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Resumo 

A caquexia é uma síndrome metabólica comumente encontrada em pacientes com cânceres de pâncreas 

ou pulmão. É caracterizada pela perda de massa muscular, com ou sem perda de tecido adiposo, a qual 

não pode ser revertida por suporte nutricional, e que induz pior resposta aos tratamentos radio e 

quimioterápicos e menor sobrevida. Os pacientes com caquexia apresentam alterações funcionais em 

processos fisiológicos, metabólicos e imunológicos, que resultam em desequilíbrio energético e 

proteico. Mediadores plasmáticos circulantes (fatores indutores de caquexia; FICs) desempenham um 

papel crucial no desenvolvimento de alterações sistêmicas que ocorrem na caquexia associada ao 

câncer. Embora muitos fatores derivados do tumor já tenham sido implicados com a patogênese da 

síndrome, as associações foram geralmente baseadas em seus níveis plasmáticos ou no perfil de 

expressão gênica na massa tumoral, mas ainda não é conhecido perfil de expressão dos FICs em células 

específicas que compõe o microambiente tumoral (MAT). Além das células tumorais, o MAT é 

composto por células residentes e recrutadas e pelas moléculas secretadas por essas células 

(secretoma). O presente projeto tem como objetivos caracterizar: 1) o perfil transcricional do 

secretoma de células do MAT de pacientes com câncer de pulmão (carcinoma pulmonar de células não 

pequenas; CPCNP), e 2) o perfil de expressão de FICs secretados em células individuais de pacientes 

com câncer de pâncreas (adenocarcinoma ductal pancreático; ADP). Para isso, foram utilizados dados 

de expressão gênica global, disponíveis publicamente, de pacientes potencialmente caquéticos com 

CPCNP (determinados por análises tomográficas) e ADP, separadamente.  Os dados transcriptômicos 

dos componentes do secretoma foram correlacionados com dados clínicos e de composição de células 

do sistema imune do MAT. Finalmente, avaliamos computacionalmente a potencial ação sinérgica de 

FICs, selecionados do secretoma, e sua interação com tecidos e órgãos afetados na caquexia através 

de predições de ligantes e receptores. Nossa estratégia permitiu identificar que pacientes caquéticos 

com CPCNP apresentam altos níveis de expressão de citocinas pró-inflamatórias derivadas 

principalmente de células T CD8. Além disso, esses pacientes apresentam um aumento de células 

exauridas em seu MAT. Para a análise dos pacientes com câncer de pâncreas, foi possível caracterizar 

o perfil celular de mediadores centrais da caquexia em resolução de células única, e predizer suas 

interações com receptores de tecidos-alvo na caquexia. Esses mediadores foram detectados como 

expressos em altos níveis pelas células neoplásicas pancreáticas. Dessa forma, nossos achados 

caracterizam o perfil de expressão de FICs secretados por células específicas do MAT em tumores de 

pulmão e pâncreas, bem como suas interações com o músculo esquelético, fígado e tecido adiposo. 

Em conjunto, nossos resultados servirão de base para o desenvolvimento de futuras estratégias 
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terapêuticas visando à minimização da perda de massa muscular, aumentando, assim, a sobrevida e a 

qualidade de vida dos pacientes com caquexia associada aos cânceres de pulmão e pâncreas.   



                

8 

 

Abstract 

Transcriptional Profile of Tumor Microenvironment Secretome for Identification of Potential 

Cachexia Mediators.  

Cachexia is a metabolic syndrome commonly found in pancreatic and lung cancer patients. It is 

characterized by loss of muscle mass, with or without loss of adipose tissue, which cannot be reversed 

by nutritional support, which induces worse response to radio and chemotherapy and lower survival. 

Cachectic patients have functional changes in physiological, metabolic, and immunological processes 

that result in energy and protein imbalance. Circulating plasma mediators (cachexia inducing factors; 

CIFs) play a crucial role in the development of systemic alterations that occur in cancer-associated 

cachexia. Although many tumor-derived factors have already been implicated in the pathogenesis of 

the syndrome, the associations were generally based on their plasma levels or gene expression profile 

in bulk tumor tissues, but the CIFs expression profile in single cells within the tumor 

microenvironment (TME) is not yet known. In addition to cancer cells, TME is composed of resident 

host cells and recruited cells, the products secreted by these cells (secretome). This project aims to 

characterize: 1) the secretome transcriptional profile of the TME cells from patients with lung cancer 

(non-small cell lung carcinoma; NSCLC), and 2) the expression profile of secreted CIFs in single cells 

of patients with pancreatic cancer (ductal adenocarcinoma). pancreatic; PDAC). Publicly available 

global gene expression data from potentially cachectic patients with NSCLC (determined by CT scans) 

and PDAC were individually evaluated. Transcriptomics data of secretome factors were correlated 

with clinical data and tumor immune composition of TME. Finally, we computationally evaluated the 

potential synergistic action of CIFs, selected in the secretome, and their interactions with tissues and 

organs affected in cachexia using predictions of ligands and receptors. Our strategy allowed us to 

identify NSCLC cachectic patients with high expression of pro-inflammatory cytokines mainly derived 

from CD8 T cells. In addition, these patients showed an increase in exhausted cells in their TME. In 

pancreatic cancer, it was possible to identify a core of pro-cachectic mediators, in single-cell 

resolution, able to interact with receptors in cachexia target tissues. These mediators are expressed at 

high levels by pancreatic neoplastic cells. Thus, our findings point to cachexia mediators secreted by 

specific TME cells in lung and pancreatic tumors with the potential to interact with muscle, liver, and 

adipose tissue. Taken together, our results may contribute as a basis for the development of future 

therapeutic strategies aiming to decrease muscle mass loss, thus increasing the survival and quality of 

life of patients with cancer cachexia. 
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1. Introdução 

Caquexia associada ao câncer 

 A caquexia é definida como uma síndrome metabólica complexa caracterizada pela perda de 

massa muscular, com ou sem perda de tecido adiposo, a qual não pode ser revertida por suporte 

nutricional1. Os pacientes com essa síndrome apresentam alterações funcionais em processos 

fisiológicos, metabólicos e imunológicos que resultam em desequilíbrio energético e proteico2. A 

caquexia pode estar associada com resistência à insulina, anorexia e inflamação1.  

Existe uma variedade de condições agudas ou crônicas associadas à caquexia. A síndrome é 

observada em pacientes após extensa lesão traumática e sepse3. Doenças infecciosas, como AIDS, 

malária e tuberculose, assim como doenças crônicas como fibrose cística, cirrose hepática, doença de 

Crohn, artrite reumatoide, acidente vascular cerebral, doenças degenerativas neurológicas, doença 

renal crônica, doença pulmonar obstrutiva crônica, insuficiência cardíaca crônica e o câncer também 

estão frequentemente associadas a caquexia3–6.  

 A caquexia associada ao câncer é uma síndrome multifatorial que afeta até 80% dos pacientes 

em estágios avançados da doença, e representa a causa direta de morte de até 20% de todos os pacientes 

oncológicos7. A caquexia está altamente associada a tipos específicos de tumores, como o de pâncreas, 

esôfago, estômago, fígado e pulmão e, da mesma forma, os pacientes com essas neoplasias têm o mais 

alto grau de perda de peso8–13. Em contrapartida, os pacientes acometidos por câncer de tireoide, mama, 

melanoma ou próstata apresentam um menor risco em desenvolver a síndrome (20-30% dos 

pacientes)14. A etiologia da caquexia associada ao câncer nos diferentes tipos tumorais envolve 

interações complexas e específicas entre o tumor e o hospedeiro que ainda não estão completamente 

elucidadas. 

A característica clínica mais proeminente da caquexia associada ao câncer é a perda de peso 

nos adultos, a qual pode ser corrigida pela retenção fluídica15. A caquexia no câncer emerge a partir 
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de alterações metabólicas induzidas pela presença do tumor, a qual acarreta perda de apetite (anorexia), 

anemia, baixos níveis de testosterona e de outros hormônios anabólicos15. A diminuição na ingestão 

do alimento e a anorexia acentuam a perda de massa muscular e corpórea, resultando numa condição 

de astenia, fraqueza, imobilidade e insuficiência cardíaca ou respiratória16. O estado caquético no 

câncer representa prognóstico desfavorável, e diminuição da qualidade de vida e da resposta aos 

tratamentos radio e quimioterápicos17,18. A caquexia afeta uma proporção considerável de pacientes 

com câncer de pulmão19, com até 80% dos pacientes apresentando alto risco de desenvolver a síndrome 

dependendo do estágio tumoral14. 

Caquexia associada ao câncer de pulmão 

O câncer de pulmão é o mais comum no mundo - mais de 2 milhões de novos casos foram 

diagnosticados em 2020 - e é o que mais leva ao óbito, sendo responsável por mais de 1 milhão de 

mortes20. Segundo o INCA (Instituto Nacional de Câncer, 2020, http://www.inca.gov.br/), no Brasil, 

são estimados 17.760 novos casos de câncer de traqueia, brônquios e pulmão entre os homens, e 12.440 

novos casos entre as mulheres21. O câncer de pulmão é uma das principais causas de morte evitáveis, 

pois é geralmente diagnosticado em estágios mais avançados da doença22; a sobrevida média em um 

total de cinco anos varia entre 13 a 21%, em países desenvolvidos, e entre 7 e 10%, nos países em 

desenvolvimento21. O câncer de pulmão apresenta-se em duas formas principais, que são classificadas 

de acordo com sua característica histológica: câncer pulmonar de células pequenas (CPCP, da sigla, 

em inglês, SCLC, Small-Cell Lung Cancer), que representa cerca de 15% de todos os tipos de câncer 

de pulmão, e o câncer pulmonar de células não pequenas (CPCNP, da sigla, em inglês, NSCLC, Non-

Small-Cell Lung Cancer), que prevalece em cerca de 85% dos casos22,23. Os CPCNP mais frequentes 

são de três subtipos: adenocarcinoma, carcinoma de células escamosas (Squamous-cell carcinoma, em 

inglês) e carcinoma de grandes células (em inglês, Large-cell Lung Cancer)23, sendo o adenocarcinoma 

e o carcinoma de células escamosas os mais comumente encontrados na população23,24. O fumo ou 

http://www.inca.gov.br/
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exposição passiva ao tabaco estão associados à 90% dos casos de câncer de pulmão25. Fumar pode 

causar todos os tipos de câncer, porém, está fortemente relacionado com CPCP e carcinoma de células 

escamosas; e o adenocarcinoma é o tipo mais comum em pacientes não fumantes23. Além dos 

diferentes fatores de riscos envolvidos com a etiologia de cada subtipo, sabe-se que o subtipo pode 

determinar o melhor tratamento26. Os subtipos de CPCNP possuem distinções moleculares 

importantes: mutações em EGFR e translocações em ALK são aberrações gênicas frequentemente 

encontradas em pacientes com adenocarcinoma pulmonar27. As terapias personalizadas para essas 

alterações em adenocarcinomas mostraram-se eficazes para o tratamento da doença quando comparado 

à quimioterapia padrão28. Esses achados, além de modificar a forma de tratar esses pacientes, mudou 

também a classificação histopatológica do câncer de pulmão, pois a terminologia CPCNP não abrange 

essas especificidades. Em 2015, o termo CPCNP foi revisto e excluído, determinando-se os 

adenocarcinomas e carcinomas de células escamosas como os mais prevalentes tipos histológicos de 

tumores pulmonares epiteliais26. Entretanto, a prevalência de caquexia é geralmente reportada para 

CPCNP e CPCP, sem distinção dos subtipos26. Estima-se que 83% dos pacientes com CPCNP 

apresentam a síndrome, enquanto 61% dos pacientes com CPCP possuem caquexia-anorexia29. 

Pacientes com os subtipos mais prevalentes de CPCNP (adenocarcinomas e carcinomas de célula 

escamosas) apresentam caquexia em frequências similares30. Considerando-se que a caquexia tem 

maior prevalência em CPCNP do que em CPCP, e ainda, que o risco de desenvolvimento de caquexia 

é similar para os subtipos de CPCNP, este presente estudo busca ampliar a compreensão da caquexia 

considerando os pacientes com CPCNP, com enfoque em dados de adenocarcinoma e carcinomas de 

células escamosas combinados. 

Embora existam avanços no diagnóstico precoce e tratamento padrão, o câncer de pulmão é 

frequentemente diagnosticado em um estágio avançado e tem prognóstico desfavorável23. Dentre as 

causas desse prognóstico desfavorável do câncer de pulmão, destaca-se o desenvolvimento de caquexia 

em muitos pacientes, o que contribui para maior mortalidade da doença; estima-se que apenas 20% 
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dos pacientes em risco de desenvolvimento da caquexia sobrevivem até 5 anos após o diagnóstico14,31–

33. A perda de massa muscular esquelética na caquexia associada ao câncer de pulmão pode levar a 

uma substancial perda de peso e diminuição do índice de massa corporal (IMC), os quais estão 

associados a pior evolução em pacientes com CPCNP31,34,35.  

Estudos utilizando imagens de tomografia computadorizada (TC) revelaram perda de massa 

muscular oculta em pacientes com CPCNP com peso corporal estável19,36. Além disso, em pacientes 

com CPCNP, tanto a perda de massa muscular bem como a detecção, por imagens de TC, de uma 

menor área muscular (muscularidade) têm sido associadas a um menor tempo de progressão do tumor, 

maior risco de toxicidade por quimioterapia e menor sobrevida19,36–41. A perda de massa muscular, 

detectada por imagens de TC, também afeta negativamente o estado funcional e a qualidade de vida 

desses pacientes42,43. A detecção de uma área muscular através de imagens de TC tem sido associada 

à alterações nas concentrações de marcadores de inflamação (albumina sérica e proteína C-reativa) 

[revisado por Collins et al., 44]. Estudo recente desenvolvido por nosso grupo de pesquisa demonstrou 

que a área dos músculos peitorais é um importante preditor de caquexia associada ao CPCNP, pois 

pacientes com baixa muscularidade apresentam aumento na expressão gênica de citocinas pró-

inflamatórias, como IL-8, IL-6 e CSF3, no tecido tumoral, as quais estão associados a uma menor 

sobrevida30. Entretanto, ainda não são totalmente conhecidos os mecanismos moleculares e as 

principais células tumorais que contribuem para a produção dessas citocinas nos carcinomas 

pulmonares. 

O câncer de pulmão é relevante para o estudo da caquexia e identificação de potenciais 

marcadores moleculares e alvos terapêuticos, pois é possível separar pacientes com câncer que 

desenvolvem a síndrome dos que não são acometidos, e investigar suas diferenças. Entretanto, a 

síndrome é ainda mais relevante no câncer de pâncreas, pois acomete 80-90% dos pacientes13, portanto, 
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resultados identificados em câncer de pâncreas também podem auxiliar na compreensão da síndrome. 

Veremos isso com maiores detalhes no tópico abaixo. 

Caquexia associada ao câncer de pâncreas 

O tipo histológico de câncer de pâncreas mais comum é o adenocarcinoma, o qual se origina 

no tecido glandular (tumores na região exócrina), e podem surgir a partir do epitélio ductal ou de 

células acinares 45. O adenocarcinoma ductal do pâncreas (ADP) representa 80-90% dos tipos 

histológicos46. Apesar de não ser um dos tipos de câncer mais incidente entre homens e mulheres - 

pois é responsável por cerca de 2% dentre todos os tipos de câncer diagnosticados - o câncer de 

pâncreas é agressivo e de difícil detecção, apresentando, portanto, alta taxa de mortalidade21. Estima-

se que menos de 8% dos pacientes com câncer de pâncreas sobrevivem até cinco anos após o 

diagnóstico 47. No Brasil, em 2018, cerca de 5.497 homens e 5.601 mulheres foram à obtido pela 

doença, de acordo com os dados publicados pelo INCA21. Mundialmente, o câncer de pâncreas, é a 

sétima principal causa de morte48, mas projeta-se que futuramente o câncer de pâncreas irá ultrapassar 

o câncer de mama como a terceira principal causa de morte na Europa 49. Em 2020, 495.773 novos 

casos foram diagnosticados no mundo e 466.003 pacientes foram a óbito, destacando-se, mais uma 

vez, a alta mortalidade do câncer de pâncreas20. Mesmo considerando a dificuldade de determinar 

quantas dessas mortes resultam diretamente da caquexia, é bastante evidente que a caquexia contribui 

significativamente para as altas taxas de mortalidade do câncer de pâncreas50. 

A caquexia associada ao ADP apresenta a maior prevalência dentre todos os tipos de câncer, 

sendo encontrada em 80 a 90% dos pacientes13, podendo ocorrer até mesmo em pacientes em estágios 

iniciais da doença, em que a ressecção cirúrgica do tumor ainda é possível51. Por essa razão, o ADP é 

o câncer mais amplamente estudado na busca de biomarcadores da caquexia e de mecanismos 

moleculares pela qual a síndrome se estabelece52–56. Entretanto, ainda há certa discordância entre 

alguns achados. Embora IL-6, IL‐1β, TNF-α, INF- sejam amplamente utilizados como biomarcadores 
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circulantes de caquexia capazes de induzir alterações morfofisiológicas no músculo esquelético57, 

Talbert e colaboradores demonstraram baixos níveis séricos dessas citocinas inflamatórias em 

pacientes com ADP, as quais não se associaram à caquexia nas condições investigadas, mas outros 

fatores como leptina, GM-CSF e MCP-1 foram associadas à sindrome52. Esses resultados reforçam a 

necessidade de se estudar mais profundamente os fatores indutores de caquexia em pacientes com ADP 

para se atingir um consenso. Ainda assim, é evidente que a inflamação é extremamente relevante no 

câncer de pâncreas. De fato, nosso grupo de pesquisa demonstrou recentemente que o ADP apresenta 

aumento na expressão gênica de significativa parte dos mais conhecidos fatores indutores de caquexia, 

enquanto tumores menos associados à síndrome regulam positivamente apenas uma pequena parcela 

desses fatores58. Além disso, tumores pancreáticos com baixa pureza tumoral, ou seja, com baixa 

quantidade de células neoplásicas e alta quantidade de infiltração de células normais (como células 

imunes, fibroblastos, etc.) também expressam, em maiores proporções, os fatores que induzem 

caquexia58. Esses resultados demonstram que a inflamação derivada do microambiente tumoral tem 

um papel chave no desenvolvimento de caquexia. Todavia, a caracterização das células que 

promovem a baixa pureza tumoral encontrada nos tumores de pâncreas, e por consequência, 

seus mecanismos moleculares que contribuem para o processo inflamatório, necessitam maiores 

investigações. 

Considerando a relevância da caquexia para o câncer de pulmão e de pâncreas, e ainda, a 

urgência de se compreender a influência do microambiente imune tumoral na indução de alterações 

imunológicas que contribuem para o estado caquético nesses pacientes, este estudo busca entender a 

origem da inflamação derivada de tumores de pulmão e pâncreas, como também investigar se os 

mecanismos imunológicos são semelhantes ou distintos em cada um dos tipos tumorais. Entretanto, a 

relevância da inflamação na caquexia é evidente para ambos os cânceres de pulmão e pâncreas. 
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Inflamação derivada do tumor na caquexia associada ao câncer 

A etiologia da caquexia associada ao câncer no câncer de pâncreas e pulmão envolve interações 

tumor-hospedeiro muito complexas e específicas que ainda precisam ser completamente elucidadas. 

A ação combinatória de mediadores solúveis (fatores indutores de caquexia) secretados por células 

cancerosas e do microambiente tumoral58, incluindo muitas citocinas pró-inflamatórias, contribuem 

para a inflamação sistêmica, e atuam diretamente no músculo esquelético induzindo a perda de massa 

muscular13,18,59,60. Consequentemente, os esforços para identificar mediadores e biomarcadores estão 

centrados nos níveis desses fatores caquéticos no plasma52,61–65. Muitos desses fatores que circulam no 

sangue são derivados de células cancerosas e do microambiente tumoral58. Entretanto, ainda não está 

claro quais são as principais células tumorais responsáveis pela produção desses fatores. Portanto, a 

caracterização do perfil de expressão gênica célula-específica tem o potencial de revelar padrões 

transcricionais que contribuem para compreensão dos mecanismos pelos quais ocorre o 

desenvolvimento de caquexia no câncer de pulmão e pâncreas. 

Dentre as citocinas pró-inflamatórias associadas à caquexia, as interleucinas (IL-1β, IL-6), o 

fator de necrose tumoral (TNF-α) e o interferon (INF-) tem uma grande importância pois atuam 

sistemicamente para o desenvolvimento de alterações celulares e moleculares que resultam na perda 

de função e massa muscular13,18,59. Esses fatores caquéticos podem ser produzidos e secretados pela 

célula tumoral ou pelas células do microambiente tumoral (MAT)13,66. De forma geral, as citocinas 

pró-inflamatórias são liberadas na circulação sanguínea e induzem uma inflamação sistêmica que afeta 

principalmente o cérebro, fígado, e os tecidos adiposo e muscular esquelético, com consequente 

indução de anorexia, aumento da produção de proteínas de fase aguda, perda de tecido adiposo e massa 

muscular18,67 (Figura 1). No entanto, a detecção dos níveis circulantes destas citocinas pró-

inflamatórias geralmente são realizadas em pacientes com doença avançada, incluindo muitos 

pacientes submetidos à segunda ou terceira linhas de tratamento quimioterápico.  
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Figura 1. Alterações metabólicas em tecidos-alvo induzidas pelo secretoma tumoral durante a caquexia 

associada ao câncer. Citocinas pró-inflamatórias e fatores solúveis são secretados pelo microambiente tumoral 

e induzem alterações metabólicas em diversos órgão e tecidos: modificação do controle neuroendócrino do 

apetite no sistema nervoso central; escurecimento e perda do tecido adiposo; aumento da síntese de proteínas 

de fase aguda no fígado; e redução da massa muscular (adaptado de Tsoli & Robertson18). 

A IL-6 também apresenta-se aumentada no soro de pacientes caquéticos em estágios iniciais e 

tardios da doença, e tem se mostrado essencial na atrofia muscular em diversos modelos experimentais 

de caquexia associada ao câncer68,69. A inibição da STAT3, um de seus alvos, atenua a perda de massa 

muscular, demonstrando o potencial dessa citocina como alvo farmacológico no tratamento da 

caquexia70. Os níveis circulantes de IL-6 também estão elevados em diversos modelos experimentais 

de caquexia associada ao câncer, nos quais apresenta um envolvimento direto na perda de massa 

muscular71–74. Medicamentos anti-IL-6 estão atualmente em desenvolvimento, sendo o anticorpo 

monoclonal humanizado clazakizumabe (ALD518) o único agente anti-IL6 específico que foi avaliado 

em ensaios clínicos para o tratamento da síndrome75. O ensaio clínico em fase II utilizando-se desse 

tratamento foi conduzido em uma população de 124 pacientes com CPCNP incuráveis, diagnosticados 

com caquexia definida por perda de peso corporal maior que 5% nos últimos 3 meses76. O 

clazakizumabe inibe a IL-6, é bem tolerado, e melhora a anemia e caquexia nesses pacientes76,77, mas 
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não induz reversão do quadro e não altera a sobrevida global dos pacientes78. Inibidores de TNF-α e 

IL-1a também estão sendo testados em estudos clínicos de fases II e III.  A talidomida (inibidor de 

TNF-α com ação anti-inflamatória) mostrou-se eficaz em aumentar o apetite e reduzir a perda de peso 

e massa magra em pacientes com caquexia associada ao câncer de pâncreas, e o MABp1 (anticorpo 

anti-IL-1a) aumentou significativamente a sobrevida e reduziu perda de massa muscular de pacientes 

com câncer colorretal (revisado por Cao et. al., 78). Mais estudos são necessários para confirmar a 

eficácia dessas e outras drogas no tratamento da caquexia, pois ainda não há protocolo atual ou 

intervenção bem-sucedida para o tratamento da caquexia associada o câncer78. O único medicamento 

disponível atualmente para o tratamento da caquexia é a anamorelina – um agonista do receptor da 

grelina79. O medicamento foi aprovado, até o momento, para alguns tipos de câncer (CPCNP e cânceres 

gastrointestinais), somente no Japão80. Estudos clínicos de fase II e III demonstram que a anamorelina 

contribui para diminuição da perda de peso, recuperação de massa muscular, apetite e qualidade de 

vida, embora não tenha eficácia na recuperação da função muscular (força) e, tampouco, aumenta a 

sobrevida dos pacientes 78. 

Outra importante citocina pró-inflamatória mais recentemente estudada na caquexia é a 

interleucina-8 (IL-8). A expressão de IL-8 nos tecidos tumorais está associada ao estado caquético e 

ao pior prognóstico em câncer de pâncreas81,82. Os pacientes caquéticos com alta expressão de IL-8 

nos tecidos tumorais apresentaram menor sobrevida global ou sobrevida livre de doença82. Além disso, 

existe uma associação entre o aumento no nível de expressão de IL-8 em amostras de tumor pareadas 

com amostras de soro e o tamanho do tumor desses mesmos pacientes82. Também já foi demonstrado 

uma associação entre o aumento da IL-8 no microambiente tumoral e sistêmico com o aumento da 

perda de peso e massa muscular em camundongos induzidos à caquexia pelo xenotransplante de 

tumores pancreáticos de pacientes caquéticos81. Além disso, nosso grupo de pesquisa demonstrou que 

pacientes com câncer de pulmão que possuem menor área de músculos peitorais apresentam um 
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aumento de expressão gênica de IL8 no tecido tumoral30. Ainda, nesse mesmo estudo, demonstramos 

que a IL-8 recombinante é capaz de induzir diretamente a atrofia em C2C12 miotubos “in vitro”.  

Essas informações demonstram que a caquexia associada ao câncer está extremamente 

relacionada com inflamação sistêmica, a qual parece ser provocada pelos efeitos do aumento de 

citocinas pró-inflamatórias e outros fatores solúveis produzidas pelo paciente em resposta ao tumor, 

ou ainda pelo tumor em si, em especial por fatores secretados por células do MAT (como revisado por 

Tsoli et al.,18). De fato, macrófagos ativados infiltrados no MAT de ratos caquéticos são responsáveis 

por secretar citocinas que podem contribuir para o desequilíbrio metabólico observado na caquexia66. 

Portanto, a análise do perfil de expressão de genes que codificam proteínas preditas como secretadas 

no MAT de pacientes com caquexia associada ao câncer de pulmão e pâncreas, bem como a 

determinação das células do MAT responsáveis pela secreção dessas moléculas, pode contribuir para 

a identificação de mediadores e biomarcadores da síndrome.  

Microambiente tumoral na caquexia associada ao câncer 

 O MAT é composto por células tumorais e não tumorais que podem compreender: células 

neoplásicas, células hospedeiras residentes e recrutadas, produtos secretados dessas células (tais como 

citocinas e quimiocinas) e pelos componentes não celulares dispostos na matriz extracelular83,84. O 

MAT contém células do sistema imunológico, células de vasos sanguíneos e linfáticos, bem como 

fibroblastos, células epiteliais, pericitos e, eventualmente, adipócitos85 (Figura 2). As células não 

tumorais do MAT têm uma função dinâmica e frequentemente promotora de tumores em todos os 

estágios da carcinogênese86. A comunicação intercelular no MAT é impulsionada por uma rede 

complexa e dinâmica de citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento, enzimas de remodelação de 

matriz e citocinas inflamatórias num meio com grandes perturbações nas propriedades físicas e 

químicas do tecido84.  
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Figura 2. Esquema representativo da composição do microambiente tumoral, que pode consistir-se em: células 

neoplásicas, células estromais (fibroblastos e endoteliócitos), células imunes (células T, neutrófilos e 

macrófagos) e componentes acelulares da matriz extracelular. Cancer cell: célula neoplásicas; Fibroblast: 

fibroblasto; T cell: célula T; Neutrophil: neutrófilo; Macrophage: macrófago; Endothelial cell: células 

endoteliais; Extracelullar matrix: matriz extracelular. Ilustração criada por Lau and Vander Heiden, 2020 87. 

 

 O MAT de diferentes órgãos é distinto e, portanto, intercomunicação entre células tumorais 

infiltrando um órgão específico e o microambiente desse órgão é diferente quando comparado com 

outros órgãos83. Dados genômicos e transcriptômicos derivados de amostras de massa tumoral têm 

sido utilizados para estudar o MAT; e as medidas de infiltração imune definem subtipos moleculares 

de câncer de ovário, melanoma e pâncreas88–90, sendo a expressão de genes do sistema imune variável 

de acordo com o subtipo molecular em outros tipos tumorais91. A caracterização do microambiente 
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imune utilizando as assinaturas de expressão gênica, análise de receptores de células T, repertório de 

receptores de células B e análises para identificar alvos imunológicos neo-antigênicos, fornecem uma 

riqueza de informações em muitos tipos de câncer e têm valor prognóstico92–100. Uma extensa análise 

imunogenômica em mais de 10.000 casos, compreendendo 33 tipos diferentes de câncer, utilizando 

dados compilados do The Cancer Genome Atlas (TCGA) identificou seis subtipos imunes, 

classificados como: cicatrização de feridas, dominante de IFN-γ, inflamatório, depletado de linfócitos, 

imunologicamente silencioso e dominante de TGF-β. Esses subtipos foram caracterizados por 

diferenças nas assinaturas de macrófagos ou linfócitos, proporção de células Th1:Th2 e extensão da 

heterogeneidade intratumoral, aneuploidia, extensão da carga neo-antigênica, proliferação celular 

global, expressão de genes imunomoduladores e prognóstico101. Esse estudo demonstrou que o subtipo 

imunológico de cada tumor se associa ao desfecho clínico da doença, principalmente às taxas de 

sobrevida dos pacientes de acordo com seu subtipo. 

Outro aspecto bastante relevante para compreensão do MAT é a pureza do tumor, determinada 

pela proporção de células malignas na composição heterogênea de tipos celulares que compõem o 

tumor. Até recentemente, a pureza do tumor era estimada por um patologista, principalmente por 

análise visual ou de imagem de células tumorais. Com o avanço das tecnologias genômicas, muitos 

novos métodos computacionais surgiram para inferir a pureza do tumor. Esses métodos fazem 

estimativas usando diferentes tipos de informações genômicas, como expressão gênica102, variação de 

número de cópias somáticas103–105, mutações somáticas103,106 e metilação do DNA103,107. Aran et al. 108 

realizaram uma análise Pan-Cancer utilizando 21 tipos tumorais do TCGA, a qual demonstrou que, 

independentemente do método utilizado, os padrões de pureza diferem por tipo de câncer, com alta 

pureza (acima de 90% de células neoplásicas) em carcinoma adrenocortical e glioma de baixo grau, e 

baixa pureza (<70% de células neoplásicas) em cânceres resultantes de exposições crônicas 

mutagênicas, como o adenocarcinoma de pulmão, carcinoma de células escamosas e carcinoma de 

células escamosas de cabeça e pescoço. Os tumores pancreáticos (principalmente) e pulmonares são 
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conhecidos por apresentarem a mais alta prevalência de caquexia13,14, também apresentam baixa 

pureza tumoral, caracterizada por uma baixa celularidade neoplástica e uma alta fração leucocitária 

infiltrada no microambiente tumoral 101,109. Além disso, os tumores de pâncreas classificados como de 

baixa pureza são aqueles que apresentam maior expressão de genes do secretoma associados à indução 

de caquexia58. 

Como a ação combinatória de mediadores solúveis secretados (secretoma) por células tumorais 

e células do microambiente tumoral, incluindo muitas citocinas pró-inflamatórias, contribui para a 

inflamação sistêmica e atua diretamente no músculo esquelético para induzir a perda de massa13,18,59,60, 

a caracterização celular e molecular do MAT pode fornecer novos conhecimentos para compreensão 

da caquexia associada ao câncer. De fato, Matsuyama et al.110 demonstraram que diferenças no 

microambiente onde as células tumorais se desenvolvem podem afetar a progressão e o fenótipo da 

caquexia associada ao câncer através de alterações em vários fatores circulantes derivados do 

microambiente tumoral. Além disso, a intercomunicação entre o tumor e tecidos periféricos é mais 

pronunciado em pacientes caquéticos, em comparação com pacientes com peso estável111. Portanto, 

embora ainda pouco explorada, a caracterização do perfil de expressão gênica de cada célula individual 

que compõe o MAT na caquexia do câncer é de fundamental relevância pois pode revelar mediadores 

de comunicação celular do MAT e gerar novos alvos para tratamento da caquexia e biomarcadores 

para diagnóstico precoce da síndrome.  

A composição e função do MAT pode indicar a terapia mais adequada para pacientes 

oncológicos. A imunoterapia, por exemplo, tem como principal objetivo regular o microambiente 

tumoral reduzindo a presença de antígenos tumorais112. A evasão imunológica no MAT é mediada pela 

sinalização PD-L1 expresso pelas células neoplásicas e seu ligante PD-1 nas células T113. Inibidores 

de checkpoint imunológico dessas moléculas tem mostrado eficácia na restauração da citotoxicidade 

de células T112. Além disso, estudos recentes demonstram que pacientes com caquexia associada ao 
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câncer possuem maiores taxas de falha em monoterapia com pembrolizumabe (anti-PD-1) do que os 

pacientes com câncer não-caquéticos114. Portanto, a compreensão do MAT pode revelar novos 

potenciais tratamentos imunoterápicos para aumentar sua eficácia em pacientes com caquexia 

associada ao câncer.  

Transcriptoma “single-cell” para análise do microambiente tumoral 

 O rápido desenvolvimento do sequenciamento de RNAs de células individuais (do inglês, 

single-cell transcriptome; scRNA-seq) também tem oferecido oportunidades sem precedentes para o 

estudo da heterogeneidade molecular e celular do ecossistema do MAT de diferentes tipos de cânceres 

associados com a caquexia como, por exemplo, de pâncreas, cabeça e pescoço, fígado e pulmão115–122. 

Estudos com scRNA-seq em câncer de pulmão focam principalmente na caracterização do infiltrado 

inflamatório do tumor para avaliar a potencial resposta à tratamentos imunoterápicos, mostrando-se 

uma nova abordagem para estratificar os pacientes e revelar assinaturas imunes no câncer de 

pulmão122,123. Além disso, o scRNA-seq em carcinomas pancreáticos, embora ainda em menor 

extensão, tem sido realizado para caracterizar globalmente o perfil e composição de tumores 

pancreáticos124,125. 

Embora os diferentes tipos de células e tecidos tenham sido historicamente caracterizados pela 

sua morfologia e seu fenótipo, o recente desenvolvimento de métodos moleculares permitiu descrições 

cada vez mais precisas de suas propriedades, tipicamente medindo padrões de expressão de proteínas 

ou RNA mensageiro126–128. Os avanços tecnológicos também expandiram a multiplicação de medidas, 

de modo que o RNA-Seq pode agora enumerar praticamente todas as moléculas de RNAs mensageiros 

de uma única célula129–134. Essa nova abordagem forneceu insights sobre a biologia celular e 

composição de órgãos de vários organismos. A caracterização global de células T em CPCNP, através 

de scRNA-seq, revelou a existência de 16 subgrupos de células T CD4+ e CD8+ com diferentes estados 
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funcionais e dinâmica dentro do MAT, a qual se associou ao prognóstico dos pacientes, fornecendo, 

assim, novos parâmetros para estratificação do CPCNP122.  

Apesar de o scRNA-Seq ter surgido como uma técnica poderosa para caracterizar a 

heterogeneidade celular de tumores, atualmente é impraticável em coortes com grandes quantidades 

de amostras, e não pode ser utilizada com amostras coletadas e fixadas como parte do atendimento 

clínico de rotina. Entretanto, o perfil de expressão gênica de células individuais, obtido nesses 

experimentos de scRNA-Seq, pode ser utilizado como referência para dissecar in silico amostras 

tumorais complexas, estimando a abundância dos tipos celulares a partir dos dados do transcriptoma 

da massa tumoral. Vários algoritmos já foram desenvolvidos para predizer os tipos celulares a partir 

dados de expressão gênica de tecidos tumorais, incluindo EPIC135, ESTIMATE102, XCell136, 

CIBERSORT137 e CIBERSORTx138. Portanto, análises de transcriptomas obtidos por RNA-Seq 

podem ser utilizados para determinar os tipos celulares presentes nos tumores de pacientes caquéticos, 

comparando-se com o perfil de expressão gênica de células individuais obtidos por scRNA-Seq, a 

partir do mesmo tipo tumoral. Essa análise também tem o potencial de inferir o secretoma tumoral de 

cada uma das células que o compõe, auxiliando na identificação das células responsáveis pela secreção 

de fatores caquéticos no MAT. 

Secretoma tumoral 

Recentes avanços na genômica, transcriptômica e proteômica tem auxiliado a esclarecer o 

efeito do tumor em tecidos e órgãos adjacentes ou distantes através da análise do seu secretoma59. 

Secretoma representa o conjunto de macromoléculas secretadas por células, as quais permitem 

comunicação celular139,140. O termo secretoma foi cunhado por Tjalsma e colaboradores para denotar 

todos os fatores secretados por uma célula e, também, os constituintes da via secretória141. A definição 

de secretoma, então, foi revisada para incluir apenas proteínas secretadas no espaço extracelular139,140. 
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O secretoma tumoral apresenta um papel importante em aspectos conhecidos do câncer, como 

proliferação celular, apoptose, angiogênese, alteração no metabolismo energético e desenvolvimento 

de resistência contra a terapias anticâncer139. O secretoma tumoral pode ser avaliado através de meio 

condicionado de linhagens celulares, líquidos intersticiais do tecido/tumor e fluídos corporais 

(revisado por Schaaij-Visser et al.,142). Portanto, a análise do secretoma tem grande potencial em 

revelar mediadores, biomarcadores e alvos para tratamento da caquexia. Muitas metodologias estão 

disponíveis para a identificação dos componentes do secretoma; entretanto, o uso de ferramentas 

ômicas (microarranjos, sequênciamento e espectometria de massas) tem se destacado nos últimos anos 

(revisado por Mukherjee et al.,143). Análises proteômicas revelaram que o secretoma de pacientes com 

câncer de pulmão, mama e colorretal possui biomarcadores relacionados ao aumento de sobrevida dos 

pacientes (revisado por Schaaij-Visser et al.,142).  

As proteínas podem ser secretadas por uma célula através de vias de secreção clássica e não-

clássica. As proteínas são, majoritariamente, secretadas pela via clássica, as quais são destinadas ao 

meio extracelular, em vesículas, pelo reticulo endoplasmático rugoso e complexo de Golgi 144. Para 

ser destinada à essa via, é necessário que a proteína contenha em sua sequência de aminoácidos um 

peptídeo-sinal e um sítio de clivagem antes da região de sequência madura145. As proteínas secretadas 

por vias não-canônicas geralmente são localizadas no citoplasma ou núcleo células (proteínas com 

peptídeo-sinal também podem ser secretadas por outras rotas celulares) e podem ser secretadas através 

de microvesículas, exossomos, canais ou transportadores de membrana, lisossomos secretórios, etc146. 

Entretanto, independente da via de secreção, é possível predizer, através de ferramentas 

computacionais, a secreção de proteínas. A análise da sequência de peptídeos de uma proteína pode 

ser utilizada para estimar a presença do peptídeo-sinal145 ou redes neurais podem predizer proteínas 

secretadas por vias não-clássicas147.  O banco de dados Human Protein Atlas (HPA) possui a 

classificação mais atualizada do secretoma humano. Essa extensiva caracterização foi possível através 

das ferramentas computacionais anteriormente citadas e, também, pelo mapeamento e classificação da 
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localização subcelular em dezenas de milhares de imagens de microscopia confocal de alta resolução 

de proteínas humanas marcadas por imunofluorescência148. 

Algumas abordagens transcriptômicas têm sido utilizadas para desvendar o secretoma de uma 

célula ou de um tipo de tecido específico149. Em um estudo pioneiro de análise do transcriptoma 

utilizando microarranjos, Welsh et al. 150 descreveram o aumento da expressão de 74 genes que 

codificam proteínas secretadas em cânceres humanos. Apesar do número reduzido de genes preditos 

como codificadores de proteínas secretadas e do número relativamente baixo de amostras de tecido 

analisadas nesse estudo, uma fração significativa desses genes de secretoma, que apresentavam 

aumento da expressão em carcinomas, foi validada como desregulada no câncer ou com aplicações no 

diagnóstico e na terapia da doença. A utilização de dados transcriptômicos para predição de proteínas 

secretadas é vantajosa, pois as técnicas de sequenciamento de RNA possuem uma maior resolução 

quando comparadas às metodologias de proteômica. Além disso, o grande potencial da predição do 

secretoma através do transcriptoma foi amplamente explorado em nosso laboratório para assegurar sua 

aplicação. Recentemente, nosso grupo de pesquisa realizou uma análise computacional para predição 

do secretoma, a partir de dados do transcriptoma obtidos por tecnologia de microarranjos, para 

identificar proteínas potencialmente secretadas pelo tumor de pacientes com câncer retal localmente 

avançado151 e câncer de laringe152. Essa estratégia foi efetiva, uma vez que as proteínas preditas como 

secretadas pelos tumores foram posteriormente validadas como apresentando níveis aumentados no 

soro151 e plasma152 em conjuntos independentes de pacientes. 

Outra aplicação da análise do secretoma é a possibilidade de elucidar mecanismos de 

comunicação celular a partir dos dados de expressão gênica dos receptores dos fatores secretados em 

células ou tecidos alvo153. Os tumores e MAT são constituídos por complexas interações celulares que 

modificam as funções das células imunológicas locais. Estudar a comunicação célula-célula dentro 

desse contexto pode auxiliar e orientar o desenvolvimento de terapias ou imunoterapias eficazes contra 
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o câncer 153. Ainda, considerando o caráter sistêmico da caquexia em que citocinas afetam diversos

órgãos e tecidos distantes, a análise da comunicação entre fatores secretados pelo tumor e órgão-alvo 

também pode auxiliar em futuras terapias para reduzir os efeitos sistêmicos da caquexia. 

Para nosso conhecimento, nenhum estudo explorou esses dados na busca de elementos do 

secretoma produzidos especificamente pelas células neoplásicas e células do MAT na caquexia e sua 

relação com tecidos alvo; em especial, pela dificuldade de obtenção de dados clínicos e moleculares 

de pacientes com caquexia (revisado por Penna et al.,154), principalmente de dados de sequenciamento 

single-cell. Entretanto, com o avanço de tecnologias para a análise de expressão gênica na última 

década, experimentos em larga escala, como de microarranjos e de novas metodologias de 

sequenciamento, tem gerado grandes quantidades de dados de que são depositados em bancos públicos 

(revisado por Rung et al.,155). Os dados públicos, geralmente, podem ser combinados com novos dados 

gerados pelos pesquisadores, ou então serem reanalisados para responder questões diferentes daquelas 

colocadas nos estudos originais156. A integração de dados ômicos disponíveis em bancos de dados é 

capaz de gerar insights biológicos, que, talvez, em estudos individuais não pudessem ser obtidos 

(revisado por Rung et al.,155). De fato, buscando melhor compreender o papel do secretoma tumoral 

na caquexia, reanalisando dados em larga escala de 12 tipos tumorais disponíveis no TCGA, 

demonstramos que o câncer de pâncreas – aquele com maior prevalência de caquexia –  é também o 

que mais regula positivamente a expressão de genes do secretoma, sugerindo que o secretoma tumoral 

é essencial no desenvolvimento da caquexia e deve ser mais compreendido e explorado58.  

Reanálise de dados de transcriptoma tumoral para identificação de mediadores da caquexia 

O uso de informações genéticas e clínicas disponíveis no banco de dados TCGA tem facilitado 

a obtenção desses dados para estudos em larga escala, estendendo sua avaliação para vários tipos 

tumorais (68 tipos de tumores primários estão inclusos no TCGA, englobando mais de 33 mil casos) 

157. Além disso, o portal Genotype-Tissue Expression (GTEx) possui dados de sequenciamento de
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RNA de tecidos normais de indivíduos que não possuíam alterações neoplásicas, sendo o banco de 

dados mais completo para utilização como controles dos casos tumorais 128. De maneira semelhante, 

o banco de dados Cancer Cell Line Encyclopedia (CCLE) também comporta dados genômicos globais

de 1457 linhagens celulares de câncer e, tendo em vista que linhagens celulares de tumores humanos 

mantém muitas características da biologia tumoral, a análise do perfil global de expressão gênica de 

linhagens celulares pode auxiliar na descoberta de novos fármacos e mecanismos envolvidos em 

diferentes propriedades do desenvolvimento e progressão tumoral158. A correlação de dados 

transcriptômicos de linhagens celulares e do tecido tumoral pode revelar moléculas importantes para 

o câncer, em específico, nas alterações moleculares provenientes das células neoplásicas em si.

 Os estudos globais que utilizam dados transcriptômicos inseridos em bancos de dados 

biológicos tem se mostrado de extrema importância para se extrair conhecimentos de impacto na 

pesquisa e tratamento do câncer. Robinson et al., 159 realizaram uma análise Pan-Cancer (utilizando 

dados do TCGA) da expressão gênica de componentes do secretoma, a qual resultou em listas 

ordenadas de candidatos a biomarcadores diagnósticos detectáveis em fluidos biológicos. Essa 

investigação também revelou os padrões e as funções biológicas associadas às alterações na expressão 

de proteínas secretadas em diferentes tipos tumorais, focando principalmente em um conjunto 

específico de proteínas do secretoma. Essa estratégia reduziu a complexidade do secretoma ao estreitar 

a gama de moléculas secretadas necessárias para explorar questões fundamentais relacionadas à 

expressão alterada de genes que codificam proteínas do secretoma em diferentes tipos tumorais. No 

entanto, a complexidade do secretoma ainda está longe de ser completamente entendida e a seleção de 

diferentes estratégias metodológicas, ou de tipos específicos de tumores ou células do MAT, podem 

levar a novos insights sobre as funções biológicas do secretoma na caquexia. O secretoma produzido 

pelas massas tumorais dos cânceres associados à caquexia já foi globalmente caracterizado por nosso 

grupo de pesquisa 58. Entretanto, demos maior foco nos fatores indutores de caquexia clássicos, como 

IL6, IFNG, IL8, etc. Por isso, ainda é necessário definir os fatores centrais do secretoma, relacionados 
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à inflamação e outras citocinas, a partir da expressão gênica, em resolução single-cell, de tumores com 

alta prevalência de caquexia, e que não são habitualmente explorados na caquexia. Portanto, o uso de 

dados públicos para análise do secretoma tumoral além de ser extremamente importante para a 

compreensão da biologia tumoral142 pode, também, auxiliar na identificação de moléculas 

potencialmente responsáveis pela modulação do MAT. Para nosso conhecimento, não existem estudos 

que utilizam-se de informações de bancos de dados públicos e correlacionem globalmente dados de 

secretoma do MAT de pacientes caquéticos com dados de composição do microambiente tumoral para 

investigar mediadores da caquexia associada ao câncer.  
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5. Conclusões

A caracterização do perfil transcricional tumoral do secretoma permitiu a definição da composição 

celular do microambiente tumoral e revelou potenciais mediadores de caquexia derivados do tumor.  

Nos pacientes com câncer de pulmão, a baixa muscularidade, aferida pela área dos músculos 

peitorais em tomografias computadorizadas, está relacionada ao prognóstico desfavorável (menor 

sobrevida e maior frequência de recorrência tumoral). A análise do secretoma tumoral desses pacientes 

demonstrou enriquecimento de perfil inflamatório com aumento de expressão de biomarcadores de 

caquexia, provenientes de células do microambiente imune tumoral, principalmente por células T 

CD8+. Além disso, observamos um aumento da citotoxicidade e exaustão de células T em pacientes 

potencialmente caquéticos. Análises de transcriptomas musculares revelaram expressão de receptores 

que interagem com genes do secretoma aumentados nos pacientes com baixa muscularidade, 

demonstrando potenciais vias de comunicação tumor-músculo. 

No câncer de pâncreas, análise pan-câncer de dados do TCGA revelou  novos potenciais fatores 

pró-caquéticos centrais em cânceres associados à alta prevalência de caquexia, que participam da via 

de interação citocina receptor de citocina. Nós demonstramos que esses fatores participam na indução 

de caquexia por interagirem com tecidos alterados, em diferentes graus, durante a caquexia. Adipócitos 

apresentaram maior frequência de expressão de receptores para os fatores centrais identificados, 

enquanto células do tecido ósseo possuem expressão de poucos receptores. Além disso, a reanálise de 

dados de scRNA-seq demonstrou que as células neoplásicas ductais pancreáticas são as principais 

produtoras desses fatores. 
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