 oC. 

 A determinação da concentração plasmática de adiponectina, leptina, insulina, 

glicose, triacilglicerol e ácidos graxos livres foram realizadas através dos mesmos métodos 

descritos para o modelo clínico (seção 4.1.7). 

 Para a quatificação da concentração plasmática de visfatina, realizada através de kit 

de ELISA (Life Science Inc., Wuhan, China), as amostras de plasma foram inicialmente 
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diluídas (1:20) em tampão PBS 0,2 M. Após, foram pipetados 100 µL das amostras em uma 

placa de 96 poços previamente sensibilizada com anticorpo monoclonal anti-visfatina. A 

placa foi coberta com um adesivo plástico e incubada por 2 horas em temperatura ambiente. 

O conteúdo de cada poço foi então removido pela inversão da placa e 100 µL do reagente de 

detecção A foram adicionados a cada poço. Após 1 hora a 37 oC, a placa foi lavada 3 vezes 

com tampão para lavagem e foi realizada uma nova incubação de 30 minutos a 37 oC  com 

100 µL do reagente de detecção B. A placa foi novamente lavada (3 vezes) e 90 µL de 

solução de substrato foi adicionada em cada poço. A placa foi coberta e protegida da luz por 

15 minutos a 37 oC. Por fim, 50 µL de H3PO4 1M foram adicionados aos poços, 

interrompendo a reação. A absorbância das amostras foi lida imediatamente em um 

comprimento de onda de 450 nm em espectofotômetro Spectra Max Plus (Molecular 

Devices). 

 

4.2.3 Medida da expressão gênica por PCR tempo real 

 

O RNA total do tecido foi extraído a partir de alíquotas de 300 mg de tecido através 

da extração com reagente Trizol® (Invitrogen). A extração do RNA total, bem como a síntese 

de DNA complementar e o ensaio de PCR tempo real foram realizados de acordo com a 

metodologia descrita na seção 4.1.6. A análise de PCR tempo real foi usada para 

determinação da expressão gênica de adiponectina, leptina, visfatina, LHS, ATGL, perilipina 1 

e CGI-58 no tecido adiposo epididimal de animais controle e portadores de tumor (TB7 e 

TB14) usando sequência específica de oligonucleotídeos (Quadro 3). As reações de PCR 

tempo real foram realizadas como descrito por Wang e Edens (2007) em equipamento ABI 

7300 (Applied Biosystems). A concentração de RNAm foi determinada através do método de 

comparação de Ct. Para cada amostra, um valor de ∆Ct  foi obtido pela subtração dos valores 

do gene-referência (gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase [GAPDH]) daqueles do gene de 

interesse. O valor do ∆Ct  do grupo controle foi então subtraído de cada amostra gerando o 

valor de ∆-∆Ct.. A expressão de cada gene foi avaliada por 2 –(∆-∆Ct).  
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Quadro 3 - Sequência dos oligonucleotídeos para o modelo experimental 

Gene (NCBI Genbank) Sequência de oligonucleotídeos (5’-3’) Produto 

(pb) 

LHS (NM_012859) 

 

ATGL (NM_001108509) 

 

CGI-58 (NM_212524) 

 

Perilipina 1 (NM_013094) 

 

Leptina (NM_013076) 

 

Adiponectina (NM_144744) 

 

Visfatina (NM_177928) 

 

GAPDH (NM_017008) 

Sense: CCTCAAAGTCAAACCCTCCA 

Antisense: GTGCGTAAATCCATGCTGTG 

Sense: CAACGCCACTCACATCTACG 

Antisense: AGCAGGCAGGGTCTTCAGTA 

Sense: TGTGTCCCCTGCACTTACAA 

Antisense: AAAATTCAGGGCCCAAAGTC 

Sense: ATCTCCTGCCACCAGACAAG 

Antisense: GATCCACATGGCCAGAGAGT 

Sense: CCTGGTGACAATGGTCTTGA 

Antisense: AGCTGCAAGGTCCAAGAAGA 

Sense: CATCTCCTGGGTCACCCTTA 

Antisense: ACCCAAGGAAACTTGTGCAG 

Sense:TTTCCTCGTATTTCACCTTCC 

Antisense: AAGCCGAGTTCAACATCCTG 

Sense: AGACAGCCGCATCTTCTTGT 

Antisense: CTTGCCGTGGGTAGAGTCAT 

196 

 

199 

 

153 

 

175 

 

163 

 

155 

 

165 

 

175 

 
FONTE: Silvério (2011). 
NOTA: Abreviaturas: LHS, lipase hormônio-sensível; ATGL, lipase de triacilglicerol do adipócito; CGI-
58, comparative gene identification-58; GAPDH, gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase. 

 

4.2.4 Quantificação de adipocinas no tecido adiposo 

 

Inicialmente, 100 mg de tecido adiposo epididimal foram homogeneizados em 1 mL 

de tampão de extração de proteínas (Trizma base 100 mM pH 7,5, EDTA 10 mM, SDS 10 %, 

fluoreto de sódio 100 mM, pirofosfato de sódio 10 mM, ortovanadato de sódio 10 mM). O 

homogeneizado resultante foi centrifugado (40 minutos, 12.000 rpm, a 4 oC) e, então, a fase 

aquosa foi cuidadosamente coletada, evitando-se a contaminação com a fase lipídica 

superior.  

 A dosagem de adiponectina e de visfatina no tecido foi realizada através de kits de 

ELISA (Invitrogen e Life Science Inc., respectivamente), seguindo os mesmos passos 

utilizados para a sua determinação destas adipocinas no plasma (seção 4.2.2.1). Para a 
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determinação da leptina foi utilizado método de radioimunoensaio (Linco Research Inc.), 

como previamente descrito para a determinação plasmática desta adipocina (seção 4.2.2.1).  

Para a quantificação da concentração do TNF-α tecidual utilizou-se o método de 

ELISA (Invitrogen). Uma placa com 96 poços foi sensibilizada com 100 µL de anticorpo anti-

TNF-α de rato e incubada overnight a 4 oC. Após este período, os poços foram lavados por 3 

vezes com tampão para lavagem (0,05% Tween 20 em PBS, pH 7,2 – 7,4). 

Posteriormente, a placa foi bloqueada para evitar ligações inespecíficas com 300 µL de 

solução de bloqueio (1% BSA em PBS, pH 7,4, 0,2 µm filtrado) e incubada por 1 hora em 

temperatura ambiente. Após, os poços foram novamente lavados como descrito acima. 

Então, foram adicionados 100 µL por poço das amostras e dos padrões diluídos previamente 

em reagente de diluição. Imediatamente após, 50 µL do anticorpo de detecção foram 

pipetados em cada poço. A placa foi coberta com plástico adesivo e incubada por 2 horas em 

temperatura ambiente.  Após este período, a placa foi lavada 5 vezes, 100 µL  de solução 

estreptavidina-HRP foi adicionado em cada poço e a placa foi coberta e incubada novamente 

em temperatura ambiente, por 30 minutos. Findo este prazo, os poços foram novamente 

lavados 5 vezes e a solução de substrato (mistura dos reagentes H2O2 e Tetrametilbenzidina) 

foi adicionada na diluição de 1:1 por poço, seguido de incubação por 30 minutos à 

temperatura ambiente, evitando-se contato direto da placa com a luz. A reação foi 

interrompida com 100 µL de H2SO4 1,8 N por poço. A leitura foi feita em espectofotômetro 

Spectra Max Plus (Molecular Devices), utilizando-se filtro de 450 nm. 

A quantificação das proteínas totais no tecido avaliado foi realizada através do kit 

Pierce® BCA (Thermo Scientific). 

 

4.2.5 Isolamento de adipócitos 

 

Logo após o sacrifício, o tecido adiposo epididimal foi removido e pesado para a 

obtenção dos adipócitos (Lima et al., 1991). Uma alíquota de 1 mg foi colocada 

imediatamente em um recipiente plástico contendo 1 mL de meio de digestão (DMEM 1 %, 

HEPES 0,6 %, albumina sérica bovina 4%, NaHCO3 4,2 mM, colagenase tipo II 0,1%, pH 

7,4). O tecido adiposo foi então fragmentado com uma tesoura afiada e de ponta fina, até 

adquirir uma consistência homogênea. Após, o tecido picado foi transferido para um frasco 

coletor, adicionou-se 4 mL de meio de digestão e o material foi incubado por 

aproximadamente 1 hora em banho-maria a 37 oC, sob leve agitação orbital. Após a 

digestão, as células foram filtradas através de uma peneira com malha fina de plástico ou 

nylon e transferidas para um tubo cônico. Adicionou-se meio de cultura (DMEM 0,83 %, 
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HEPES 0,48 %, soro fetal bovino 5 %, NaHCO3 4,2 mM, albumina sérica bovina 1 %, pH 7,4) 

para um volume total de 25 mL e a suspensão foi centrifugada por 30 segundos a 400 x g. 

Após a centrifugação, o sedimento no fundo do tubo e o infranadante foram aspirados. Esta 

etapa foi realizada mais 2 vezes, a fim de assegurar uma lavagem adequada dos adipócitos e 

a retirada efetiva da colagenase do meio. A determinação do número de adipócitos isolados 

foi feita conforme o método descrito por Di Girolamo et al. (1971). 

 

4.1.6 Determinação da lipólise 

 

De acordo com Borges-Silva et al. (2005), após o isolamento dos adipócitos, uma 

alíquota de 40 µL de suspensão de adipócitos (10 %) em Krebs/Ringer/Tampão fosfato com 

1% de BSA foi transferida para tubos contendo 20 µL de adenosina deaminase (0,2 U/mL) e 

incubada a 37 ºC por 5 minutos. Após, as células foram incubadas por 1 hora a 37 ºC na 

presença ou ausência de isoproterenol (10-3M) em um volume final de 200 µL. Após este 

período, a reação foi então bloqueada ao colocar-se a mistura em banho frio, seguido por 

centrifugação a 3.500 x g, durante 5 minutos a 4ºC. O infranadante foi cuidadosamente 

transferido para tubos eppendorf. O conteúdo de glicerol do meio de incubação foi utilizado 

como índice de lipólise e expresso como nanomoles de glicerol liberados por 106 células por 

hora.  

A concentração de glicerol foi determinada através de técnica enzimática-

colorimétrica, na qual a amostra foi misturada com o reagente de glicerol livre (Sigma) e 

incubada por 5 minutos a 37 oC. A absorbância foi lida em espectofotômetro (Spectra Max 

Plus, Molecular Devices), utilizando-se filtro de 540 nm. Este mesmo protocolo foi realizado 

utilizando-se um padrão de glicerol (Sigma), para posterior cálculo da concentração de 

glicerol livre presente nas amostras.   

 

4.2.7 Imunodetecção por Western blotting 

 

Para esta técnica, 100 mg de tecido adiposo subcutâneo foram homogeneizados em 

homogeneizador Polytron (PT 3100) em 1 mL de tampão de extração e seguiu-se a mesma 

metodologia descrita previamente na seção 4.1.7. 

Os anticorpos primários para ATGL, LHS, CGI-58 e perilipina 1 foram produzidos em 

coelho (Santa Cruz Biotechnology). Utilizou-se a diluição 1:1.000 dos anticorpos primários e 

1:5.000 do anticorpo secundário (Sigma). 
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4.1.8 Análise morfológica 

 

Após a sua excisão, o tecido adiposo epididimal foi lavado com NaCl 0,9 % a 37 oC, 

fragmentado com o auxílio de navalha e fixado por 4 horas em paraformaldeído 4 % em 

tampão fosfato 0,1M, pH 7,4, a 4 oC. Após, o tecido foi lavado 30 minutos em água corrente 

e as amostras foram desidratadas com concentração crescente de etanol (2 x 70 %, 1 x 95 

%, 2 x 100 %), incubadas com xilol e infiltradas em Paraplast. Depois de embebidas, foram 

obtidas seções de 5 µm (micrótomo R. Jung, Heideiberg) as quais foram colocadas em 

lâminas previamente cobertas com polilisina (Sigma). Os cortes receberam sucessivos 

banhos de xilol (3 x 1 hora, 3 x 30 minutos, 3 x 20 minutos), foram desidratados com 

concentração decrescente de soluções de etanol e lavados com água destilada. Finalmente, 

os cortes foram corados com hematoxilina e eosina (HE), e então analisados por microscopia 

de luz. Para a quantificação do tamanho dos adipócitos, os cortes foram analizados 

utilizando um microscópio (Alphaphot-2 YS2, Nikon) equipado com uma câmera digital. O 

perímetro e a área seccional foram medidos em 100 adipócitos por corte (3 cortes para cada 

ratos e 5 animais por grupo), e a análise dos dados realizada através do programa Image 

Pro® Plus (Media Cybernetics) para processamento de imagem digital.    

  

4.3 Análise estatística 

 

Os resultados foram analisados por ANOVA one-way, com pós-teste de Tukey. O 

nível de significância adotado foi de, pelo menos, 0,05. Os valores estão representados como 

média ± erro padrão da média (EPM). 
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5 RESULTADOS 

  

5.1 Estudo com pacientes 

 

5.1.1 Dosagens plasmáticas 

 

 Na Tabela 2 estão descritos os valores da concentração plasmática dos seguintes 

parâmetros: adiponectina, leptina, TNF-α, ácidos graxos livres, glicose, insulina, índice 

HOMA, colesterol total, HDL-colesterol, VLDL-colesterol, LDL-colesterol e triacilglicerol. 

 Verificamos um aumento de 6,5 vezes na concentração plasmática de TNF-α no 

grupo TBC (p<0,05 versus CTR). A concentração de ácidos graxos livres neste grupo 

também apresentou um aumento (2,6 vezes) em relação ao grupo CTR (P<0,05). 

  

Tabela 2 - Parâmetros plasmáticos dos pacientes 

 
 CTR 

n=10 

TB 

n=11 

TBC 

n=10 

Adiponectina (ug/mL) 

Leptina (pM) 

TNF-α (pg/mL) 

Ácidos graxos livres (µM)  

Glicose (mM) 

Insulina (ng/mL) 

Colesterol total (mg/dL) 

HDL-C (mg/dL) 

VLDL-C (mg/dL) 

LDL-C (mg/dL) 

TAG (mg/dL) 

7,8 ± 2,7 

645,7 ± 158,1 

11,1 ± 4,5 

680,94 ± 30,07 

5,51± 0,25 

0,56 ± 0,13 

183,91 ± 13,69 

52,85 ± 3,37 

29,57 ± 1,56 

104,08 ± 11,69 

147,89 ± 9,25 

11,1 ± 8,5 

309,4 ± 270,9 

13,8 ± 4,3 

917,30 ± 43,30 

6,01 ± 0,42 

0,67 ± 0,17 

300,00 ± 54,10a 

64,12 ± 9,90 

36,43 ± 3,04b 

200,30 ± 42,46a 

182,15 ± 17,99 

19,1 ± 7,3 

220,8 ± 191,5 

72,5 ± 29,1a 

1.786,98 ± 551,0a 

5,37 ± 0,22 

0,32 ± 0,07 

287,34 ± 65,21a 

42,85 ± 7,00 

28,52 ± 0,65 

239,81 ± 54,16a 

142,60 ± 3,89 

 
FONTE: Silvério (2011). 
NOTA: Resultados expressos como média ± EPM. a P<0,05 em relação ao CTR; b P<0,05 em relação 
ao TBC. Abreviaturas: CTR, controle; TB, portador de tumor com peso estável; TBC, portador de 
tumor com caquexia.  
 

 Ao analisar o perfil lipídico do plasma, notamos que os pacientes portadores de tumor 

apresentaram um quadro de dislipidemia (Tabela 2). O colesterol total foi 1,5 vezes maior no 

grupo TBC (P<0,05 em relação ao CTR) e 1,6 vezes maior no grupo TB. Da mesma forma, 

observamos um aumento na concentração plasmática de LDL-colesterol de 2,3 vezes no 



58                                                                                                                                             

grupo TBC (P<0,05) e de 1,9 vezes no grupo TB. Verificamos ainda o aumento na 

concentração de VLDL-colesterol no plasma dos pacientes do grupo TB em comparação com 

o grupo TBC (P<0,05). Em relação às concentrações plasmáticas de triacilgicerol e HDL-

colesterol não encontramos diferenças entre os diferentes grupos estudados.  

 Ainda na Tabela 2 pode-se verificar que não houve alterações nas concentrações 

plasmáticas de adiponectina, leptina, glicose e insulina (P>0,05).  

 

5.1.2 Expressão gênica das adipocinas 

 

 Os resultados das análises da expressão gênica da leptina, adiponectina e visfatina no 

tecido adiposo subcutâneo estão demonstrados na Figura 6. Verificamos que a expressão 

gênica de leptina esteve drasticamente reduzida (83 %) no grupo TBC quando comparados 

ao CTR, entretanto está redução não foi considerada estatisticamente significante (P=0,06) 

(Figura 6–A). Nota-se ainda que houve aumento na expressão gênica desta adipocina no 

grupo TB, quando comparado ao TBC (P<0,01). 

 Em relação à adiponectina (Figura 6-B), observou-se um aumento de quase 5 vezes 

na sua expressão gênica no grupo TBC em relação ao CTR (P<0,01). 

 Vemos ainda na Figura 6-C que houve um grande aumento no RNAm para visfatina 

do grupo TBC (18 vezes em relação ao CTR e 5 vezes em relação ao TB; P<0,01 em relação 

aos demais grupos).  
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Figura 6 - Expressão gênica das adipocinas no tecido adiposo subcutâneo dos pacientes  

 

FONTE: Silvério (2011). 

NOTA: Valores expressos como média ± EPM. Normalizado com a expressão gênica do 18S.  (A) 

Leptina, (B) Adiponectina e (C) Visfatina. CTR (n = 12), TBC (n = 9), TB (n= 7). Abreviaturas: CTR, 

controle; TBC, portadores de tumor com caquexia; TB, portadores de tumor com peso estável. 
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5.1.3 Expressão gênica e protéica das proteínas envolvidas no processo lipolítico 

 

 Na Figura 7 encontram-se os resultados da expressão gênica das proteínas 

envolvidas no processo lipolítico: LHS, ATGL, CGI-58 e perilipina 1. Como esperado, a 

expressão gênica da LHS esteve bastante aumentada no grupo TBC (18,8 vezes em relação 

ao CTR; P<0,001) (Figura 7-A). Em relação à ATGL, não observamos alteração na sua 

expressão gênica (Figura 7-B). Já em relação ao seu coativador, a CGI-58, houve um 

aumento de 4 vezes no seu RNAm no grupo TBC (P<0,05 em relação ao controle), como 

demonstrado na Figura 7-C. Encontramos ainda um aumento na expressão gênica de 

perilipina 1 no grupo TB (P<0,01 em relação aos demais grupos) (Figura 7-D).  

  

Figura 7 - Expressão gênica das proteínas relacionadas à lipólise no tecido adiposo  

                 subcutâneo dos pacientes.  

 

 

FONTE: Silvério (2011). 

NOTA: Valores expressos como média ± EPM. (A) LHS, (B) ATGL, (C) CGI-58, (D) Perilipina 1. CTR 

(n=12), TBC (n=9), TB (n=7). Abreviaturas: CTR, controles; TBC, portadores de tumor com caquexia; 

TB, portadores de tumor com peso estável; LHS, lipase hormônio-sensível; ATGL, lipase de 

triacilglicerol do adipócito; CGI-58, comparative gene identification-58. 



61                                                                                                                                             

 A expressão protéica da LHS, ATG e perilipina 1 estão demonstradas na Figura 8. Do 

mesmo modo que a expressão gênica, observamos um aumento no conteúdo protéico de 

LHS no grupo TBC (51 % maior em comparação ao CTR, P<0,01) (P>0,05) (Figura 8-A). 

Verificamos também um aumento de quase 2 vezes na expressão protéica da ATGL no grupo 

TBC em comparação ao CTR (P<0,05) (Figura 8-B). Finalmente, podemos observar na Figura 

8-C uma redução de 51 % no conteúdo de perilipina 1 no grupo TBC em relação ao CTR 

(P<0,05). 
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Figura 8 - Expressão protéica das proteínas relacionadas à lipólise no tecido adiposo  

                 subcutâneo dos pacientes 

 

FONTE: Silvério (2011). 

NOTA: Valores expressos como média ± EPM. n=8. (A) LHS, (B) ATGL, (C) Perilipina 1. Abreviaturas: 

CTR, controle; TBC, portador de tumor com caquexia; TB, portador de tumor com peso estável; LHS, 

lipase hormônio-sensível; ATGL, lipase de triacilglicerol do adipócito; CGI-58, comparative gene 

identification-58. 
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5.2 Modelo experimental 

 

5.2.1 Peso e composição corporal 

 

 Os animais portadores de tumor apresentaram um menor ganho de peso corporal 

(TB7) ou mesmo perda de peso ao longo do período experimental (TB14) (Figura 9). Os 

animais controle tiveram um aumento de 77,20 ± 6,16 g, os animais do grupo TB 7 

ganharam apenas 20,00 ± 6,12 g (p<0,01 em relação aos demais grupos), enquanto os 

animais do grupo TB14 perderam 28,66 ± 12,07 g (p<0,01 em relação aos demais grupos).   

 

Figura 9 - Ganho de peso corporal durante o período experimental 

 

 

 

 

 

 

 

 

FONTE: Silvério (2011). 
NOTA: Dados expressos como média ± EPM. * P<0,01 em relação aos demais grupos. Abreviaturas: 
CTR, controle; TB, portador de tumor sacrificado no 7º dia após a inoculação tumoral; TB14, portador 
de tumor sacrificado no 14º dia após a inoculação tumoral. 
 

 Os dados referentes ao peso relativo dos tecidos (% do peso corporal total) 

encontram-se na Tabela 8. Houve redução significativa do TARP e do TAE nos grupos de 

animais portadores de tumor (P<0,001 e P<0,05 em relação ao controle, respectivamente). 

Não houve diferença significativa em relação ao TAME, fígado e músculo. O peso relativo do 

tumor foi 3,7 vezes maior no grupo TB14 (3,21 ± 1,23 %) em comparação ao TB7 (12,08 ± 

1,91 %) (P<0,01). 

 A presença de anorexia ficou evidente nos animais portadores de tumor (Tabela 9). 

Ao analisarmos o consumo diário médio de ração ao longo do período experimental 

verificamos que os animais do grupo TB7 tiveram um consumo 38 % inferior ao controle 

(P<0,01). Os animais do grupo TB14 apresentaram uma redução ainda mais significativa (54 

% menor do que o grupo controle, P<0,001). A redução no consumo de ração pelos animais 
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portadores de tumor foi perceptível a partir do 5º dia após a inoculação tumoral e 

permaneceu constante até o final do período experimental (Figura 10). 

 
 
Tabela 3 - Peso relativo dos tecidos (percentual do peso corporal total) nos intervalos de  
                 tempo analisados 
 

 Controle 

(n=6) 

TB7 

(n=7) 

TB14 

(n=9) 

TARP (%) 

TAE (%) 

TAME (%) 

Fígado (%) 

Músculo (%) 

Tumor (%) 

0,87 ± 0,13 

0,90 ± 0,12 

0,39 ± 0,02 

3,45 ± 0,08 

1,24 ± 0,02 

-------- 

0,30 ± 0,07 * 

0,53 ± 0,05 ** 

0,40 ± 0,02 

3,51 ± 0,10 

1,20 ± 0,06 

3,21 ± 1,23 

0,38 ± 0,03* 

0,54 ± 0,09 ** 

0,32 ± 0,06 

3,59 ± 0,26 

1,14 ± 0,05 

12,08 ± 1,91 # 

 
FONTE: Silvério (2011). 
NOTA: Dados expressos como média ± EPM. * P<0,001 em relação ao CTR, ** P<0,05 em relação ao 
CTR, #P<0,01. Abreviaturas: CTR, controle; TB7, portador de tumor sacrificado no 7º dia após a 
inoculação tumoral; TB14, portador de tumor sacrificado no 14º dia após a inoculação tumoral; TARP, 
tecido adiposo retroperitonial; TAE, tecido adiposo epididimal; TAME, tecido adiposo mesentérico. 
 

 

Tabela 4 - Consumo médio de ração por dia ao longo do período experimental 

 

 Ração consumida (g) 

CTR (n=6) 33,85 ± 4,30 

TB7 (n=7) 20,85 ± 1,63 * 

TB14 (n=9) 15,30 ± 1,90 ** 

 
FONTE: Silvério (2011). 
NOTA: Dados expressos como média ± EPM. * P<0,01 em relação ao CTR; ** P<0,001 em relação ao 
CTR. Abreviaturas: CTR, controle; TB7, portador de tumor sacrificado no 7º dia após a inoculação 
tumoral; TB14, portador de tumor sacrificado no 14º dia após a inoculação tumoral. 
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Figura 10 - Progressão do consumo de ração durante o período exerimental 
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FONTE: Silvério (2011). 
NOTA: Dados expressos como média ± EPM. * P<0,05. Abreviatura: TB, portador de tumor. 
 
 
5.2.2 Parâmetros plasmáticos 

 

 Os parâmetros plasmáticos estão apresentados na Tabela 10.  

 A concentração de adiponectina plasmática permaneceu inalterada no grupo TB7 em 

relação ao controle, entretanto houve redução significativa no grupo TB14 (P<0,05 em 

relação ao controle e em relação ao TB7). A concentração de leptina no plasma esteve 

reduzida nos animais dos grupos TB7 e TB14 (P<0,05 em relação ao controle). Ao analisar a 

concentração de visfatina plasmática, podemos observar uma redução de mais de 50 % 

apenas no 14º dia após a inoculação das células tumorais (P<0,05 em relação ao controle e 

TB7).  

 A Tabela 10 ilustra um aumento de mais de 100 % na concentração plasmática de 

ácidos graxos livres nos animais TB14 (P<0,05 em relação ao controle e TB7). Notamos 

também que os animais portadores de tumor apresentarm hipertriacilglicerolemia já no 7º 

dia após o implante tumoral (P<0,05 em relação ao controle), que foi mais acentuada no 

estágio final de caquexia (3,6 vezes superior ao controle) (P<0,05 em relação ao controle e 

TB7). 

 Não houve diferença significativa na concentração plasmática de insulina e glicose.  
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Tabela 5 - Parâmetros plasmáticos dos animais 
 
 Controle 

(n =6) 

TB7 

(n = 7) 

TB14 

(n = 9) 

Adiponectina (ng/mL) 

Leptina (ng/mL) 

Visfatina (ng/mL) 

Insulina (ng/mL) 

Glicose (mg/dL) 

Ácidos graxos livres (µM) 

Triacilglicerol (mg/dL) 

20,65 ± 1,42 

2,53 ± 0,12 

68,12 ± 5,89 

1,09 ± 0,08 

100,19 ± 4,25 

629,66 ± 94,52 

64,93 ± 8,47 

19,46 ± 2,94 

1,11 ± 0,20 a 

80,27 ± 7,85 

0,60 ± 0,25 

96,74 ± 5,32 

758,94 ± 37,05 

124,10 ± 26,45 

7,77 ± 0,92 a, b 

0,70 ± 0,36 a 

33,01 ± 6,64 a,b 

0,53 ± 0,20 

105,09 ± 6,31 

1.423,84 ± 66,56 a, b 

236,46 ± 36,55 a,b 

 
FONTE: Silvério (2011). 
NOTA: Dados expressos como média ± EPM. a P<0,05 em relação ao CTR, b P<0,05 em relação ao 
TB7. Abreviaturas: TB7, portador de tumor sacrificado no 7º dia após a inoculação tumoral; TB14, 
portador de tumor sacrificado no 14º dia após a inoculação tumoral. 
 

5.2.3 Aspectos morfológicos e análise morfométrica dos adipócitos 

 

 A Figura 11 mostra o aspecto do tecido adiposo epididimal dos animais portadores de 

tumor e controle sob microscopia eletrônica. A análise morfológica revelou importantes 

alterações deste depósito entre os ratos caquéticos e os controles (Figura 11-A). A partir do 

7º dia da inoculação tumoral já foi possível notar adipócitos disformes e de vários tamanhos 

(Figura 11-B e C). Análises morfométricas realizadas posteriormente revelaram que o 

tamanho do adipócito, determinado como perímetro, área seccional e diâmetro, estava 

drasticamente reduzido no TB7 e TB14 em comparação com o controle (P<0,001) (Figura 

11). 
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Figura 11 - Aspectos morfológicos do tecido adiposo epididimal dos animais      

 

FONTE: Silvério (2011). 
NOTA: (A) Controle, (B) TB7, portador de tumor sacrificado no 7º dia após a inoculação tumoral, (C) 
TB14, portador de tumor sacrificado no 14º dia após a inoculação tumoral. Notar adipócitos de vários 
tamanhos no grupo TB7 (B) e adipócitos poligonais e retraídos no grupo TB14 (C). Barra = 50 µm. 
 

 

Figura 12 - Análise morfométrica dos adipócitos do tecido adiposo epididimal.  

 

FONTE: Silvério (2011). 
NOTA: Dados expressos como média ± EPM. (A) Área seccional, (B) Perímetro, (C) Diâmetro. a 
P<0,05 em relação ao controle, b P<0,05 em relação ao TB7. Abreviaturas: TB7, portador de tumor 
sacrificado no 7º dia após a inoculação tumoral; TB14, portador de tumor sacrificado no 14º dia após 
a inoculação tumoral. 
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5.2.4 Expressão gênica e protéica das adipocinas 

 

 A fim de determinar se a concentração plasmática das adipocinas estava diretamente 

relacionada com a sua expressão no tecido adiposo, determinou-se sua expressão gênica e 

protéica no tecido adiposo epididimal.  

 Como mostrado na Figura 13, no grupo TB7 houve redução na expressão gênica de 

leptina (P<0,01 em relação ao controle) e aumento na expressão gênica de adiponectina e 

visfatina (P<0,01 em relação ao controle). Entretanto, no estágio final de caquexia (TB14) os 

animais apresentaram grande redução da expressão gênica da adiponectina (P<0,01 

comparado ao controle e TB7) e a concentração de visfatina retornou aos valores controle 

(P<0,01 em relação ao TB7), enquanto a leptina apresentou uma redução ainda mais 

pronunciada neste grupo (P<0,01, em relação ao controle e TB7). 

 Ao analisarmos a expressão protéica (Figura 14), observamos redução no conteúdo 

de leptina no TB7 (P<0,05 comparado ao controle), o qual permaneceu reduzido no TB14 

(P<0,05 em relação ao controle). Verificamos ainda, que ao contrário do observado para o 

RNAm, a expressão protéica de adiponectina apresentou-se reduzida no TB7 (P<0,001 em 

relação aos demais grupos) e esta redução foi ainda mais evidente no TB14 (P<0,001 em 

relação ao controle e TB7). Também de forma distinta ao observado em relação à expressão 

gênica, o conteúdo protéico de visfatina permaneceu inalterado no grupo TB7, havendo 

redução deste parâmetro nos animais do grupo TB14 (P<0,05 em relação aos demais 

grupos). 

 A determinação da expressão protéica de TNF-α também foi realizada (Figura 14–C). 

Observamos um aumento desta citocina no grupo TB7 (P<0,05 em relação ao controle e 

TB14), o qual se apresentou ainda maior nos animais TB14 (P<0,05 comparado com os 

demais grupos). Como podemos observar na Figura 15, ao analisarmos uma correlação 

linear, notamos que existe uma correlação negativa moderada (P=0,003) (r=-0,64) entre a 

concentração tecidual de adiponectina e TNF-α. Desta forma, quanto maior a concentração 

de TNF-α no tecido adiposo epididimal, menor é a quantidade de adiponectina. 
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Figura 13 - Expressão gênica das adipocinas no tecido adiposo epididimal dos animais  

 

 

FONTE: Silvério (2011). 
NOTA: Dados expressos como média ± EPM. (A) Adiponectina, (B) Leptina, (C) Visfatina. Controle (n 
= 12), TB7 (n = 8), TB14 (n=10). Abreviaturas: UA, unidades arbitrárias; TB7, portador de tumor 
sacrificado no 7º dia após a inoculação tumoral; TB14, portador de tumor sacrificado no 14º dia após 
a inoculação tumoral. 
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Figura 14 - Expressão protéica das adipocinas no tecido adiposo epididimal dos animais 

 
FONTE: Silvério (2011). 
NOTA: Dados expressos como média ± EPM. (A) Adiponectina, (B) Leptina, (C) Visfatina, (D) TNF-α. 
Controle (n = 12), TB7 (n = 8), TB14 (n=10). Abreviaturas: TNF-α, fator de necrose tumoral alfa; 
TB7, portador de tumor sacrificado no 7º dia após a inoculação tumoral; TB14, portador de tumor 
sacrificado no 14º dia após a inoculação tumoral. 
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Figura 15 - Correlação entre a concentração de TNF-α e adiponectina no tecido adiposo  

                   epididimal dos animais 

 

 

 
FONTE: Silvério (2011). 
NOTA: n=11; P=0,003; r= - 0,64. Abreviatura: TNF-α, fator de necrose tumoral alfa. 
 

5.2.5 Expressão gênica e protéica das proteínas relacionadas à lipólise. 

 

 Os resultados obtidos através do PCR-tempo real e do Western blotting para as 

proteínas relacionadas à lipólise no tecido adiposo epididimal estão apresentados nas Figuras 

16 e 17, respectivamente. As proteínas estudadas foram: LHS, ATGL, CGI-58 e perilipina 1.  

 Em relação à expressão gênica, notamos um aumento da LSH no grupo TB7 (P<0,05 

em relação aos demais grupos), a qual retorna aos valores iniciais nos animais TB14 (Figura 

16–A). Já o conteúdo de RNAm da ATGL permaneceu inalterado no TB7, sendo 

drasticamente reduzido no estágio final da progressão da caquexia (TB14) (P<0,05 em 

relação ao controle e TB7) (Figura 16-B). Resultados semelhantes foram obtidos para as 

outras proteínas estudadas. Como demonstrado na Figura 16-C, encontramos uma tendência 

de aumento na expressão da CGI-58 no grupo TB7 (P=0,06 em relação ao controle) e 

redução no grupo TB14 (P<0,05 em relação aos demais grupos). O conteúdo de RNAm de 

perilipina 1 também esteve reduzido no grupo TB14 (P<0,001 em relação ao TB7).  
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Figura 16 - Expressão gênica das proteínas relacionadas à lipólise no tecido adiposo  

                   epididimal dos animais   

 

 

FONTE: Silvério (2011). 
NOTA: Valores expressos como média ± EPM. (A) LHS, (B) ATGL, (C) CGI-58, (D) Perilipina 1. 
Controle (n = 12), TB7 (n = 6), TB14 (n=10). Abreviaturas: LHS, lipase hormônio-sensível; ATGL, 
lipase de triacilglicerol do adipócito, CGI-58, comparative gene identification 58; UA, unidades 
arbitrárias; TB7, portador de tumor sacrificado no 7º dia após a inoculação tumoral; TB14, portador 
de tumor sacrificado no 14º dia após a inoculação tumoral. 
 

 A Figura 17 ilustra os resultados da expressão protéica das proteínas relacionadas à 

lipólise. Em relação ao conteúdo protéico da LHS (Figura 17–A) não foram observadas 

mudanças ao longo da progressão do estágio tumoral. De forma semelhante ao observado 

para a expressão gênica, a ATGL e a CGI-58 (Figura 17–B e C) tiveram a sua expressão 

protéica reduzida no grupo TB14 (P<0,05 em relação ao controle). Por fim, notamos uma 

redução de 44 % no conteúdo de perilipina 1 no grupo TB14 (Figura 17–D), entretanto esta 

alteração reflete apenas uma tendência (P = 0,06), não sendo estatisticamente significante.  

 

 

 

 



73                                                                                                                                             

Figura 17 - Expressão protéica das proteínas relacionadas à lipólise no tecido adiposo  

                   epididimal dos animais   

 

FONTE: Silvério (2011). 
NOTA: Valores expressos como média ± EPM. (A) LHS, (B) ATGL, (C) CGI-58, (D) Perilipina 1. 
Controle (n = 9), TB7 (n = 7), TB14 (n=6). Abreviaturas: LHS, lipase hormônio-sensível; ATGL, lipase 
de triacilglicerol do adipócito, CGI-58, comparative gene identification 58; TB7, portador de tumor 
sacrificado no 7º dia após a inoculação tumoral; TB14, portador de tumor sacrificado no 14º dia após 
a inoculação tumoral. 
 

5.2.6 Ensaio da lipólise 

 

 A Figura 18 mostra o resultado do ensaio da lipólise. A lipólise basal, representada 

pela quantidade de glicerol liberada pelos adipócitos na ausência de estímulo, está 

representada pelas barras pretas. As barras brancas ilustram a condição de lipólise 

estimulada com isoproterenol. Através deste ensaio, notamos uma redução de 55 % na 

capacidade lipolítica na presença de estímulo no grupo TB14 (P<0,01 em relação aos demais 

grupos). Não verificamos diferenças em relação à lipólise basal. 
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Figura 18 - Capacidade lipolítica de adipócitos isolados do tecido adiposo epididimal dos  

                   animais 
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FONTE: Silvério (2011). 
NOTA: As barras pretas correspondem à lipólise basal e as barras brancas correspondem à lipólise 
estimulada com isoproterenol. Valores expressos como média ± EPM. n = 5 por grupo. *P<0,01 em 
relação aos demais grupos. Abreviaturas: TB7, portador de tumor sacrificado no 7º dia após a 
inoculação tumoral; TB14, portador de tumor sacrificado no 14º dia após a inoculação tumoral. 
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6 DISCUSSÃO 

 

6.1 Efeitos sistêmicos da caquexia 

 

 Segundo recente consenso, a caquexia pode ser definida como uma síndrome multi-

fatorial caracterizada por perda contínua de massa muscular (com ou sem perda de tecido 

adiposo) a qual não pode ser totalmente revertida através do suporte nutricional 

convencional, levando a um prejuízo funcional progressivo (Fearon et al., 2011). A caquexia 

afeta a maioria dos pacientes com câncer em estágio terminal e estima-se que esta síndrome 

seja responsável por 20 a 30 % das mortes por câncer (Loberg et al., 2007).  

 Conforme esta recente definição de caquexia, a perda de massa adiposa não é uma 

condição essencial para o estabelecimento do quadro, entretanto está amplamente descrito 

na literatura que a perda de tecido adiposo é uma importante característica desta síndrome 

(Bing, 2011, Mracek et al., 2011; Tisdale, 2010). Utilizando modelos experimentais de 

caquexia, diversos autores demonstraram que a perda de gordura ocorre antes da perda de 

massa magra e da redução de ingestão alimentar (Byerley et al., 2010; Ishiko et al., 1999). 

Além disso, os efeitos da caquexia sobre o metabolismo lipídico no tecido adiposo levam a 

alterações precoces do perfil lipídico plasmático de forma tão acentuada e característica que 

têm sido preconizadas como marcadores na triagem de pacientes para o diagnóstico inicial 

de câncer (Argilés et al., 1997). 

 Neste contexto, observamos em nosso modelo experimental a redução de dois 

depósitos adiposos, retroperitonial e epididimal, já no 7º dia após a inoculação tumoral 

(Tabela 3), sem que houvesse redução no peso corporal dos animais (Figura 9) ou alteração 

no peso do músculo gastrocnêmio (Tabela 3). Verificamos ainda a característica alteração do 

perfil lipídico plasmático tanto no nosso modelo experimental (Tabela 5), quanto na caquexia 

humana (Tabela 2).    

 Estudos longitudinais com humanos também sugerem que a perda de gordura é um 

evento inicial na patogênese da caquexia. Fouladiun et al. (2005) acompanharam as 

alterações na composição corporal de pacientes diagnosticados com câncer gastrointestinal, 

observando que a perda de gordura ocorreu antes da perda de massa magra. Somando-se a 

estes resultados, Murphy et al. (2010), em estudo de coorte envolvendo 108 pacientes, 

recentemente mostraram que durante o curso de progressão da caquexia uma acelerada 

perda de gordura (visceral, subcutânea e intra-muscular) inicia-se 7 meses antes da morte, 

chegando à uma redução de 29 % do tecido adiposo dois meses antes da morte dos 

pacientes. Com base nestes estudos, percebe-se que a perda de massa adiposa não é 
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apenas um evento precoce no estabelecimento da caquexia, mas também serve como um 

preditor de sobrevivência, podendo ser utilizado como ferramenta prognóstica (Murphy et 

al., 2010).  

 A relação direta entre a perda de massa gorda e a sobrevida dos pacientes 

caquéticos evidencia a enorme importância deste tecido para o metabolismo corporal. Tal 

importância é ressaltada na classificação do tecido adiposo em dois principais 

compartimentos, a gordura de armazenamento e a gordura essencial (Katch et al., 1980). A 

gordura essencial representa cerca de 2 a 4 % do peso corporal em homens e 

aproximadamente 14 % do peso corporal em mulheres e localiza-se na medula óssea, no 

sistema nervoso central, intramuscular e, no sexo feminino, compreende ainda a gordura 

específica do gênero (Katch et al., 1980). 

 O tecido adiposo é constituído principalmente pelos adipócitos, mas contém outros 

componentes como a matriz de tecido conjuntivo, estroma vascular, fibras nervosas, células 

do sistema imunitário (leucócitos e macrófagos), nódulos linfáticos, fibroblastos e pré-

adipócitos (Ahima, 2006). Através da análise morfológica observamos um marcante 

remodelamento do tecido adiposo epididimal dos animais caquéticos. Verificarmos a 

presença de adipócitos poliédricos e de várias dimensões nos animais caquéticos (Figura 11) 

e a análise morfométrica posterior revelou uma redução significante no tamanho destas 

células já a partir do 7º dia após a inoculação tumoral (Figura 12). Nos animais TB7 notou-se 

que a matriz extracelular foi afetada, apresentando um leve aumento nos espaços entre os 

adipócitos, enquanto nos animais do grupo TB14 houve uma maior expansão do espaço 

estromal com a presença de células infiltrantes (Figura 11). Características morfológicas 

similares as descritas no grupo TB14 foram encontradas no tecido adiposo omental e 

subcutâneo de pacientes com caquexia na vigência do câncer (Seelaender e Batista Jr., 

2010). 

 A presença de macrófagos infiltrantes no tecido adiposo branco de animais 

caquéticos já havia sido descrita previamente por nosso grupo (Machado et al., 2004). Neste 

mesmo estudo, relatou-se ainda uma elevada produção de TNF-α e PGE2 pelos macrófagos 

infiltrantes, indicando a presença de inflamação local. Interessantemente, o aumento na 

quantidade de macrófagos no tecido adiposo visceral tem sido descrito na obesidade, 

situação oposta à caquexia (Kawanishi et al., 2010; Samaan, 2011; Titos et al., 2011). Em 

ambas as situações, os macrófagos são uma importante fonte de citocinas pró-inflamatórias, 

como por exemplo, o TNF-α, que induz a expressão de uma variedade de citocinas 

inflamatórias e fatores quimioatraentes de macrófagos pelos adipócitos (Lumeng et al., 
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2007). Desta forma, a comunicação parácrina entre os adipócitos e os macrófagos constitui 

um ciclo vicioso, acelerando a progressão da inflamação do tecido adiposo.  

 Ainda em relação ao remodelamento do tecido adiposo na caquexia, recentemente 

descrevemos um aumento na expressão gênica de colágeno VI e fibronectina, além de maior 

imunopositividade para colágeno VI, III e fibronectina no tecido adiposo subcutâneo de 

pacientes caquéticos (Alves, 2011). Estes resultados mostram que a caquexia associada ao 

câncer afeta o tecido adiposo tão profundamente que induz fibrose tecidual. É importante 

ressaltar que a integridade da matriz extracelular é essencial para o funcionamento 

adequado do tecido (Divoux e Clément, 2011) e alterações na sua composição podem ter 

implicações diretas no metabolismo, funcionalidade e integridade dos tipos celulares que o 

constituem. 

 

6.2 Análise da expressão das proteínas relacionadas à lipólise 

 

 A perda de tecido adiposo na caquexia associada ao câncer é resultante de um 

desequilíbrio entre a hidrólise e a síntese de lipídios (Bing, 2011). Embora a redução na 

lipogênese possa estar implicada, vários estudos demonstram que a lipólise aumentada é o 

fator determinante (Agustsson et al., 2007; Hyltander et al., 2000; Klein e Wolfe, 2000; 

Legaspi et al., 1987; Rydén et al., 2008; Shaw e Wolfe, 1987; Zuijdgeest-van et al., 2000). 

A idéia de que um aumento na lipólise contribui decisivamente para a caquexia foi 

inicialmente embasada pelo aumento na concentração plasmática de ácidos graxos livres e 

glicerol em pacientes caquéticos (Agustsson et al., 2007; Drott et al., 1989; Rydén et al., 

2008; Shaw e Wolfe, 1987). Zuijdgeest-van et al. (2000), utilizando técnicas mais 

sofisticadas mostraram ainda um aumento na lipólise in vivo em pacientes com caquexia 

associada ao câncer. Em acordo com essas evidências, nossos resultados mostram que a 

concentração plasmática de ácidos graxos livres está mais de duas vezes aumentada tanto 

nos animais portadores de tumor no estágio final da progressão da caquexia (TB14) (Tabela 

5), quanto nos pacientes portadores de tumor com caquexia (Tabela 2), sugerindo um 

aumento na lipólise nestes grupos.   

Nos últimos 10 anos houve um expressivo progresso em relação ao conhecimento da 

regulação do processo lipolítico. Atualmente, sabe-se que a lipólise é controlada por 

interações complexas entre proteínas que recobrem a gotícula lipídica e lipases, além de 

proteínas adicionais que atuam como cofatores enzimáticos. De acordo com o modelo 

recentemente estabelecido, a enzima ATGL inicia a lipólise por remover especificamente o 

primeiro ácido graxo do triacilglicerol. Então, o diacilglicerol resultante é hidrolisado pela 
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reação catalisada pela LHS, gerando monoacilglicerol. Finalmente, a hidrólise do 

monoacilglicerol é catalisada pela lipase de monoacilglicerol, a qual é abundante e não 

regulada (Jaworski et al., 2007).  

Já há alguns anos vem sendo descrito um aumento na expressão da LHS no tecido 

adiposo de pacientes com caquexia associada ao câncer (Agustsson et al., 2007; Cao et al., 

2010; Thompson et al., 1993). Contudo, são escassas na literatura informações a respeito da 

contribuição das demais enzimas/proteínas relacionadas à lipólise para a atrofia do tecido 

adiposo na caquexia. Sendo assim, foi objetivo do presente estudo analisar a expressão das 

principais proteínas envolvidas no processo lipolítico, a fim de verificarmos a contribuição das 

mesmas no estabelecimento e progressão do estado caquético. Para melhor compreensão 

dos parâmetros investigados foram realizados experimentos tanto com seres humanos, 

quanto com animais.  

 Neste contexto, o principal achado de nosso estudo foi o incremento na expressão 

protéica de ATGL, concomitante à redução do conteúdo de perilipina 1 no tecido adiposo 

subcutâneo de pacientes caquéticos. É digno de nota que ambos os resultados nunca foram 

descritos anteriormente na literatura.  

 Como esperado, nossos resultados demontram um aumento bastante pronunciado na 

expressão gênica (Figura 7-A), bem como no conteúdo protéico da LHS (Figura 8-A) nos 

pacientes do grupo TBC. Em 1993, um estudo realizado por Thompson e col. mostrou pela 

primeira vez um aumento na expressão gênica de LHS no tecido adiposo de pacientes 

caquéticos. Desde então outros autores têm relatado aumento no RNAm (Agustsson et al., 

2007; Cao et al., 2010) e expressão protéica desta enzima (Agustsson et al., 2007; Cao et 

al., 2010). A fim de verificarmos a existência de um padrão temporal na modulação da 

expressão da LHS induzida pela caquexia, verificamos também a expressão gênica e protéica 

desta enzima em nosso modelo experimental. Nossos resultados mostram um aumento na 

expressão gênica da LHS nos animais do grupo TB7 e uma intrigante redução nos animais do 

grupo TB14 (Figura 16-A), sem alteração, entretanto, no conteúdo protéico em nenhum dos 

grupos (Figura 17-A).    

 Como a LHS era considerada até pouco tempo a enzima-chave da lipólise, postulou-

se que o aumento no seu conteúdo e na sua atividade eram diretamente responsáveis pelo 

aumento da lipólise na caquexia. Essa hipótese tomou ainda mais força com o resultado 

relatado no estudo de Agustsson et al. (2007). Estes autores inibiram a LHS em adipócitos 

provenientes do tecido adiposo subcutâneo de pacientes caquéticos e verificaram a 

existência de uma atividade lipolítica residual muito pequena (inferior a 10 %). Este 

resultado é sugestivo de um papel determinante da LHS na regulação da lipólise na 
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caquexia, enquanto a ATGL teria apenas um papel secundário neste processo. É importante 

notar que estes experimentos foram realizados com adipócitos isolados e, dessa forma, os 

resultados devem ser analisados com cautela. Macrófagos infiltrantes no tecido adiposo 

podem interagir de forma direta ou indireta com os adipócitos, afetando inúmeras vias de 

sinalização celular (Xie et al., 2010). Portanto, na caquexia, onde há a presença de um 

considerável infiltrado celular, experimentos realizados com adipócitos isolados podem não 

refletir a real condição metabólica do tecido.   

  Ainda neste contexto, resultados de um recente estudo confrontam a idéia de que a 

ATGL possua apenas um papel secundário na lipólise na caquexia. Das et al. (2011) 

verificaram inicialmente que camundongos portadores de carcinoma de pulmão ou de 

melanoma apresentavam taxas aumentadas de lipólise, perda de gordura corporal e redução 

da musculatura esquelética. Interessantemente, os autores inocularam os mesmos tipos 

tumorais em animais knockout para ATGL ou LHS e verificaram que estes camundongos 

foram resistentes aos efeitos da caquexia, sendo que o efeito protetor foi mais forte nos 

animais deficientes em ATGL.  

 A ATGL realiza seletivamente o primeiro passo da hidrólise do triacilglicerol 

(Zimmermann et al., 2004) e está bastante expressa no tecido adiposo branco (Watt e 

Steinberg, 2008). Utilizando linhagem de adipócitos de camundongos, Kershaw et al. (2006) 

demonstraram que a superexpressão de ATGL estimula a lipólise basal e a lipólise induzida 

por catecolaminas, enquanto que a ablação do seu gene induz o efeito inverso. 

 Nossos resultados mostram um aumento de quase duas vezes no conteúdo protéico 

da ATGL nos pacientes do grupo TBC (Figura 8-B), apesar de não termos encontrado 

mudanças na expressão gênica desta enzima (Figura 7-B). De modo distinto, em 

nosso modelo experimental verificamos nos animais do grupo TB7 a ausência de modulação 

desta lipase, tanto em relação ao RNAm quanto em relação ao conteúdo protéico (Figura 16-

B e Figura 17-B, respectivamente). Por outro lado, no estágio final da progressão da 

caquexia (TB14) observamos uma redução tanto na expressão gênica (Figura 16-B), quanto 

protéica (Figura 17-B) da ATGL. 

 Encontramos na literatura apenas dois estudos nos quais a expressão da ATGL na 

caquexia foi investigada. Similarmente ao resultado por nós obtido em humanos e nos 

animais do grupo TB7, Agustsson et al. (2007) não encontraram alteração na expressão 

gênica de ATGL no tecido adiposo subcutâneo de pacientes com caquexia na vigência de 

câncer. Entretanto, o conteúdo protéico da ATGL não foi analisado neste estudo. Já o estudo 

de Das et al. (2011) relata um aumento na atividade da ATGL no tecido adiposo visceral de 

pacientes com caquexia associada ao câncer, quando comparados a pacientes com tumor e 
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peso estável. Além disso, demontrou-se relação inversa entre a atividade da ATGL e o IMC 

dos pacientes com câncer, sugerindo que o aumento na atividade desta enzima se 

correlaciona fortemente com a caquexia.  

 Com base na literatura, podemos especular que um dos fatores responsáveis pela 

modulação da ATGL observada em nosso estudo é a alterada sinalização da insulina na 

caquexia. De acordo com Chakrabarti e Kandror (2011) a função fisiológica primária da 

insulina no tecido adiposo é a supressão da lipólise, a qual ocorre através da inibição da 

sinalização β-adrenérgica. Contudo, estudos recentes mostram ainda que a insulina suprime 

a lipólise também por regular negativamente a expressão da ATGL (Kershaw et al., 2006; 

Kralisch et al., 2005). 

 Diversos autores descrevem um quadro de resistência à insulina em animais 

caquéticos (Copeland et al., 1987; Gambardella et al., 1993; Lundholm et al., 1978) e 

especula-se que este fato contribua para o estabelecimento da caquexia (Asp et al., 2010). A 

ligação da insulina ao seu receptor inicia uma cascata de fosforilação, que começa com a 

autofosforilação de múltiplos resíduos de tirosina quinase da subunidade β do receptor de 

insulina e subsequente fosforilação dos substratos celulares, como o IRS-1 (Kasuga, 1993; 

White et al., 1985). O IRS-1 é essencial para muitos dos efeitos biológicos da insulina, 

incluindo a translocação do transportador de glicose do tipo 4 (GLUT4) estimulada por este 

hormônio (White e Kahn, 1994). Em adipócitos de animais caquéticos há significante 

redução na fosforilação do IRS-1, levando a menor disponibilidade de GLUT4 na membrana 

plasmática, caracterizando o quadro de resistência à insulina (Yoshikawa et al., 1999). 

Estudos in vivo com dois modelos de ação alterada da insulina, deficiência sistêmica de 

insulina induzida pela administração de estreptozotocina e camundongos knockout para o 

receptor de insulina específico no tecido adiposo, mostram uma aumento na expressão 

gênica de ATGL. Com base nestes resultados, especulamos que a sinalização inadequada da 

insulina no tecido adiposo induzida pela caquexia possa ter relação direta com a modulação 

da expressão da ATGL por nós verificada.    

 Ainda neste contexto, pode-se discutir o possível papel dos glicocorticóides na 

modulação da ATGL. Pacientes caquéticos possuem elevadas concentrações de 

glicocorticóides (Drott et al., 1988; Tisdale, 2009), relacionadas com aumento na lipólise 

através da regulação positiva da LHS (Djurhuus et al., 2002; Slavin et al., 1994). Estudos 

recentes mostram que os glicocorticóides aumentam a expressão gênica e protéica da ATGL 

(Serr et al., 2011; Villena et al., 2004). Tisdale (2005) sugere ainda um possível mediador da 

ação lipolítica dos glicocorticóides na caquexia, a ZAG, glicoproteína que está superexpressa 

no tecido adiposo de animais (Bing et al., 2004) e pacientes caquéticos (Mracek et al., 
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2011). A ZAG induz o aumento da lipólise através da interação com receptores β-3 

adrenérgicos e também através do aumento na expressão protéica de LHS e ATGL (Russell e 

Tisdale, 2011). Um estudo verificou que ao utilizar-se um antagonista do receptor de 

glicocorticóide é possível bloquear o aumento da expressão de ZAG no tecido adiposo, 

indicando a interação entre estes fatores.   

 Os glicocorticóides relacionam-se também com o quadro de resistência à insulina, 

resultante da elevada concentração de ácidos graxos livres induzida pelo estímulo lipolítico 

(Gao et al., 2004). Desta forma, além de afetar diretamente a expressão das principais 

lipases, é possível que os glicocorticóides possuam um efeito indireto na ATGL, decorrente 

do prejuízo na via de sinalização da insulina.    

 A atividade da ATGL é altamente dependente da associação com uma proteína 

coativadora demoninada CGI-58. A ATGL em camundongos este até 20 vezes mais ativa na 

presença de CGI-58. Já em seres humanos a CGI-58 ativa a ATGL de forma menos 

pronunciada (aproximadamente 5 vezes) (Zimmermann et al., 2009). Apesar de estar 

estabelecida a importância da CGI-58 para a ação da ATGL, ainda não está claro se a ligação 

com a CGI-58 afeta a conformação da ATGL ou facilita a apresentação do substrato 

(Zimmermann et al., 2009).  

No presente estudo, verificamos a expressão gênica da CGI-58, quando encontramos 

um aumento de 4 vezes no conteúdo de RNAm nos pacientes portadores de tumor 

caquéticos (Figura 7-C). Novamente nossos resultados em animais mostraram resultados 

diferentes daqueles observados em seres humanos: no início da progressão da caquexia 

(TB7) não houve alteração na expressão gênica e protéica da CGI-58. Contudo, nos animais 

do grupo TB14 observamos uma redução nestes parâmetros (Figura 16-C e Figura 17-C). 

Não há dados na literatura a respeito da expressão desta proteína na caquexia. 

 A CGI-58 aumenta a atividade de hidrolase da ATGL, mas não da LHS (Lass et al., 

2006). Diferentemente da ATGL, a atividade da LHS é regulada via fosforilação, embora 

estudos mostrem que há outros fatores importantes envolvidos neste processo. 

 A idéia de que a fosforilação não é o único fator determinante para a ativação da LHS 

originou-se de estudos que mostraram que a ativação da LHS pela PKA in vitro é de 

aproximadamente 2 vezes, quantidade muito inferior aos grandes aumentos na lipólise (30 a 

100 vezes) observados com a elevação da atividade da PKA em adipócitos de mamíferos. 

Nesse contexto foi proposto que a translocação da LHS do citossol para a gotícula lipídica 

após estímulo lipolítico, é determinante para a ativação lipolítica (Brasaemle et al., 1999; 

Egan et al., 1992; Londos et al., 1999). 
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A importância do processo de translocação para a ativação da LHS foi evidenciada 

através da realização de análises da reação lipolítica em camundongos que não expressavam 

perilipina 1 (Tansey et al., 2001). Verificou-se que a ablação do gene da perilipina 1 levava à 

perda quase total da lipólise estimulada por receptor adrenérgico, mesmo com a presença de 

um conteúdo normal de LHS (Sztalryd et al., 2003; Tansey et al., 2001). Contudo, estudos 

posteriores relatam que a fosforilação da perilipina 1 não é necessária para a translocação da 

LHS (Miyoshi et al., 2006). Watt e Steinberg (2008) sugeriram que a fosforilação da 

perilipina 1 aumenta a atividade da LHS por fatores independentes da translocação, talvez 

por melhorar o remodelamento das gotículas lipídicas e permitir um melhor acesso para a 

LHS, ou indiretamente, por aumentar a colocalização com a ATGL, melhorando o 

fornecimento de substrato (diacilglicerol) para a LHS. 

  Nossos resultados mostram uma redução de aproximadamente 50 % no conteúdo 

protéico de perilipina 1 no tecido adiposo de pacientes caquéticos portadores de tumor 

(Figura 7). No nosso modelo experimental também observamos uma redução semelhante 

nos animais do grupo TB14 (Figura 16-D e Figura 17-D). É interessante notar que, apesar da 

importância já bem descrita desta proteína no processo lipolítico, não encontramos na 

Literatura dados a respeito da expressão de perilipina 1 na caquexia.  

 Levando-se em consideração que a atividade da LHS é dependente da perilipina 1, 

questionamo-nos se a redução desta proteína observada na vigência da caquexia poderia 

implicar em prejuízo na atividade desta lipase. Desta forma, a lipólise estimulada por 

hormônios estaria prejudicada. Por outro lado, a redução do conteúdo de perilipina 1 está 

associada ao aumento na lipólise basal.  Animais knockout para perilipina 1 exibem elevada 

taxa de lipólise basal, em decorrência da perda do efeito protetor da perilipina 1 contra a 

degradação do triacilglicerol sob condições quiescentes da PKA (Brasaemle et al., 2000; 

Souza et al., 1998; Tansey et al., 2003). Além disso, a redução do conteúdo de perilipina 

poderia implicar ainda em um aumento indireto da atividade da ATGL. Em recente estudo, 

Gandotra et al. (2011) descreveram que mutações específicas no término carboxil da 

perilipina 1, impedem a sua associação com a CGI-58, permitindo a coativação da ATGL e 

resultando em um aumento na lipólise basal.  

 Diante do exposto, poderíamos hipotetizar que o conteúdo reduzido de perilipina 1, 

concomitante ao aumento na expressão protéica de ATGL e expressão gênica de CGI-58, são 

sugestivos do papel crucial da ATGL no processo lipolítico na caquexia associada ao câncer 

em humanos.    

 As enzimas LHS e ATGL são as principais reguladoras do processo lipolítico, 

entretanto, citocinas como o TNF-α e a IL-6 também estão implicadas na atrofia do tecido 
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adiposo na caquexia (Bing, 2011). Em nosso estudo, pacientes caquéticos portadores de 

tumor apresentaram um aumento de aproximadamente sete vezes na concentração 

plasmática de TNF-α (Tabela 2). Este mesmo aumento tem sido descrito em modelos 

experimentais de caquexia (Byerley et al., 2010; Chen et al., 2011; Das et al., 2011). 

Verificamos no nosso modelo experimental a expressão protéica de TNF-α no tecido adiposo 

epididimal e observamos um aumento no grupo TB7, o qual foi ainda mais pronunciado nos 

animais do grupo TB14 (Figura 17-D). 

 Numerosos estudos mostraram que o TNF-α aumenta a taxa de lipólise em adipócitos 

(Green et al., 1994; Rydén et al., 2004; Souza et al., 2003; Yang et al., 2011; Zhang et al., 

2002). Experimentos com linhagens de adipócitos murinos ou humanos mostram que o 

tratamento crônico com TNF-α reduz o conteúdo de perilipina 1 (Bézaire et al., 2009; Rydén 

et al., 2004) e propõem-se que a regulação negativa desta proteína possa ser o principal 

mecanismo da lipólise induzida pelo TNF-α em humanos (Rydén et al., 2004). 

 Rydén et al. (2004) demonstraram que a redução do conteúdo de perilipina 1 

mediada pelo TNF-α ocorre paralelamente ao aumento na lipólise basal, indicando uma 

correlação direta entre esses dois achados.  

 Ainda em relação a este aspecto, foi demonstrado recentemente que o tratamento de 

adipócitos humanos (hMADS) com TNF-α leva à redução da expressão gênica e protéica não 

só de perilipina 1, como também da ATGL e LHS (Bézaire et al., 2009). Ademais, o 

tratamento com TNF-α levou à redução na capacidade de hidrolase tanto da LHS quanto da 

ATGL. Entretanto, sob condições basais, a regulação negativa da perilipina 1 mostrou um 

efeito predominante sobre o conteúdo e atividade reduzida das lipases, resultando em 

lipólise aumentada. Por outro lado, o pré-tratamento com TNF-α prejudicou a lipólise 

estimulada e os autores sugerem que este fato pode ser decorrente de vários mecanismos, 

entre eles: redução na expressão das lipases, redução no conteúdo de perilipina 1 (e 

portanto da sua fosforilação) e diminuição da capacidade de hidrolase da LHS em condição 

estimulada (Bézaire et al., 2009). 

 Além do papel na modulação da perilipina 1, o aumento da lipólise basal induzido 

pelo TNF-α também é decorrente do bloqueio da ação anti-lipolítica exercida pela insulina. 

Inúmeros estudos descrevem que o TNF-α interfere diretamente na sinalização do receptor 

de insulina, prejudicando a sua ação no adipócito e induzindo o surgimento do quadro de 

resistência à insulina (Hotamisligil, 1999; Nieto-Vazquez et al., 2008; Sharma e Chetty, 

2005).  

 Com base nestes indícios pode-se imaginar que a lipólise basal está aumentada na 

caquexia. Agustsson et al. (2007) observaram um aumento na atividade lipolítica in vivo em 
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pacientes com caquexia na vigência de câncer. Contudo, ao analisar o tecido adiposo 

subcutâneo verificou-se que não havia diferenças na lipólise basal entre os pacientes 

caquéticos e controle. Da mesma forma, não foram encontradas diferenças nas 

concentrações plasmáticas de adrenalina, noradrenalina e peptídeo natriurético, importantes 

estimuladores da lipólise. Apesar disso, os autores verificaram que os adipócitos dos 

pacientes caquéticos são mais sensíveis ao estímulo lipolítico induzido por estes fatores. Os 

resultados deste estudo sugerem que o mecanismo celular para aumento da lipólise na 

caquexia tem base no aumento na sinalização lipolítica dos sistemas hormonais. 

 A hipótese supracitada é ratificada por um recente estudo que sugere o possível 

envolvimento dos receptores β1-adrenérgicos (ADRB1) na lipólise na caquexia associada ao 

câncer. Cao et al. (2010) mostraram um aumento na expressão gênica e protéica do ADRB1 

no tecido adiposo subcutâneo de pacientes com caquexia associada ao câncer. Observou-se 

ainda correlação positiva entre a expressão protéica de LHS, a qual estava aumentada na 

caquexia, e a expressão do ADRB1. 

 Buscando uma melhor compreensão de como seria a contribuição da lipólise basal e 

da lipólise estimulada para a atividade lipolítica total observada na caquexia, assim como 

possíveis variações temporais, realizamos o ensaio de lipólise. Nossos resultados mostraram 

que não houve alteração na capacidade lipolítica nos animais do grupo TB7 e, 

interessantemente, verificamos ainda uma redução na lipólise estimulada no grupo TB14.  

 O metabolismo do tecido adiposo apresenta regulações depósito-específicas e 

diferenças entre espécies (Giorgino et al., 2005; Palou et al., 2009) e embora vários 

hormônios mostrem ação lipolítica em roedores, apenas as catecolaminas e os peptídios 

natriuréticos estimulam a lipólise agudamente e marcadamente em seres humanos (Arner, 

2005; Langin, 2006). Dessa forma, apesar dos estudos em adipócitos provenientes do tecido 

adiposo subcutâneo de pacientes caquéticos mostrarem uma maior sensibilidade ao estímulo 

adrenérgico é plausível que em ratos esta regulação seja distinta.  Sendo assim, apesar dos 

adipócitos dos animais do grupo TB7 demonstrarem a mesma capacidade lipolítica que os 

animais controle, é possível que exista uma maior concentração circulante de catecolaminas 

e outros hormônios lipolíticos nos animais caquéticos, resultando em um aumento da lipólise 

in vivo. Ademais, não podemos descartar que a comunicação entre adipócitos e macrófagos 

pode exercer importante influência na via lipolítica através da secreção de fatores que 

podem atuar de modo parácrino e, ao realizarmos o ensaio com adipócitos isolados, a 

modulação decorrente desta interação é perdida.  

 No estágio final da progressão da caquexia (TB14) descrevemos a redução no 

conteúdo protéico de ATGL, CGI-58 e perilipina 1 (Figura 17). Este fato é coerente com a 
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redução na capacidade lipolítica em condição estimulada observada neste grupo. Com a 

redução no conteúdo de importantes proteínas reguladoras do processo lipolítico, ainda que 

houvesse uma maior sensibilidade ao estímulo adrenérgico, estas células não seriam capazes 

de direcionar adequadamente o metabolismo para esta via.  

 Contudo, é importante ressaltar que apesar de redução na capacidade lipolítica 

observada neste grupo, a elevada concentração de ácidos graxos no plasma indica que a 

lipólise corporal está aumentada in vivo. Sendo assim, mesmo sem encontrarmos alterações 

no ensaio in vitro, é possível que a lipólise basal tenha um importante papel neste quadro.  

  

6.3 Expressão das adipocinas e seu papel na (des)regulação do metabolismo 

lipídico do tecido adiposo na caquexia  

 

 Na última década o tecido adiposo tornou-se reconhecido como um importante órgão 

endócrino, capaz de sintetizar e secretar uma ampla gama de fatores, denominados 

adipocinas (revisão de Ahima, 2006). As adipocinas atuam localmente, de modo autócrino, 

parácrino e/ou como sinais endócrinos para regular o apetite, o gasto energético e uma série 

de outros processos fisiológicos como sensibilidade à insulina e inflamação (revisão de 

Ahima, 2006). A associação entre a caquexia e as alterações nas concentrações de 

adipocinas tem sido crescentemente compreendida (Nakajima et al., 2009; Smiechowska et 

al., 2010), porém está longe de ser completamente elucidada. Sugere-se que um prejuízo na 

resposta das adipocinas à perda de peso possa desempenhar um papel na patogênese da 

caquexia induzida pelo câncer (Nakajima et al., 2009). Adicionalmente, imaginamos que a 

modulação das adipocinas induzida pela caquexia possa ter ação direta nas vias de 

regulação do processo lipolítico. 

 A leptina é um indicador de adiposidade corporal e possui um papel essencial na 

regulação do comportamento alimentar e do metabolismo energético (Zhang et al., 1994). 

No presente estudo, apesar de não encontramos uma redução na concentração de leptina no 

plasma dos pacientes (Tabela 2), a expressão gênica desta adipocina foi reduzida no tecido 

adiposo dos pacientes caquéticos, quando comparados aos pacientes portadores de tumor 

com peso estável (Figura 6). Por outro lado, em nosso modelo experimental observamos 

redução na concentração de leptina no plasma (Tabela 5), assim como de sua expressão 

gênica e protéica já a partir do 7º dia após a inoculação do tumor (Figura 13 e 14, 

respectivamente). Diversos estudos mostram uma redução na concentração de leptina no 

plasma na caquexia (Bing et al., 2001; Brown et al., 2001; Lira et al., 2011; Machado et al., 

2004; Mantovani et al., 2001; Smiechwska et al., 2010). Contudo já se descreveu uma 
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concentração plasmática aumentada (Moses et al., 2001) ou inalterada (Wallace et al., 1998) 

nesta situação.    

 Estudos recentes mostram que a leptina é capaz de modular o metabolismo lipídico 

periférico através de ação parácrina ou autócrina (Li et al., 2008; 2010; Muller et al., 1997; 

Niang et al., 2011). Um dos seus principais efeitos é a indução da lipólise no tecido adiposo 

branco (Tajima et al., 2005). Após incubação de adipócitos com leptina verificou-se que esta 

adipocina é capaz de modular a expressão das principais proteínas envolvidas na via lipolítica 

(LHS, ATGL e perilipina 1), sendo o efeito em cada uma destas dependente do tempo de 

incubação e do tipo celular estudado (Li et al., 2008; 2010; Muller et al., 1997; Niang et al., 

2011). Com base nas evidências poderia se imaginar que uma redução na concentração 

plasmática e tecidual de leptina favoreceria a redução da mobilização do triacilglicerol do 

tecido adiposo. Contudo, a ação parácrina e/ou autócrina da leptina na regulação do 

metabolismo lipídico sofre interferência de diversos fatores e os dados por nós obtidos são 

insuficientes para que possamos inferir qualquer tipo de relação entre esta adipocina e a via 

lipolítica.   

 Adicionalmente à sua ação parácrina e autócrina, a leptina atua centralmente na 

modulação da ingestão alimentar (Schwartz et al., 1999); este hormônio tem uma ação 

direta no sistema nervoso central, induzindo a expressão de neuropeptídeos anorexígenos e 

inibindo a expressão de neuropeptídeos orexígenos, resultando em redução na ingestão 

alimentar. Quando a concentração de leptina está baixa, ocorre o efeito inverso e há um 

estímulo da ingestão alimentar (Carvalheira et al., 2005; Inui, 1999; Laviano et al., 2008; 

Niswender et al., 2001; Plata-Salamán et al., 1998). Este balanço é perdido durante a 

caquexia, quando mesmo diante de uma marcante redução na concentração de leptina no 

plasma, a anorexia está presente (Lira et al., 2011; Mantovani et al., 2001; Smiechwska et 

al., 2010). 

 Estudos com modelos experimentais indicam que o aumento de citocinas pró-

inflamatórias pode ser responsável pela redução no apetite e ingestão alimentar (Barton, 

2001; Cahlin et al., 2000). Nosso grupo mostrou um elevado conteúdo de TNF-α e IL-1 β no 

hipotálamo de animais caquéticos (Lira et al., 2011). Estas citocinas pró-inflamatórias são 

capazes de interferir na sinalização central da leptina, modulando a expressão e secreção de 

neuropeptídeos envolvidos no controle do comportamento alimentar (Carvalheira et al., 

2005; Inui, 1999; Laviano et al., 2008; Niswender et al., 2001; Plata-Salamán et al., 1998). 

Além disso, as citocinas pró-inflamatórias podem ainda reduzir a expressão de leptina nos 

adipócitos (Wang e Trayhurn, 2006).  
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 Com base nestes dados, podemos especular que dificilmente uma simples 

desregulação da produção de leptina per se seja fundamental na etiologia da caquexia. Por 

outro lado, fica evidente que a inflamação do tecido adiposo contribui para a resistência aos 

efeitos orexígenos da leptina observada na caquexia. 

 Outra adipocina importante na regulação na composição corporal é a adiponectina, 

que é uma proteína secretada exclusivamente por adipócitos e possui efeito anti-inflamatório 

bem descrito (Ouchi et al., 2007). A concentração plasmática de adiponectina correlaciona-

se inversamente com o peso corporal (Staiger et al., 2003; Yang et al., 2001). Assim, uma 

baixa concentração plasmática é encontrada em obesos (Heedman e Strang, 2001; Mathews 

et al., 1985) e elevados níveis são descritos na anorexia nervosa (Garcia et al., 2005) e 

durante a perda de peso (Nakajima et al., 2010).  

 Apesar da relação fisiológica inversa entre adiposidade corporal e adiponectina, 

nossos resultados não mostram aumento na concentração de adiponectina no plasma 

(Tabela 2). Contudo, verificamos um aumento na sua expressão gênica no tecido adiposo 

subcutâneo de pacientes do grupo TBC (Figura 6). Embora Kerem et al. (2008) e 

Smiechwska et al. (2010) descrevam um aumento na concentração plasmática de 

adiponectina em pacientes com caquexia associada ao câncer, outros autores relatam uma 

redução na concentração plasmática desta adipocina em pacientes caquéticos (Kemik et al., 

2011; Nakajima et al., 2009; 2010).   

 Os resultados obtidos com o nosso modelo experimental mostram uma resposta 

diferente dos observados no modelo clínico. Em relação à concentração de adiponectina 

plasmática, verificamos uma redução no estágio final da progressão tumoral (Tabela 6). 

Entretanto, quando verificamos a sua expressão tecidual, percebemos que a caquexia foi 

capaz de modular esta adipocina já nos animais do grupo TB7, os quais apresentaram um 

aumento na sua expressão gênica (Figura 13-A). Todavia, a modulação da expressão gênica 

não refletiu em um conteúdo protéico aumentado, pelo contrário, esses animais 

apresentaram uma menor expressão protéica de adiponectina (Figura 14-A). Já nos animais 

do grupo TB14 observamos uma drástica redução tanto na expressão gênica quanto na 

expressão protéica desta adipocina. 

  Levando-se em consideração as propriedades anti-inflamatórias da adiponectina, é 

possível que o aumento da expressão gênica no tecido adiposo dos pacientes, assim como 

dos animais do grupo TB7, represente uma resposta compensatória do organismo na 

tentativa de controlar a progressão da caquexia. Neste aspecto, podemos especular que este 

aumento no RNAm de adiponectina poderia ser um mecanismo para atenuar o milieu 

inflamatório presente neste tecido. Entretanto, um aumento na concentração sistêmica de 
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adiponectina pode não representar uma melhora na função fisiológica contra inflamação. 

Isto pode ser especulado com base em estudos que mostram que uma elevada concentração 

de adiponectina no plasma é um preditor de mortalidade em pacientes com falência cardíaca 

crônica (Kistorp et al., 2005). Um aumento local e/ou sistêmico na concentração de 

adiponectina também tem sido descrito em doenças crônicas inflamatórias e auto-imunes 

(Fantuzzi, 2008) e, desta forma, estas condições apresentam um aparente paradoxo 

caracterizado por elevada concentração de adiponectina na presença de inflamação. Autores 

descrevem um paradoxo semelhante envolvendo a IL-10, uma citocina que, apesar de ter 

ação anti-inflamatória, tem sido associada à mortalidade em pacientes com doenças 

cardíacas (Amir et al., 2010; Nishii et al., 2004; Yip et al., 2007).   

 Além da sua propriedade anti-inflamatória, a adiponectina apresenta uma importante 

ação sensibilizadora à insulina (Fasshauer et al., 2001). Estudos mostram que a adiponectina 

aumenta o transporte e a oxidação de ácidos graxos, evitando uma elevada concentração de 

ácidos graxos livres no plasma e consequente prejuízo na via de sinalização da insulina 

(Fruebis et al., 2001; Yamauchi et al., 2001). Com base neste fato, sugere-se que a redução 

na concentração de adiponectina possa contribuir de forma indireta para o aumento dos 

ácidos graxos livres no plasma, prejudicando a sinalização da insulina em tecidos sensíveis a 

este hormônio (Fasshauer et al., 2001; Lavoie et al., 2009). 

 Neste contexto, outro importante mecanismo de ação da adiponectina é a regulação 

recíproca entre esta adipocina e o TNF-α. A adiponectina reduz a expressão de TNF-α em 

adipócitos e, desta forma, reduz a interferência desta citocina na via sinalizadora da insulina. 

Interessantemente, a modulação inversa também ocorre, ou seja, o TNF-α induz a redução 

na expressão gênica e protéica de adiponectina, leva ao aumento da concentração de ácidos 

graxos livres e prejudica a sensibilidade à insulina (Hector et al., 2007; Li et al., 2009). A 

capacidade modulatória do TNF-α sobre a adiponectina sugere que a resistência à insulina 

promovida por esta citocina não decorre apenas da sua interferência direta na sinalização de 

insulina (Feinstein et al., 1993; Hotamisligil et al., 1994), mas também por reduzir a 

concentração de adiponectina (Berg et al., 2001; Combs et al., 2001; Yamauchi et al., 2001). 

 De acordo com essa regulação recíproca entre o TNF-α e a adiponectina, em nosso 

modelo experimental foi possível observar uma correlação inversa entre a concentração 

tecidual de adiponectina e TNF-α (Figura 15). Este fenômeno, associado ao aumento gradual 

na concentração plasmática de ácidos graxos livres (Tabela 5), é sugestivo de redução da 

sensibilidade à insulina no tecido estudado.  

 Com base nos resultados obtidos, especulamos que possa haver uma modulação 

temporal na expressão da adiponectina na caquexia. No início da progressão da caquexia é 
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verossímil que a concentração de adiponectina aumente, mantendo a razão fisiológica com a 

perda de peso. Contudo, à medida que o estado caquético progride, concentrações 

crescentes de TNF-α poderiam modular a expressão de adiponectina, levando à sua redução.    

 Outro fato poderia ainda contribuir para a redução na concentração de adiponectina 

no estágio final da caquexia, a ação das catecolaminas. Fasshauer et al. (2001), mostraram 

que o estímulo β-adrenérgico diminui a expressão gênica de adiponectina em adipócitos 3T3-

L1. Como descrito anteriormente, na caquexia há aumento da expressão de receptores β-

adrenérgicos no tecido adiposo (Cao et al., 2010), levando à maior sensibilidade dos 

adipócitos ao estímulo adrenérgico (Agustsson et al., 2007). É plausível que este estímulo 

aumentado acarrete em redução na expressão gênica de adiponectina. Evidências sugerem 

que as catecolaminas e o aumento na atividade do sistema nervoso prejudiquem a 

sensibilidade à insulina (Facchini et al. 1996; Reaven et al., 1996; Hoiggen et al., 2000; 

Maison et al., 2000). Além disso, sabe-se que o estímulo β-adrenérgico induz um aumento 

na concentração de ácidos graxos livres no plasma, os quais inibem moléculas sinalizadoras 

da insulina (Klein et al., 1999; Fasshauer et al., 2001; Schiffelers et al., 2001). Tendo em 

vista que a redução na adiponectina prejudica a tolerância dos tecidos aos ácidos graxos 

livres (Lavoie et al., 2009), podemos hipotetizar que esta seja uma via com interações 

complexas, onde a adiponectina poderia ter um papel central na regulação dos processos 

que culminam na resistência à insulina. 

 Outra adipocina por nós analisada, a visfatina, é uma proteína associada com 

anormalidades metabólicas na obesidade e diabetes (Wang et al., 2010). Todavia, recentes 

evidências indicam que a visfatina pode atuar como uma citocina pró-inflamatória (Bessa et 

al., 2010; Chang et al., 2010; McGee et al., 2011). Estudos sugerem ainda que esta 

adipocina possa atuar como um biomarcador do estágio de progressão de câncer gástrico 

(Nakajima et al., 2010) e da severidade de doenças inflamatórias (Huang et al., 2011).  

 Nossos resultados mostram um grande aumento na expressão gênica de visfatina no 

tecido adiposo subcutâneo de pacientes caquéticos (Figura 6-C). Recentemente, Chang et al. 

(2010) verificaram que o RNAm de visfatina é expresso de forma similar no tecido adiposo 

subcutâneo e visceral de adultos não-diabéticos e que a sua expressão correlaciona-se com 

o conteúdo de RNAm de genes pró-inflamatórios, como TNF-α, e resistência à insulina. Neste 

contexto, Moschen et al. (2007) mostraram que a visfatina regula positivamente a atividade 

de ligação do NFκB p65 ao DNA em leucócitos humanos. O NF-kB desempenha um papel 

importante no desencadeamento e coordenação da resposta imune, incluindo regulação de 

citocinas como IL-1, IL-6 e TNF-α (Baker et al., 2011). Tendo em vista que há infiltração de 

macrófagos no tecido adiposo branco de animais caquéticos (Machado et al., 2004), o 
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aumento na expressão gênica de visfatina nos adipócitos e sua provável ação parácrina, 

poderia ter um importante papel na progressão da inflamação do tecido adiposo na caquexia 

associada ao câncer. Vale ressaltar que as citocinas inflamatórias, por sua vez, podem 

aumentar a expressão gênica de visfatina no tecido adiposo visceral (Hector et al., 2007), 

gerando um ciclo vicioso. 

 De modo similar ao observado nos pacientes, em nosso modelo experimental 

verificamos um aumento na expressão gênica de visfatina nos animais do grupo TB7 (Figura 

13). Todavia, a aumentada expressão de visfatina não refletiu em elevação do seu conteúdo 

protéico (Figura 14) ou da sua concentração plasmática (Tabela 5). Embora estudos 

mostrem relação direta entre a concentração de visfatina com citocinas inflamatórias (Hector 

et al., 2007; Chang et al., 2010; Olszanecka-Glinianowicz et al., 2011), nos animais do grupo 

TB14, encontramos redução no RNAm (Figura 13), no conteúdo protéico (Figura 14) e na 

concentração plasmática desta adipocina (Tabela 5). A redução de visfatina no estágio final 

da caquexia é similar à redução das demais adipocinas estudadas.   

  

6.4 Considerações finais 

 

 Observamos no nosso modelo experimental os principais sinais relacionados à 

caquexia (perda de peso, anorexia, dislipidemia), contudo nossos experimentos em animais 

não reproduziram de modo idêntico os resultados observados nos seres humanos, em 

decorrência das características específicas à espécie e à localização anatômica do depósito. 

Para minimizar estas diferenças, buscou-se inicialmente trabalhar com o tecido adiposo 

subcutâneo dos animais, porém em virtude da grande depleção deste depósito nos ratos 

caquéticos, esta conduta tornou-se inviável.    

 Apesar das limitações impostas pelas diferenças nos depósitos e espécies estudados, 

de acordo com o padrão dos resultados obtidos, podemos inferir que os efeitos observados 

nos pacientes caquéticos assemelham-se àqueles encontrados nos animais do grupo TB7. 

Além disso, hipotetizamos que as alterações observadas nos animais do grupo TB14 seriam 

condizentes com o que ocorre em pacientes com caquexia refratária (último estágio da 

progressão do estado caquético em seres humanos). 

 Ao realizarmos uma análise conjunta dos resultados aqui expostos torna-se evidente 

a existência de uma modulação temporal na expressão das adipocinas, assim como das 

proteínas relacionadas à via lipolítica. Em um estágio intermediário da síndrome, quando já 

se detecta a redução de massa gorda, verifica-se um desequilíbrio na secreção de fatores 

anti e pró-inflamatórios, como por exemplo, a redução da adiponectina e o aumento do TNF-
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α. Ocorre ainda um aumento da lipólise, não apenas pela atividade aumentada da LHS, mas 

também pelo aumento da expressão da ATGL e redução do conteúdo de perilipina 1. 

 No estágio final da caquexia observamos alterações morfológicas e humorais ainda 

mais profundas. Nesta fase, percebe-se a redução na expressão de quase todas as proteínas 

analisadas. Esta marcante redução na expressão de adipocinas e proteínas relacionadas à 

lipólise, associada à alteração na matriz extra-celular e formato dos adipócitos, sugere que 

no estágio final do estado caquético há um comprometimento da função celular como um 

todo.  
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7 CONCLUSÃO 

 

 No presente estudo verificamos que a caquexia induz importantes alterações 

morfológicas e moleculares no tecido adiposo branco. Em um estágio intermediário da 

síndrome, a modulação das duas principais lipases (ATGL e LHS) e da perilipina 1 contribui 

para o aumento da lipólise nos pacientes caquéticos. Concomitantemente, há um 

desequilíbrio na secreção tecidual de fatores pró e anti-inflamatórios, que pode agravar 

ainda mais o quadro inflamatório sistêmico característico desta condição. No estágio terminal 

da caquexia, as alterações teciduais são mais pronunciadas e ocorre uma redução na 

expressão de quase todas as proteínas estudadas, sugerindo um prejuízo na funcionalidade 

dos adipócitos. Desta forma, concluímos que as alterações no tecido adiposo podem ser 

utilizadas como marcadores indicativos de progressão da caquexia. 
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Anexo A – Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
 
 

 

ESTUDO: Influência das Citocinas pró e anti-inflamatórias no tecido adiposo branco. 

Possível interação entre adipócito e infiltrado mononuclear. 

 

Você está sendo convidado (a) a participar do projeto de pesquisa acima citado. O documento 

abaixo contém todas as informações necessárias sobre a pesquisa que estamos fazendo. Sua 

colaboração neste estudo será de muita importância para nós, mas se desistir a qualquer 

momento, isso não causará nenhum prejuízo a você. 

 

Eu, _________________________________________________, 

profissão________________, residente e domiciliado 

na_________________________________, telefone______________, portador da Cédula de 

identidade, RG___________________ e inscrito no CPF/MF____________________, 

nascido (a) em ___/___/____, abaixo assinado (a), concordo de livre e espontânea vontade em 

participar como voluntário (a) do estudo “Influência das Citocinas pró e anti-inflamatórias no 

tecido adiposo branco. Possível interação entre adipócito e infiltrado mononuclear”. Declaro 

que obtive todas as informações necessárias, bem como todos os eventuais esclarecimentos 

quanto às dúvidas por mim apresentadas. 

 

Estou ciente que: 
1) O estudo se faz necessário para que se possam descobrir as possíveis causas da síndrome 

denominada caquexia (síndrome caracterizada pela grande perda de peso, força muscular e 

diminuição do apetite) associada ao câncer. Será utilizado o sangue e o tecido adiposo 

branco para as análises. Esses materiais coletados demonstram-se importantes para o 

entendimento da etiologia do processo de caquexia. A pesquisa terá duração total de quatro 

anos, sendo sua participação pontual, ou seja, apenas no ato cirúrgico; 

2) Será feita uma coleta de 20 ml de sangue, no momento da entrevista e consentimento da 

participação do projeto, por um profissional da saúde;  

3) Essa coleta será feita apenas para este estudo, em nada influenciará o tratamento e não 

modificará o procedimento cirúrgico; 

4) Durante o procedimento cirúrgico será retirado um fragmento de aproximadamente um 

grama de tecido adiposo branco subcutâneo de omento, com tempo total de coleta de 

aproximadamente 5 minutos. Esse procedimento possui um grau de risco mínimo, não 

interferindo nos procedimentos padrões da cirurgia; 

5) Essa coleta será feira apenas para este estudo e em nada influenciará o tratamento; não vai 

me curar, não vai me causar nenhum problema, não haverá nenhum incômodo de dor no 

momento da coleta; 

6) A participação neste projeto não tem objetivo de me submeter a um tratamento, bem como 

não me acarretará qualquer despesa pecuniário com relação aos procedimentos médico-

clínico-terapêuticos efetuados com o estudo; 

7) Tenho a liberdade de desistir ou de interromper a colaboração neste estudo no momento em 

que desejar, sem necessidade de qualquer explicação; 

8) A desistência não causará nenhum prejuízo à minha saúde ou bem estar físico. Não virá 

interferir no atendimento ou tratamento médico; 
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9) Os resultados obtidos durante este ensaio serão mantidos em sigilo, mas concordo que 

sejam divulgados em publicações científicas, desde que meus dados pessoais não sejam 

mensionados; 

10) Casou eu desejar, poderei pessoalmente tomar conhecimentos dos resultados, ao final desta 

pesquisa. 

(   ) Desejo conhecer os resultados desta pesquisa. 

(   ) Não desejo conhecer os resultados desta pesquisa. 

11) Concordo que o material poderá ser utilizado em outros projetos desde que autorizado pela 

Comissão de Ética deste Instituto e pelo responsável por esta pesquisa. 

(   ) Sim   ou   (   ) Não 

 

“DECLARO QUE, APÓS CONVENIENTEMENTE ESCLARECIDO PELO PESQUISADOR E TER ENTENDIDO O 

QUE ME FOI EXPLICADO, CONSINTO EM PARTICIPAR DA PRESENTE PESQUISA”. 

 

São Paulo, _____ de _______________ de 2011. 

 

 

(   ) Paciente  /  (   ) Responsável:_______________________________________ 

 

 

Testemunha 1:________________________________ 

Nome / RG / Telefone 

 

Testemunha 2:________________________________ 

Nome / RG / Telefone 

 

Responsável pelo Projeto:_________________________________________________ 

Prof. Dra. Marília Cerqueira Leite Seelaender 

       Instituto de Ciências Biomédicas I 

Telefone para contato: 30917225 

 

Identificação do CEP-HU: Endereço: Av. Prof. Lineu Preste, 2565 – Cidade Universitária 

      CEP: 05508-900    São Paulo – SP 

      Telefone: 3039-9457 ou 3039-9479 

   e-mail: CEP@hu.usp.br 

 


