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RESUMO 
 
 

O câncer colorretal (CCR) é uma das neoplasias mais frequentes na população adulta mundial 
e apresenta alta taxa de morbidade e letalidade. Evidências recentes tem mostrado que um 
evento precoce na carcinogênese é a ativação do metabolismo de lipídios, macromoléculas 
que, além de estarem envolvidas em complexos processos metabólicos da célula, são 
altamente susceptíveis ao processo de lipoperoxidação desencadeado pelo estresse oxidativo. 
A estratégia lipidômica é capaz de fornecer informações importantes relacionadas ao 
mecanismo envolvido na patogênese do câncer além de revelar novos biomarcadores para o 
seu diagnóstico precoce. Assim, o objetivo do trabalho foi avaliar no plasma de pacientes com 
câncer de reto os biomarcadores de estresse oxidativo (malondialdeído e F2-isoprostano) e os 
de perfil lipidômico visando identificar os metabólitos diferenciais entre os grupos avaliados e 
contribuir no conhecimento das alterações no metabolismo de lipídios envolvidas na 
carcinogênese. Foram utilizadas amostras de sangue de 23 pacientes com câncer de reto, 
estratificados segundo o estadio e de 18 voluntários saudáveis. O perfil lipidômico foi 
avaliado por cromatografia à gás (CG-FID) e espectrometria de massas equipado 
com ionização electrospray (ESI) e a lipoperoxidação foi avaliada através da determinação das 
Substâncias Reativas ao Ácido Tiobarbitúrico (TBARS) e da dosagem de F2-isoprostano. Para a 
análise dos dados foi utilizado o website MetaboAnalyst (versão 2.0) e as moléculas diferenciais 
indicadas por meio de ferramentas estatísticas multivariadas, usando análise de componente 
principal (PCA), análise discriminatória parcial dos quadrados mínimos (PLS-DA) e análise 
discriminatória ortogonal parcial dos quadrados mínimos (OPLS-DA). A importância da variável 
na projeção (VIP) foi utilizada para identificar os íons que tiveram maior efeito discriminatório 
entre os grupos. Os resultados mostraram que os níveis plasmáticos de malondialdeído nos 
pacientes com câncer de reto no estadio 3 e 4 foram superiores aos valores observados no 
grupo saudável e grupo estadio 0 (p<0,05). Não foram observadas diferenças nos níveis de F2-
isoprostano entre os grupos. No conjunto de dados do ESI foi possível a identificação de 15 
lipídios diferenciais entre os grupos. Os íons mais abundantes identificados no grupo de 
pacientes com câncer foram de fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina enquanto que, os de 
lisofosfatidilcolinas (LFC) metabólitos identificados como LFC 16:1, LFC 18:1 e LFC 
18:2, apareceram com abundância relativa reduzida. Evidencia-se que a LFC (P-16:1), um 
plasmalogênio contendo ácido palmitoleico (16:1),apresentou o maior VIP score com uma 
tendência reduzida em pacientes com câncer de reto, dado que aponta este metabólito como 
um importante mediador na patogênese da doença e que futuramente, poderá contribuir na 
identificação de novos biomarcadores da doença. 
 
 
Palavras chave: plasma, neoplasias colorretais, biomarcadores, lipidômica. 
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ABSTRACT 
 

 
Colorectal cancer (CRC) is one of the most frequently occurring neoplasms in the world’s adult 
population with highmorbidity and lethality rates. Recent evidence has revealed that the 
activation of lipid metabolism involving macromolecules that are not only involved in complex cell 
metabolism mechanisms but are also highly susceptible to  lipid peroxidation triggered by 
oxidative stress is a precocious event in carcinogenesis. Lipidomic strategy can provide 
important information regarding cancer pathogenesis mechanisms and could reveal new 
biomarkers to enable early diagnosis. This study set out to evaluate oxidative stress markers 
(malondialdehyde and F2-isoprostane) and lipidomic profiles in the plasma of patients with rectal 
cancer, to identify differential metabolites among the groups and contribute towards greater 
understanding of lipid metabolism alterations involved in carcinogenesis. Blood samples were 
taken from 23 rectal cancer patients stratified according to the stage of the disease and from18 
healthy volunteers. Lipidomic profiles were evaluated by gas chromatography (GC-FID) and 
mass spectrometers fitted with electrospray ionization (ESI). Peroxidation was evaluated by 
determining Thiobarbituric Acid Reactive Substances (TBARS) and F2 –isoprostane dosages. 
Data analysis used the web application MetaboAnalyst (2.0) and the differential molecules were 
indicated by means of multivariate statistics tools using Principal Component Analysis (PCA), 
Partial Least Squares Discriminant Analysis (PLS-DA) and Orthogonal Partial Least Squares 
Discriminant Analysis (OPLS-DA). Variable Importance Projection (VIP) analysis was used to 
identify those ions with the greatest discriminant effect among the groups. Results showed that 
malondialdehyde plasma levels were higher in patients in stages 3 and 4 of rectal cancer than in 
the healthy group and the stage 0 group (p<0.05). No differences in F2-isoprostane levels were 
detected among the groups. In the ESI data set it was possible to identify 15 differential lipids 
among the groups. The most abundant ions identified in the cancer patients were those of 
phosphatidylcholine and  phosphatidylethanolamine while those of lisophosphatidylcholine (LPC) 
metabolites, identified as LPC 16:1, LPC 18:1 and LPC 18:2, showed a relatively reduced 
presence. It was found that LPC (P 16:1), a plasmalogen containing palmitoleic acid (16:1), 
returned the highest VIP score with a tendency to reduction among rectal cancer patients. That 
identifies this metabolite as an important mediator in the pathogenesis of the disease and one 
that could contribute towards the identification of new biomarkers in the future.  
 
 
Key words: plasma, colorectal neoplasms, biomarkers, lipidomic. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
 

O câncer colorretal (CCR), tumor que acomete o cólon e o reto, é uma das neoplasias 

mais frequentes na população adulta mundial, apresentando incidência e mortalidade 

crescentes em várias partes do mundo. Devido ao desenvolvimento geralmente silencioso da 

lesão, o CCR produz poucos sintomas iniciais, fazendo com que o diagnóstico da malignidade 

do tumor seja realizado habitualmente nas fases mais avançadas da doença, fato que piora o 

prognóstico dos pacientes (SECRETARIA DE ESTADO DA SAÚDE, 2009). 

A principal estratégia na prevenção e no controle do câncer e de outras patologias é sua 

detecção precoce, permitindo que intervenções e terapias efetivas possam contribuir para a 

redução da morbimortalidade. As células cancerígenas não somente alteram o microambiente 

ao seu redor, a fim de favorecer o seu crescimento, mas também são capazes de causar 

alterações sistêmicas, muitas das quais capazes de serem detectadas nos fluidos biológicos.  

Entre os diversos mecanismos que podem levar à carcinogênese, a produção excessiva 

de radicais livres e espécies reativas de oxigênio está associada a danos na fita ou alterações 

nas bases nitrogenadas ou, ainda, modificações de desoxirribose, podendo gerar danos como 

apoptose e mutações (MARNETT, 2000). É conhecido que os biomarcadores oxidativos, em 

especial de lipídios, desempenham importante papel na gênese de diferentes processos 

relacionados à proliferação celular e ao desenvolvimento de câncer (HALLIWELL e 

GUTTERIDGE, 2002). 

Durante o desenvolvimento das células cancerígenas há a reprogramação de suas vias 

metabólicas para promover o crescimento celular, proliferação e fontes de energia metabólica. 

Todos estes processos estão intimamente relacionados ao metabolismo de lipídios, que se 

tornam assim excelentes fontes de informação sobre o estado metabólico e oxidativo das 

células em processo de tumorigênese.  

Assim, há um grande interesse dos pesquisadores na descoberta de novos 

biomarcadores circulantes, úteis como indicadores precoces de um processo patológico. A 

realização de testes de pesquisa de biomarcadores circulantes do câncer é chamada de biópsia 

líquida (ALVES e DELMONICO, 2015). 

A pesquisa de biomarcadores circulantes lança mão de ferramentas que incluem as 

tecnologias de plataformas “omics”, como a genômica (pesquisa de genes), transcriptômica 

(pesquisa de RNAm), proteômica (pesquisa de proteínas) e lipidômica (pesquisa de lipídeos). 

Entre estas ferramentas, a lipidômica é a mais recente na procura de novos biomarcadores 
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circulantes de câncer. A lipidômica constitui uma ciência interdisciplinar utilizada para descrever 

a análise sistemática de lipídios, envolvendo a caraterização e quantificação destes compostos 

nos sistemas biológicos, uma vez que apresentam diversas funções biológicas importantes, 

abrangendo desde moléculas armazenadoras de energia (gorduras e óleos), elementos 

estruturais de membranas biológicas (fosfolipídios e esteróides), cofatores de enzimas, 

transportadores de elétrons, hormônios e mensageiros intracelulares (ARMSTRONG, 2009). 

A abordagem lipidômica além de desempenhar um papel crucial no estudo da 

composição e do metabolismo dos lipídios pode contribuir ainda na compreensão das bases 

moleculares das doenças fornecendo evidências de moléculas relacionadas com o metabolismo 

modificado destas células, abrir caminho para novas terapias, avaliar a efetividade dos 

tratamentos e, principalmente apontar novas ferramentas para o diagnóstico precoce do câncer. 

Além disto, a identificação de biomarcadores lipídicos circulantes através da análise de fluidos 

dos pacientes é um método relativamente não invasivo de diagnóstico precoce da doença 

aumentando a possibilidade de sucesso no tratamento. Embora muitos trabalhos tenham 

associado o câncer às mudanças metabólicas, estudos aprofundados de lipidômica em sangue 

de pacientes com câncer ainda são escassos. 

Assim, o presente trabalho foi realizado no sentido de avaliar biomarcadores de estresse 

oxidativo e do perfil lipidômico, com o objetivo de contribuir no conhecimento das alterações no 

metabolismo destas moléculas e na sua possível utilização no diagnóstico precoce de câncer 

de reto. Tais marcadores se basearam na avaliação de produtos de oxidação de lipídios 

(malondialdeído e isoprostano) e no perfil lipidômico (ácidos graxos e classes de lipídios) no 

plasma de pacientes com câncer de reto em comparação ao grupo de voluntários saudáveis.  

 

1.1 Câncer colorretal 
 
 

Considerada uma doença crônica degenerativa, o câncer pode desencadear de diferentes 

maneiras algum tipo de impacto tanto na vida dos pacientes como na de seus familiares. A 

confirmação do diagnóstico, a escolha do tratamento, o seguimento terapêutico e o processo de 

reabilitação são fatores que influem diretamente no estilo de vida do paciente com câncer e que 

são de extrema importância na luta contra esta doença (NICOLUSSI e SAWADA, 2009). 

A denominação de CCR engloba os tumores que acometem o intestino grosso (cólon) e o 

reto (FIGURA 1). A estimativa mundial em 2012 apontou o CCR como o terceiro tipo de câncer 

mais comum entre os homens (746 mil casos novos – 10% do total dos cânceres) e o segundo 
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nas mulheres (614 mil casos novos – 9,2% do total dos cânceres). Neste mesmo período, para 

a mortalidade, foram estimados 694 mil casos em ambos os sexos (8,5% do total de óbitos) 

(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2012; INCA, 2015). 

 

 

 

 

No Brasil, o CCR é o terceiro tipo de câncer mais comum, sendo previsto para o final de 

2016 em torno de 16.600 casos novos em homens e de 17.620 em mulheres. Esses valores 

correspondem a um risco estimado de 17,10 casos novos a cada 100 mil mulheres e 16,84 para 

cada 100 mil homens, considerando todas as regiões brasileiras (INCA, 2015). 

Na etiopatogenia do CCR fatores importantes como etnia, dieta, idade, depressão, 

obesidade, sedentarismo, sarcopenia, tabagismo, etilismo, predisposição genética, mutação 

genética, mudanças epigenéticas, história familiar de CCR e condições como doença intestinal 

inflamatória e polipose familiar são pontos chaves para o aumento da incidência da doença 

(PIAZZOLLA, 2015). 

Embora o padrão da incidência seja semelhante entre os sexos, a epidemiologia descreve 

uma discreta predileção por indivíduos do gênero masculino e com idade superior a 60 anos, 

sendo possível observar, tanto na incidência como na mortalidade, um aumento das taxas com 

o avanço da idade (RÊGO et al., 2012). 

Através de um efetivo esquema de rastreamento é possível realizar a detecção precoce 

do CCR, garantindo não só o seu tratamento em fase inicial, mas também condições ideais 

FIGURA 1: Anatomia do intestino grosso. Fonte: figura adaptada http://www.adamimages.com/. 
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para a sua prevenção. Vários testes de rastreamento como pesquisa de sangue oculto nas 

fezes, retossigmoidoscopia, enema de bário com duplo contraste, colonografia por tomografia 

computadorizada e colonoscopia podem ser necessários para detectar as lesões colorretais. A 

microscopia óptica também é utilizada para avaliar o grau de diferenciação e o nível de 

penetração do tumor através da parede intestinal (TIS, T1, T2, T3 e T4) (FIGURA 2). Embora a 

colonoscopia seja considerado um procedimento médico invasivo para os idosos, em 

decorrência da sedação e do preparo para o pré-exame, relatos recentes reportam que a 

mesma permitiu uma redução significativa do CCR tanto proximal como distal em indivíduos 

mais velhos, passando a ser considerada como um método de padrão ouro no diagnóstico da 

doença (MACIEL e MACIEL, 2014; HASHIMOTO et al., 2016). 

 

 

 

 

 

O CCR apresenta três padrões de susceptibilidade: esporádico (correspondem a 70% dos 

casos), hereditário (ocorre em menos de 10% dos pacientes) e familiar (engloba cerca de 10 a 

30% dos casos). O grau de diferenciação do tumor apresenta variações conforme a 

identificação das glândulas, morfologia nuclear e mitoses. A classificação tumor-linfonodo-

metástase (TNM), preconizada pela American Joint Committee on Cancer (AJCC), é utilizada 

para identificar o estadiamento do CCR e pode ser diferenciada por dois prefixos: cTNM 

(classificação clínica) que é estabelecida a partir dos dados do exame físico e dos exames 

complementares (imagem) e pTNM (classificação patológica) que baseia-se nos achados 

cirúrgicos e no exame anatomopatológico da peça operatória. O “T” apresenta um número ou 

FIGURA 2: Nível de penetração do tumor na parede intestinal. Fonte: figura adaptada 

http://derival.com.br/doencas/doencas-do-colon/cancer-colorretal/. 
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letra que descreve o tumor primário (profundidade de invasão na parede), o “N” representa o 

comprometimento linfonodal e o “M” refere-se à metástase à distância. Assim, a classificação 

do estadiamento (Tabela 1) permite iniciar uma terapêutica mais adequada para cada categoria 

aumentando as chances de sobrevida dos pacientes (INCA, 2015, PIAZZOLLA, 2015).  

Diferentes formas de tratamento podem ser realizadas, tanto de forma combinada ou 

isolada, mas isto vai depender do tamanho, extensão e localização do tumor e das condições 

gerais do paciente. A combinação de cirurgia, quimioterapia e radioterapia tem sido empregada 

com o objetivo de reduzir os índices de recidiva local ou à distância e aumentar a sobrevida do 

paciente. No caso do tratamento cirúrgico, ele pode ser curativo (remoção completa do tumor 

primário, de órgãos ou estruturas adjacentes comprometidas e de metástases localizadas) ou 

paliativo (reduzir ou controlar os sintomas relacionados ao tumor). A quimioterapia pode ser 

realizada após a cirurgia e objetiva diminuir o risco de recidiva tumoral em até 30%. A 

radioterapia também pode ser aplicada após o procedimento cirúrgico quando o tumor invade 

estruturas vizinhas ou quando as margens de ressecção são comprometidas (SOUZA, 2016). 

 
Tabela 1: Estadiamento TNM. Fonte: AJCC (2010, 7 ed.) 

Estadiamento TNM 

0 Tis N0 M0 

I T1;T2 N0 M0 

IIA T3 N0 M0 

IIB T4a N0 M0 

IIC T4b N0 M0 

IIIA T1-T2; T1 N1-N1c; N2a M0 

IIIB T3-T4a; T2-T3; T1-T2 N1-N1c; N2a; N2b M0 

IIIC T4a; T3-T4a; T4b N2a; N2b; N1-N2 M0 

IVA Qualquer T Qualquer N M1a 

IVB Qualquer T Qualquer N M1b 
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1.2 Lipídios em plasma 
 
 

O sangue é um biofluido altamente especializado constituído por elementos sólidos em 

suspensão como os glóbulos vermelhos e brancos e plaquetas, num meio líquido o plasma. O 

plasma é um componente amarelo claro, de fácil acesso, rico em informações, composto de 

92% água, carboidrato, lipídios, proteína e sódio e ainda é responsável por transportar seus 

componentes e outros produtos químicos (MORAIS, 2009). 

Dentre os métodos aplicados na avaliação dos componentes presentes em plasma 

humano, a lipidômica vem se destacando como uma ferramenta importante na identificação de 

biomarcadores lipídicos que auxiliam no diagnóstico de diversas doenças, principalmente o 

câncer (ISHIKAWA et al., 2013). 

No plasma humano é possível observar uma notável diversidade de lipídios, sendo estes 

inclusos em seis categorias: ácidos graxos, glicerolipídios, glicerofosfolipídios, esfingolipídios, 

esteróis e prenólicos (FERRERI e CHATGILIALOGLU et al., 2012).  

        O sangue é responsável por transportar os lipídios endógenos e exógenos no 

plasma através da combinação de lipídios com proteínas, permitindo o transporte da gordura 

num meio aquoso. Dentre as proteínas de transportes, destacam-se a albumina que transporta 

os ácidos graxos não esterificados (AGNE) ou livres (parte mínima gordura no sangue) e as 

lipoproteínas que são divididas em quatro classes, sendo elas: lipoproteínas de alta densidade 

(HDL – High Density Lipoprotein), lipoproteína de baixa densidade (LDL – Low Density 

Lipoprotein), lipoproteínas de muito baixa densidade (VLDL – Very Low Density Lipoprotein) e 

quilomícrons (MORAIS, 2009). 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
 
2.1 Lipídios: funções, estruturas, biossíntese e classificação 
 
 

O papel dos lipídios na saúde e na doença humana está tomando o centro das atenções. 

Nas últimas décadas tem havido um esforço intenso para desenvolver metodologias adequadas 

para descobrir, identificar e monitorar quantitativamente os lipídios do sistema biológico (LI, 

FAN, WANG, 2015). 

Eles apresentam diversas funções biológicas chaves, tais como na ativação dos 

componentes das membranas celulares, servir de fonte para o estoque de energia, participar 

das vias de sinalização autócrina e parácrina e na autofagia. Esta diversidade da sua função se 

dá pela enorme variação e complexidade na estrutura da sua molécula já que diferentes 

transformações bioquímicas são necessárias para que ocorra a sua biossíntese (BRÜGGER, 

2014). O sistema de classificação do Lipid Maps define a estrutura dos lipídios a partir de dois 

tipos de subunidades bioquímicas ou building blocks: grupos cetoacetil e isopreno (Figura 3) 

 

  

Acetil Propionil  

Cetoacil Isopreno 

 

 

Suas pequenas moléculas de caráter hidrofóbico ou anfipático são biossintetizadas 

inteiramente ou em partes pela condensação de bases carbânion das unidades de tioésteres de 

cetoacil e/ou pela condensação de bases carbocátion das unidades do isopreno, conforme 

demonstrado na Figura 4 (FAHY et al., 2011). 

Conforme esta abordagem, os lipídios podem ser classificados em oito categorias (Figura 

5): ácidos graxos, glicerolipídios, glicerofosfolipídios, esfingolipídios, sacarolipídios e 

policetídeos (derivados da condensação de subunidades cetoacilo) e os lipídios esteróis e 

prenólicos (derivados da condensação de subunidades do isopreno), sendo que cada uma 

FIGURA 3: Lipídios building blocks. Fonte: figura adaptada de FAHY et al. (2011, p. 638). 
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destas categorias contem classes e subclasses distintas (HINTERWIRTH, STEGEMANN e 

MAYR, 2014). 

 

 

Mecanismo de extensão da cadeia cetoacil  Mecanismo de extensão da cadeia isopreno 

 

 

 
 

 

FIGURA 4: Mecanismo da biossíntese lipídica. Fonte: figura adaptada de FAHY et al. (2011, p. 638). 
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2.2 Classes e subclasses dos lipídios 
 
 

De acordo com o sistema de classificação, os lipídios são divididos em oito categorias e 

cada uma é subdividida em classes e subclasses (Tabela 2). 

FIGURA 5: Categorias dos lipídios. Representação das estruturas das oito categorias lipídicas.  Fonte: 

figura adaptada de FAHY et al. (2011, p. 639). 
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Tabela 2: Categorias, classes e subclasses dos lipídios.  Fonte: LIPID MAPS; FAHY et al (2005, p. 843-859); LI, FAN e WANG (2015, p. 2).  

Categorias Ácidos graxos Glicerolipídios Glicerofosfolipídios Esfingolipídios Sacarolipídios Policetídios Lipídios 
esteróis 

Lipídios prenóis 

Classes 1. Ácidos graxos e 
conjugados 

2. Ésteres graxos 

3. Octadecanóides 

4. Alcóois, Éter 
Aldeídos, Nitrilas e 
Ésteres graxos 

5. Amidas graxos 

6. Eicosanóides  

1. Monoradilgliceróis 

2. Diradilgliceróis 

3. Triradilgliceróis 

 

1. Glicerofosfoetanolamina 

2. Glicerofosfocolina 

3. Glicerofosfoglicerol 

4. Glicerofosfoserina 

5. Glicerofosfoinositol 

6. Glicerofosfoglicerol 

7. Plasmalogênio 

1. Ceramidas 

2. Fosfoesfingolipídio 

3. Glicoesfingolipídios 
neutros 

4. Glicoesfingolipídios 
ácidos 

5. Bases esfingóides 

 

Acilamino açúcares 

 

Policetídeo 
macrolídeo 

Policetídeo 
aromático  

Policetídeo 
híbrido/peptídeo não-
ribossomal 

Flavonoides 

 

1. Esteróis 

2. Secosteróides 

3. Esteróides 

4. Ácidos biliares e 
derivados 

 

1. Isoprenóides 

2. Poliprenóides 

3. Quinonas e 
hidroquinonas 

 

Subclasses 1. Saturados e 
insaturados e Ácido 
graxo livre 

2. Acil-CoAgraxo e 
Acilcarnitina graxo 

3. Ácido jasmônico 

4. --------------------- 

5. Amida primária 

6. Prostaglandina, 
leucotrieno, 
tromboxano e 
isoprostano 

 

1. Monoacilglicerol e 
monoalquilglicerol 

2. Diacilglicerol, 
alquilacilglicerol e 
dialquilglicerol 

3. Triacilglicerol, 
alquildiacilglicerol, 
dialquilmonoacilglicerol 

 

1. Ácido fosfatídico e ácido 
lisofosfatídico 

2. Fosfatidiletanolamina 
(cefalina) e 
lisofosfatidiletanolamina 

3. Fosfatidilcolina (lecitina) e 
lisofosfatidilcolina 

4. Fosfatidilglicerol e 
lisofosfatidilglicerol 

5. Fosfatidilserina (cefalina) 
e lisofosfatidilserina 

6. Fosfatidilinositol, 
lisofosfatidilinositol  

7. Plasmalogênio e demais 
subclasses 

8. Cardiolipina 

1. Ceramida, lactosil 
ceramida, ceramida 
glicosilada e 
glucosilceramida 

 2. Ceramida fosfocolina 
(esfingomielina), 
ceramida 
fosfoetanolamina, 
ceramida fosfoinositol e 
ceramida fosforilada 

3. Globosídeos e 
cerebrosídeos 

4. Gangliosídeo e 
sulfatídeo 

5. Esfinganina, 
esfingosina, 
lisoesfingomielina e 
lisoglicoesfingomielina 

Mono, di, tri, tetra, 
penta e 
hexacilaminoaçúcares 

 

 1. Ésteres de 
colesterol e 
fitoesterol 

2. Vitaminas D2 e 
D3e derivados 

3. Estrogênio, 
androgênio, 
progestogênio e 
gluco/mineralocorti
cóide 

4. Ácidos biliares 
C24, C26, C27 e C28, 
álcoois e derivados 

 

1. Monoterpenos, 
diterpenos e 
triterpenos 

2. Bactoprenóis, 
fitoprenóis e dolicol 

3. Ubiquinonas, e 
vitaminas E e K 
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2.2.1 Ácidos graxos 
 
 

Os ácidos graxos (AG) são ácidos monocarboxílicos encontrados na forma esterificada 

nos lipídios naturais e também como substâncias livres. Formados por um grupo de diversas 

moléculas sintetizadas pela elongação do iniciador acetil-coenzima A com os grupos malonil-

coenzima A, podem conter uma funcionalidade cíclica e/ou estarem substituídos com 

heteroátomos (oxigênio, halogênio, azoto e enxofre). Sua denominação pode ser feita de 

forma abreviada em que o primeiro número refere-se aos átomos de carbono da cadeia acil, a 

este seguem-se dois pontos e depois outra cifra indicando o número de insaturações baseado 

na posição da primeira dupla ligação contada a partir de seu radical metila (-CH3), 

denominada extremidade ômega (representada por ω ou Ω) ou a partir de seu grupo 

funcional, o ácido carboxílico (-COOH), denominada extremidade delta (representada por ∆ 

ou δ), como apresentado na Figura 6 (CERQUEIRA, 2013).   

 

 

FIGURA 6: Imagem exemplificativa da notação utilizada nos ácidos graxos. Representação do 
ácido linoléico.  
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Na natureza, os AG se diferem pelo comprimento da cadeia de carbono, pela presença, 

quantidade e configuração de duplas ligações na mesma e pela posição do AG na molécula de 

glicerol. Todas estas possíveis modificações na cadeia carbônica dos AG são responsáveis 

pelas diferentes propriedades físico-químicas dos lipídios (Tabela 3) (PHILIPPI, 2008).  

 
TABELA 3: Principais ácidos graxos encontrados na natureza. Fontes: SOUZA, MATSUSHITA e 

VISENTAINER (1998, p. 103); TACO (2011, p. 161)                                                           (continua) 

Ácidos Graxos Nome sistemático Nome comum 

Ácidos graxos saturados 

2:0 Etanóico Acético 

4:0 Butanóico Butírico 

6:0 Hexanóico Capróico 

7:0 Heptanóico  

8:0 Octanóico Caprílico 

9:0 Nonanóico Pelargônico 

10:0 Decanóico Cáprico 

11:0 Undecanóico Hendecanóico 

12:0 Dodecanóico Láurico 

14:0 Tetradecanóico Mirístico 

15:0 Pentadecanóico Pentadecílico 

16:0 Hexadecanóico Palmítico 

17:0 Heptadecanóico Margárico 

18:0 Octadecanóico Esteárico 

20:0 Eicosanóico Araquídico 

22:0 Docosanóico Behênico 

24:0 Tetracosanóico Lignocérico 

26:0 Hexacosanóico Cerótico 

28:0 Octacosanóico Montânico 

30:0 Triacontanóico Melíssico 

Ácidos graxos monoinsaturados 

10:1 (∆ 9) ω 1 Decenóico Caproléico 

11:1 (∆ 10) ω 1 Undecenóico Undecilênico 

12:1 (∆ 9) ω 3 Dodecanóico Lauroléico 

14:1 (∆ 5) ω 9 Tetradecenóico Fisetérico 

14:1 (∆ 9) ω 5 Tetradecenóico Miristoléico 

16:1 (∆ 9) ω 7 Hexadecenóico Palmitoléico 

18:1 (∆ 6) ω 12 Octadecenóico Petroselínico 

18:1 (∆ 9) ω 9 Octadecenóico Oléico 
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TABELA 3: Principais ácidos graxos encontrados na natureza. Fontes: SOUZA, MATSUSHITA e 

VISENTAINER (1998, p. 103); TACO (2011, p. 161)                                                                 (conclusão) 

Ácidos Graxos Nome sistemático Nome comum 

Ácidos graxos monoinsaturados 

18:1 (∆ 11) ω 7 Octadecenóico Vacênico 

20:1 (∆ 5) ω 15 Eicosenóico  

20:1 (∆ 9) ω 11 Eicosenóico Gadoléico 

22:1 (∆ 11) ω 11 Docosenóico Cetoléico 

22:1 (∆ 13) ω 9 Docosenóico Erúcico 

24:1 (∆ 15) ω 9 Tetracosenóico Nervônico 

Ácidos graxos poli-insaturados 

18:2 (∆ 9,12) ω 6 Octadecadienóico Linoléico 

18:3 (∆ 6,9,12) ω 6 Octadecatrienóico γ-linolênico 

18:3 (∆ 9,12,15) ω 3 Octadecatrienóico α-linolênico 

18:4 (∆ 6,9,12,15) ω 3 Octadecatetraenóico Estearidônico 

20:2 (∆ 11,14) ω 6 Eicosadienóico  

20:3 (∆ 8,11,14) ω 6 Eicosatrienóico di-homo-γ-linolênico 

20:3 (∆ 11,14,17) ω 3 Eicosatrienóico di-homo- α-linolênico 

20:4(∆ 5,8,11,14) ω 6 Eicosatetraenóico Araquidônico (AA) 

20:5(∆ 5,8,11,14,17) ω 3 Eicosapentaenóico (EPA) Timnodônico 

22:2 (∆ 13,16) ω 6 Docosadienóico  

22:3 (∆ 13,16,19) ω 3 Docosatrienóico  

22:4 (∆ 7,10,13,16) ω 6 Docosatetraenóico  

22:5(∆ 7,10,13,16,19) ω 3 Docosapentaenóico (DPA) Clupanodônico 

22:6(∆ 4,7,10,13,16,19) ω 3 Docosahexaenóico (DHA)  

Ácidos graxos trans 

18:1 t trans-octadecenóico Elaídico 

22:1 t trans-13-docosenóico Brassídico 

18:2 t trans -octadecadienóico Linolelaídico 

 

Quanto ao tamanho da cadeia carbônica, estes são denominados como AG de cadeia 

curta (4 a 10 átomos de carbono), cadeia média (12 a 14 átomos de carbono), cadeia longa 

(16 a 18 átomos de carbono) e cadeia muito longa (acima de 20 átomos de carbono). AG 

podem apresentar diversos substituintes na cadeia carbônica tais como grupos metila, 

hidroxila, epóxido, carbonila, ciclopropano, ciclopropeno, éteres, dentre outros (VISENTAINER 

e FRANCO, 2012). 

Os AG são classificados em saturados (AGS) e insaturados (AGI). Os AGS não 

apresentam duplas ligações e são constituídos de cadeia hidrocarbonada saturada, retilínea, 
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flexível e com um número variável de átomos de carbono. Os AGI são constituídos de uma ou 

mais duplas ligações, apresentam cadeia longa, com pelo menos 16 carbonos e o número de 

duplas ligações divide-se em dois grupos: os monoinsaturados (AGMI), que contem apenas 

uma dupla carbono-carbono e os poli-insaturados (AGPI), com duas ou mais dessas ligações 

(Figura 7). Dos AGPI, são particularmente importantes os da série ômega 3 e 6. O ácido alfa-

linolênico (18:3 n-3) é precursor na biossíntese dos ácidos eicosapentaenóico e 

docosahexaenóico, ambos altamente insaturados, com cinco e seis duplas ligações, 

respectivamente e o ácido linoléico (18:2 n-6) é precursor do ácido araquidônico 

(COZZOLINO, 2007, CALDER, 2012). 

 

 

 

 

 

Os AGI podem apresentar o mesmo número de carbonos e de duplas ligações 

(isômeros posicionais), porém se diferem na localização das ligações da cadeia carbônica 

(Tabela 4). São exemplos de isômeros posicionais os ácidos oléico (18:1) da série ω-9 e o 

vacênico (18:1) da série ω-7, onde o primeiro apresenta a dupla ligação no carbono 9 e o 

segundo no carbono 7, numerados a partir da extremidade ômega (PHILIPPI, 2008). 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 7: Estrutura química dos ácidos graxos. Ácidos graxos saturado e insaturado. Fonte: figura 
adaptada de VALENZUELA e VALENZUELA (2013, p. 9). 
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TABELA 4: Nome e características químicas dos ácidos graxos insaturados.  Fonte: PHILIPPI 

(2008, p. 249). 

Nome Número 
de 

Carbonos 

Número de 
duplas 

ligações 

Posição da 
primeira 

dupla ligação 

Nomenclatura 

Ácido eicosapentaenóico 20 5 n- 3 ou ω-3 C 20:5 ∆5,8,11,14,17 

Ácido araquidônico 20 4 n-6 ou ω-6 C 20:4 ∆5,8,11,14 

Ácido vacênico 18 1 n-7 ou ω-7 C 18:1 ∆11 

Ácido oléico 18 1 n-9 ou ω-9 C 18:1 ∆9 

 
 

Dentro da sua diversidade funcional, os AG são classificados como não essenciais 

(sintetizados endogenamente) e essenciais (obtidos através de alimentos fontes ou 

suplementos). A essencialidade de um AG depende da distância da primeira dupla ligação da 

terminação metil. Durante sua formação no organismo humano, as enzimas de biossíntese 

dos AG podem inserir duplas ligações na posição n-9 ou maior; porém, estas enzimas não 

podem inserir duplas ligações às posições próximas ao grupo metil. Por esta razão, os AG 

com duplas ligações nas posições n-3 (EPA e DHA) e n-6 são considerados essenciais para o 

ser humano. Durante o jejum, os AG são mobilizados do tecido adiposo, transportados no 

plasma sob a forma não esterificada (AGNE) e passam a ser o principal substrato energético 

para o organismo (CARDOSO, 2006). 

A incorporação do EPA e DHA nas membranas celulares, fornecida através da dieta, 

diminui a produção de eicosanóides derivados do AA (20:4 n-6) (MAYER et al., 2003). As 

enzimas cicloxigenase e lipoxigenase metabolizam o AA e produzem mediadores pró-

inflamatórios como as prostaglandinas e tromboxanos da série 2 (PGE2, PGF2α e TXA2) e 

leucotrienos da série 4 (LTB4, LTC4, LTD4). Na disponibilidade do EPA (20:5n-3), este serve de 

substrato para estas enzimas e ocorre produção de mediadores anti-inflamatórios, os 

prostanóides da série 3 - PGE3, PGI3, TXA3 e leucotrienos da série 5 - LTB5, LTC5 e LTD5 

(Figura 8) (FÜRST e KUHN, 2000). 
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FIGURA 8: Metabolismo dos ácidos graxos das famílias n-6 e n-3. Fonte: figura adaptada de 

GARÓFOLO e PETRILI (2006, p. 614) 

 

 

2.2.2 Glicerolipídios 
 
 

Os glicerolipídios (GL) são um grupo estruturalmente heterogêneo de lipídios anfipáticos e 

essenciais na regulação das funções celulares, de hormônios, neurotransmissores, fatores de 

crescimento e de citocinas inflamatórias. Todos eles tem, pelo menos, uma cadeia hidrofóbica 

ligada a um esqueleto de glicerol (BITTMAN, 2013). Esta classe inclui todos os compostos que 

contenham AG esterificados com o álcool tri-hídrico glicerol. O glicerol pode ser esterificado 

para 1, 2 ou 3 acil graxo formando o monoacilglicerol (MAG), diacilglicerol (DAG) e 

triacilglicerol (TAG) (Tabela 5). Os AG esterificados com glicerol podem coexistir com outras 

moléculas esterificadas com um grupo hidroxila de glicerol (HERNANDEZ e KAMAL-ELDIN, 

2013). 
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2.2.3 Glicerofosfolipídios 
 
 

Um dos principais componentes das membranas celulares pertence a uma classe de 

moléculas conhecidas como glicerofosfolípidos (GFL) ou fosfolipídios. Os GFL são 

sintetizados a partir de uma molécula de glicerol e um grupo fosfato (PO4), sendo esterificados 

no carbono α (posição sn-3) e por dois AG que também são esterificados com dois átomos de 

carbono remanescentes (posições sn-1 e sn-2). O glicerol e o PO4 são ligados a uma base 

(colina, etanolamina, serina ou inositol) ou a um átomo de hidrogênio, formando a cabeça 

polar (hidrofílica) e os AG esterificados com cauda apolar (hidrofóbica), como apresentado na 

Figura 9 (HISHIKAWA et al., 2014). 

A forma mais simples dos GFL (Tabela 6) é o ácido fosfatídico (AF), mas o grupo fosfato 

também pode ser esterificado pelo grupo hidroxil de vários álcoois, tais como etanolamina 

(fosfatidiletanolamina, FE ou cefalina), colina (fosfatidilcolina, FC ou lecitina), inositol 

(fosfatidilinositol, FI) e glicerol (fosfatidilglicerol, FG) para formar diferentes famílias de 

fosfolipídios ou pelo aminoácido serina para formar fosfatidilserina (FS). A cardiolipina (CL) e o 

plasmalogênio (PL), também são importantes representantes dos GFL. Devido sua importante 

atividade biológica como maior componente biológico da membrana, os GFL tem sido 

Tabela 5: Estrutura química e função das subclasses dos glicerolipídios 

GL Função GL Estrutura GL Referências  

MAG 

Inibe o aumento pós-prandial de 
insulina e TAG no sangue e atua na 
síntese química orgânica. 

 

(Zhong, Cheong e Xu, 
2014; Lipid Maps) 

DAG 

Previne acúmulo de gordura 
corporal e desordens relacionadas à 
obesidade e é precursor dos 
fosfolipídios. 

 

(Feltes et al., 2012; 
Lipid Maps) 

TAG 

Armazena energia, absorve lipídios 
da dieta nos enterócitos, sintetiza e 
transporta lipoproteína VLDL nos 
hepatócitos, produz leite nas células 
epiteliais mamárias e protege as 
articulações e órgãos internos. 

 

(Coleman e Mashek, 
2011; Lipid Maps) 
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relacionados a diversas doenças cardiovasculares, cognitivas e problemas de memória, 

processos inflamatórios, diabetes e câncer (MONTEALEGRE et al., 2014). 

Além destas, outras formas polares de GFL também são geradas por meio da catálise da 

hidrolase ou pela hidrólise química dos fosfolipídios, como é o caso dos lisofosfolipídios (LFL) 

e seus derivados correspondentes (lisofosfatidilcolina, LFC; lisofosfatidilserina, LFS; 

lisofosfatidiletanolamina LFE; lisofosfatidilinositol, LFI; lisofosfatidilglicerol, LFG e o ácido 

lisofosfatídico (ALF). Nos LFL há ausência de uma cadeia acil e somente um grupo hidroxil do 

esqueleto glicerol é acilado. São moléculas sinalizadoras derivadas da membrana, produzidas 

pelas fosfolipases e que possuem uma ampla diversidade de atividades biológicas. Tanto os 

LFL como seus receptores são pesquisados em vários tipos de células e tecidos, indicando 

sua importância em diversos processos fisiológicos como reprodução, desenvolvimento 

vascular e sistema nervoso (D’ARRIGO e SERVI, 2010; WAGNER e RICHLING, 2010; 

BANDU, MOK e KIM, 2016). 

 

 

 
 

 

 

FIGURA 9: Esquema de um glicerofosfolipídio. Fonte: <http://www.teliga.net/2010/04/ estrutura-
da-membrana-plasmatica.html> 
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Tabela 6: Estrutura química e função das subclasses dos glicerofosfolipídios  

GFL Função GFL Estrutura GFL Referências 

FC Precursor de moléculas sinalizadoras, elemento chave das 
lipoproteínas, atua na bile e como surfactante pulmonar. 

 

(Bandu, Mok e Kim, 2016; 
Lipid Maps) 

FE Atua na função cardíaca, regula a fusão das membranas mitóticas de 
Golgi e na divisão celular. 

 

(Bandu, Mok e Kim, 2016; 
Lipid Maps) 

FS Regula a função do sistema nervoso central e atua na apoptose. 

 

(Bandu, Mok e Kim, 2016; 
Lipid Maps) 

FG Molécula sinalizadora das funções celulares, precursor na 
biossíntese da cardiolipina, participa da replicação do DNA, na 
modificação das lipoproteínas celulares e na apoptose. 

 

(Nie et al., 2010; Lipid Maps) 

FI Regula o crescimento, a proliferação celular e a apoptose, 
sinalizador de doenças (diabetes, cardiovascular e câncer) e fixa 
carboidratos e proteínas fora da membrana celular. 

 

(Clarke et al., 2015; Lipid 
Maps) 

AF Substrato para enzimas envolvidas na síntese glicerofosfolipídios e 
TAG, lipídio mensageiro, participa no tráfego vesicular, sinalização, 
organização do citoesqueleto, quimiotaxia e proliferação celular.  

(Gomez-Cambronero, 2013; 
Lipid Maps) 

CL Marcador bioquímico das funções mitocondriais e atua na formação 
de energia celular (ATP). 

 

(Mejia, Nauyen e Hatch, 
2014; Lipid Maps) 

PL Reserva para o segundo mensageiro e tem potencial oxidante 
sacrificial (interromper a lipoperoxidação). 

 

(Braverman e Moser, 2012; 
Lipid Maps) 

  

 

  

    

(continua) 
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Tabela 6: Estrutura química e função das subclasses dos glicerofosfolipídios    

LFC Regula a transcrição gênica, mitogênese e quimiotaxia dos 
monócitos, relaxamento do músculo esquelético e ativador 
plaquetário. 

 

(Ailte et al., 2016; Lipid Maps) 

LFE Ativação da proteína quinase mitogênica e diferenciação de 
neurônios. 

 

(Ailte et al., 2016; Lipid Maps) 

LFS Inibição do crescimento, migração e de granulaçãocelular. 

 

(Ailte et al., 2016; Lipid Maps) 

LFG Migração e aumento do cálcio intracelular. 

 

(Bandu, Mok e Kim, 2016; 
Lipid Maps) 

LFI Motilidade, diferenciação e crescimento celular. 

 

(Ailte et al., 2016; Lipid Maps) 

ALF Ativador plaquetário, estimula a proliferação celular, atua na 
sinalização extracelular e nos processos celulares (sobrevivência, 
diferenciação, proliferação, mudanças morfológicas e migração). 

 

(Ye e Chun, 2010; Lipid 
Maps) 

(conclusão) 
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2.2.4 Esfingolipídios 
 
 

Os esfingolipídios (EL) são uma família complexa de compostos constituídos por três 

componentes: um grupo esfingóide, um AG e um grupo polar (Figura 10). São componentes 

estruturais da membrana celular com várias funções biológicas importantes na inflamação, no 

crescimento, diferenciação, morte e migração da célula, além de serem sintetizados e 

degradados nos lisossomos após endocitose na membrana plasmática (YAN et al., 2016). 

Ceramida (Cer) é o precursor estrutural de todos os EL complexos e estes são 

classificados em fosfoesfingolipídio (esfingomielina - EM, esfingosina - ES) e 

glicoesfingolipídios (cerebrosídeo - CS, sulfatídeo - ST, globosídeo - GB e gangliosídeo - GG) 

(Tabela 7) (BARROSO, 2012).  

Os glicoesfingolipídios apresentam na sua cabeça polar unidades de carboidrato, sendo: 

cerebrosídeos (monossacarídeos de ceramidas), sulfatídeos (sulfatos de monossacarídeos de 

ceramidas), globosídeos (oligossacarídeos de ceramida neutros) e gangliosídeos (ácidos e 

oligossacarídeos de ceramidas contendo ácido siálico).  

  
 

 
 

FIGURA 10: Estrutura geral do esfingolipídio. Fonte: <http://www.docentes.esalq.usp.br/ 
luagallo/lipideos.html> 
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Tabela 7: Estrutura química e função das subclasses dos esfingolipídios 

EL Função EL Estrutura EL Referência 

Cer Quimiotaxia dos macrófagos, apoptose, sinalizador de 

molécula, transdução de sinal, diferenciação e 

proliferação celular e degeneração celular. 
 

(Bandu, Mok e Kim, 2016; Lipid 

Maps) 

EM Reservatório para lipídios bioativos e concentra-se na 

bainha de mielina. 

 

(Laboureur, Ollero e Touboul, 2015; 

Lipid Maps) 

ES Participa da formação e manutenção dos lipídios de 

microdomínios e promove o crescimento tumoral, 

neovascularização e inflamação. 
 

(Rosen et al., 2013; Lipid Maps) 

CS Formar e manter a estrutura da bainha de mielina. 

 

(Li et al., 2012; Lipid Maps) 

GB Formar a face externa da membrana plasmática. 

 

(Joo et al., 2014; Lipid Maps) 

GG Sinalização, apoptose, posicionamento do 

neurotransmissor, interação entre neurônio e célula da 

glia, homeostasia do cálcio intracelular e intranuclear e 

função celular. 
 

(Yagi-Utsumi e Kato, 2015; Lipid 

Maps) 

ST Atua na estabilidade e função da mielina, secreção de 

insulina pelas ilhotas de Langerhans, sistema imune, 

hemostasia/trombose, câncer e infecções bacterianas. 

 

(Takahashi e Suzuki, 2012; Lipid 

Maps) 



38 

 

 

2.2.5 Lipídios esteróis 
 
 

Os lipídios esteróis (LE) representam um importante componente dos lipídios da 

membrana, já que possibilitam a sua fluidez, regulam e modificam suas características e 

sinalizam processos biológicos de translocação de proteína e expressão de genes. (BUI, 

SUGA e UMAKOSHI, 2016). 

Este é formado pelo esterol, cujo representante principal - o colesterol - é o precursor do 

esteróide, secosterol e ácidos biliares e seus conjugados que são os outros elementos que 

compõem essa mesma classe (Tabela 8). O esteróide compreende o andrógeno (testosterona 

e androsterona), estrógeno, progesterona, mineralocorticóide (aldosterona) e glicocorticóide 

(cortisona) e o secosteróide as várias formas de vitamina D (colecalciferol e ergocalciferol) 

(CORREIA, 2014). 

 
Tabela 8: Estrutura química e função das subclasses dos lipídios esteróis 

LE Função LE Estrutura LE Referências 

Esteróis Modula as propriedades 
físicas, organiza a 
bicamada lipídica da 
membrana plasmática e 
mantem a fluidez da 
membrana.  

(Mannock et 

al., 2010; 

Lipid Maps) 

Esteróides Sinalização e produção 

de hormônios. 

 

(Mahan e 

Escott-

Stump, 

2002; Lipid 

Maps) 

Secosteróides Síntese de vitamina D, 
modula a homeostase do 
cálcio e atua no 
crescimento, 
diferenciação e processos 
de desenvolvimento 
celular.  

(Khalil, et al., 

2014; Lipid 

Maps) 

Ácidos biliares 

e derivados 

Absorve gordura da dieta 

e atua no sistema imune 

e inflamação. 

 

(Wollam e 

Antebi, 

2011; Lipid 

Maps) 
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2.2.6 Lipídios prenólicos 
 
 

Os lipídios prenólicos (LP) são sintetizados a partir de precursores do carbono 5-difosfato 

de isopentenilo e difosfato de dimetilalilo e produzidos principalmente através da via do ácido 

mevalônico. Ele e seus derivados fosforilados apresentam papel importante no transporte de 

oligossacarídeos através das membranas. A classe de moléculas biologicamente importantes 

que compõem os LP são isoprenoide, poliprenoide e quinonas e hidroquinonas (Tabela 9) 

(YAN et al., 2016). 

 

Tabela 9: Estrutura química e função das subclasses dos lipídios prenólicos 

LP Função LP Estrutura LP Referências 

Isoprenoide Regula a célula e atua na 
diferenciação e 
crescimento tecidual 
(vitamina A). 

 

(Fahy et al., 2005; 

Lipid Maps) 

Poliprenoide Transporta 

oligossacarídeos para a 

membrana.  

(Fahy et al., 2005; 

Lipid Maps) 

Quinona e 

Hidroquinona 

Antioxidante (vitamina E) e 
atua na modificação pós-
traducional de proteínas 
(vitamina K).  

(Fahy et al., 2005; 

Lipid Maps) 

 
 
2.3 Metabolismo de lipídios e câncer 
 
 

Os lipídios, presentes nos tecidos de mamíferos adultos, são obtidos a partir da corrente 

sanguínea pela absorção de AG livres e lipoproteínas (LDL). Sua biossíntese ocorre no 

fígado, tecido adiposo e em lactantes pela síntese de novo (BAENKE et al., 2013). 

Mudanças no metabolismo lipídico podem afetar diversos processos celulares, incluindo 

crescimento, proliferação, diferenciação e motilidade celular e, consequentemente, 

desencadear várias doenças, entre elas o câncer (SANTOS e SCHULZE, 2012). Como o 

câncer é a principal causa de mortalidade em todo o mundo, esforços são realizados para 

identificar os mecanismos que levam ao seu desenvolvimento e progressão, bem como a 

presença de biomarcadores diagnósticos. Estudos confirmam a importância da síntese de 

novo para o desenvolvimento das células cancerígenas, já que os lipídios podem ser 
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degradados para fornecerem adenosina trifosfato e assim, contribuirem para a bioenergia 

celular (RÖHRIG e SCHULZE, 2016). 

O aumento da lipogênese de novo é um evento comum no desenvolvimento do câncer já 

que esta doença requer maior produção de lipídios para atender as necessidades da rápida 

proliferação celular. Durante este processo, a enzima ácido graxo sintase (FAS) cataliza as 

etapas finais na biossíntese de novo dos AGS a partir da acetil-coenzima A. Os AGS são 

convertidos em AGMI pela estearoil-coenzima A dessaturase 1 (SCD-1) e em seguida geram 

fosfatidilcolina monossaturada modificada por uma série de enzimas (colina quinase α – CKα) 

e a lisofosfatidilcolina aciltransferase (GUO et al., 2014). 

Estudo realizado por Guo et al. (2014) sugere que a lipogênese de novo em tecidos foi 

ativada em seis diferentes tipos de câncer (tireóide, estômago, esôfago, mama, fígado e 

colorretal) e que o aumento de FAS, SCD-1 e CKα podem estar associados com o aumento 

dos níveis de lipídios monoinsaturados e diminuição de espécies poli-insaturadas. Zaytseva et 

al (2014) mostrou que a alta regulação das enzimas lipogênicas, em especial a FAS, 

proporciona uma proliferação seletiva e vantagens de sobrevivência para células 

cancerígenas de camundongos nude atímico, já que o nível de expressão desta enzima é alto 

em tumores metastático, principalmente em CCR. 

Não é surpresa que o metabolismo lipídico, em particular a síntese de novo, se torne cada 

vez mais reconhecido como um potencial alvo terapêutico e que as enzimas FAS, SCD-1 e 

CKα possam ser usadas como potenciais biomarcadores para diagnóstico do câncer 

(RÖHRIG e SCHULZE, 2016). 

 

2.4 Estresse oxidativo e biomarcadores de oxidação 
 
 

Em sistemas aeróbicos, é essencial o equilíbrio entre agentes óxido-redutores (como as 

espécies reativas do metabolismo do oxigênio – ERMO ou ERO) e o sistema de defesa 

antioxidante. As ERO são geradas endogenamente como consequência direta do 

metabolismo do O2 e também em situações não-fisiológicas, como a exposição da célula a 

xenobióticos que provocam a redução incompleta de O2. Para proteger-se, a célula possui um 

sistema de defesa que pode atuar em duas linhas. Uma delas atua como detoxificadora do 

agente antes que ele cause lesão. Esta linha é constituída por glutationa reduzida (GSH), 

superóxido-dismutase (SOD), catalase, glutationa-peroxidase (GSH-Px) e vitamina E. A outra 

linha de defesa tem a função de reparar a lesão ocorrida, sendo constituída pelo ácido 



41 

 

 

ascórbico, pela glutationa-redutase (GSH-Rd) e pela GSHPx, entre outros. Com exceção da 

vitamina E (α- tocoferol), que é um antioxidante estrutural da membrana, a maior parte dos 

agentes antioxidantes está no meio intracelular (ROSS et al., 1991). 

O desequilíbrio entre o sistema pró e antioxidante resulta na indução de danos celulares 

pelos radicais livres, o que é denominado estresse oxidativo. O estresse oxidativo leva à 

peroxidação de membranas lipídicas, dano oxidativo de ácidos nucleicos, carboidratos e 

oxidação de proteínas e lipídios. Os radicais livres causam dano ao DNA, promovendo 

carcinogênese, aterosclerose, infarto, artrite e isquemia, além de serem considerados 

hepatotóxicos em altas concentrações, devido ao seu potencial de reação com a maioria das 

macromoléculas celulares e enzimas inativas, modificando proteínas e induzindo reações em 

cadeia de lipoperoxidação (VASCONCELOS et al., 2007; LIMA e ABDALLA, 2001) 

Os efeitos gerais da peroxidação lipídica incluem diminuição da fluidez da membrana, 

dano às proteínas de membrana, desarranjo e inativação dos receptores das enzimas e de 

canais de íons e potenciação de lise celular (FERRARI, 2012). É conhecido que os AGPI 

contidos nas membranas celulares fazem com que estas sejam potentes geradoras de 

radicais alcoxila (LO•) e peroxila (LO2
•), por meio da lipoperoxidação (BARBOSA et al., 2010).  

Nos sistemas biológicos, a peroxidação pode ocorrer principalmente por duas vias: 1) 

enzimática envolvendo as lipoxigenases e cicloxigenases na oxidação dos AGPI, as quais 

geram, respectivamente, leucotrienos e lipoxinas e prostaglandinas e tromboxanos; 2) a 

peroxidação não enzimática que envolve a participação das ERO, metais de transição e outros 

radicais livres (LIMA e ABDALLA, 2001). Consequentemente, há perda da seletividade na 

troca iônica e liberação do conteúdo de organelas, como as enzimas hidrolíticas dos 

lisossomas e formação de produtos citotóxicos (como o malondialdeído), culminando com a 

morte celular (HERSHKO, 1989).  

A lipoperoxidação é uma reação em cadeia, representada pelas etapas de iniciação, 

propagação e terminação (Figura 11). A reação inicia com o sequestro do hidrogênio do AGPI 

da membrana celular pelo radical hidroxila ou pelo alcoxila, com consequente formação do 

radical lipídico. Na primeira equação da propagação, o radical lipídico reage rapidamente com 

o oxigênio, resultando no radical peroxila, que, por sua vez, sequestra novo hidrogênio do 

AGPI, formando novamente o radical lipídico na segunda equação da propagação. O término 

da lipoperoxidação ocorre quando os radicais lipídicos produzidos nas etapas anteriores 

propagam-se até formarem complexos mais estáveis (BATISTA, COSTA e SANT’ANA, 2007). 
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Os marcadores de peroxidação lipídica são classificados em primários (hidroperóxidos 

lipídicos) e secundários, que derivam da β-ruptura dos hidroperóxidos lipídicos. As principais 

metodologias utilizadas para a avaliação da lipoperoxidação oxidativa em sistemas biológicos 

medem a formação de produtos gerados durante as diferentes fases deste processo 

(FRANÇA et al., 2013). Dentre estes produtos, os mais estudados são: isoprostanos, 

hidroperóxidos lipídicos, aldeídos, fosfolipídios oxidados e aqueles produzidos durante os 

processos bioquímicos de oxidação do colesterol. Os produtos derivados da oxidação de AGI 

e do colesterol podem ser mensurados para a avaliação da lipoperoxidação que ocorre em 

tecidos, fluidos biológicos e lipoproteínas (GÓMEZ, 2003).  

 

 

 

 

FIGURA 11: Peroxidação lipídica. Reação em cadeia. Fonte: figura adaptada de Mimica-Dukic (2012, 
p. 194) 
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O malondialdeido (MDA), produto secundário da peroxidação lipídica, é um biomarcador 

derivado da β-ruptura de endociclização de AGPI, tais como ácido linoléico, araquidônico e 

docosahexaenóico (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2002). Este produto é utilizado para 

quantificar o índice de peroxidação lipídica através da na reação do MDA com o ácido 

tiobarbitúrico (TBA), em meio ácido e com alta temperatura (Figura 12), formando como 

produto um cromógeno de cor rosa fluorescente capaz de ser detectado através de leitura 

espectrofotométrica e cuja absorção ocorre em comprimento de onda de 532 nm (OHKAWA et 

al., 1979). 

 

 

 

 

 

Apesar de sua simplicidade e facilidade de execução, o teste do TBA não é específico 

para o malondialdeído, reagindo com uma ampla variedade de compostos como açúcares, 

aminoácidos, proteínas, aminas e bilirrubina. Por este motivo é também denominado teste das 

substâncias que reagem com o ácido tiobarbitúrico (em inglês, Thiobarbituric Acid Reactive 

Substances -TBARS) (BARBOSA et al., 2010).  

A dosagem dos isoprostanos é um dos mais recentes e promissores métodos na 

mensuração da peroxidação lipídica in vivo. Os isoprostanos comumente determinados 

pertencem à família F2-isoprostano, derivados da oxidação do ácido araquidônico por um 

processo não-enzimático de peroxidação lipídica (Figura 13), catalisado por ERO, na 

membrana celular e em partículas de LDL (LIMA e ABDALLA, 2001). Sua síntese inicial ocorre 

nos fosfolipídios da membrana celular e em seguida são liberados para os fluidos biológicos 

pela fosfolipase (LABAER, 2005). Estes compostos são estruturalmente semelhantes à 

prostaglandina F2α (PGF2α) sendo o 15-F2t-IsoP, também conhecido como 8-epi-PGF2α, iPF2α- 

III, 8-isoprostano e 8-iso-PGF2α, o composto desta classe que tem sido mais amplamente 

estudado (MILNE et al., 2008). 

FIGURA 12: Reação do teste de TBA. Quantificação do MDA. Fonte: figura adaptada de Osawa et al. 
(2005, p. 655) 
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Em humanos, F2-isoprostanos são detectáveis em todos os tecidos, incluindo sangue, 

plasma, urina, lavado broncoalveolar, fluido cérebro-espinhal e bile, tanto quanto em vários 

outros tecidos e têm sido descritos em humanos saudáveis (MILNE et al, 2008; FERRERI e 

CHATGILIALOGLU, 2012 ). 

 

 

 

 

2.5 Biomarcadores lipídicos em câncer 
 
 

Determinar o risco de desenvolvimento e o prognóstico, bem como, o sucesso do 

tratamento em resposta a uma determinada medicação e/ou procedimento, constituem a 

principal razão para a identificação de marcadores biológicos ou biomarcadores (FONSECA et 

al., 2016). 

Biomarcador compreende toda substância ou seu produto de biotransformação, assim 

como qualquer alteração bioquímica precoce, cuja determinação nos fluidos biológicos, 

tecidos ou ar exalado, avalie a intensidade da exposição e o risco à saúde. (LINHARES, 

2014). 

Assim um biomarcador é um parâmetro biológico, medido no organismo, o qual reflete as 

modificações geradas por um estímulo biológico (doenças, contaminação ambiental, 

modificação genética, entre outros). Para o propósito da prevenção, um biomarcador 

considerado ideal é aquele que mede uma alteração biológica em um estágio ainda reversível 

(ou precoce), quando ainda não representa agravo à saúde. Geralmente, as alterações 

bioquímicas são consideradas como uma fonte potencial de indicadores biológicos de efeito. 

Se considerarmos que estas alterações precedem um dano estrutural, a detecção destas 

alterações biológicas permite a identificação precoce de uma doença, possibilitando tomar 

medidas de intervenção para prevenir um efeito irreversível. Esta estratégia é baseada na 

identificação das alterações bioquímicas precoces que são indicadores sensíveis e específicos 

de uma resposta do organismo (AMORIM, 2003). 

FIGURA 13: Formação do F2-isoprostano. Fonte: figura adaptada de Basu (2007, p. 50) 
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São várias as opções de origem e composição dos marcadores lipídicos circulantes, como 

o plasma, soro, saliva, fluido aspirado de mama e urina. Em resposta às diversas situações 

patológicas, como infecções e neoplasias, a composição do sangue, assim como a 

concentração das proteínas e lipídios, podem ser alteradas tornando-o um fluido-alvo de 

muitas pesquisas (ALVES e DELMONICO, 2015). 

No contexto da oncologia, os biomarcadores são indicadores do estado fisiológico e de 

alterações que ocorrem durante o processo neoplásico e sua expressão pode refletir diversos 

processos em andamento nas células tumorais, como hiperproliferacão, alteração de padrões 

de expressão gênica, hiperplasia, genotoxicidade, inflamação, alterações enzimáticas 

relacionadas com o desenvolvimento tumoral, entre outros (TERMINI e VILLA, 2008). 

A lipidômica tem sido amplamente utilizada para o diagnóstico e no estudo do mecanismo 

de ação envolvendo a patogênese do câncer, como exemplo o CCR (OKUNO et al., 2013). A 

tabela 10 descreve alguns artigos publicados recentemente relacionando os principais 

biomarcadores lipídicos identificados em CCR, assim como as amostras e as técnicas de 

análise descritas.  

Estudo realizado em 1998, por um grupo espanhol (BARÓ et al., 1998), mostrou que o 

plasma de pacientes com câncer de colorretal apresenta níveis maiores de ácido oleico (18:1 

n-9) e menores de ácido linoleico (18:2 n-6) comparado ao controle. Foi observado aumento 

de ácido palmítico (16:0) nas frações de fosfolipídios e de ésteres de colesterol e de ácido 

oleico (18:1 n-9) nas frações de triacilglicerol e ésteres de colesterol.  

Okuno et al (2013) mostraram alterações na composição de AG do plasma, dos eritrócitos 

e do tecido adiposo de pacientes japoneses com CCR comparado aos saudáveis. Foi 

observado aumento da somatória de AGS e redução de AGPI n-3 nos fosfolipídios do plasma, 

redução nos níveis de ácido linoleico e EPA nos fosfolipídios dos eritrócitos enquanto que no 

tecido adiposo foi observado níveis maiores de ácido araquidônico comparados ao grupo 

controle (saudáveis). Os perfis de AG nas membranas dos eritrócitos não refletem as 

alterações encontradas nos níveis plasmáticos de lipídios, provavelmente por causa do 

“turnover” mais lento de lipídios estruturais nas membranas do que no compartimento de 

plasma (GLATZ et al., 1989).  

Por outro lado, Qiu et al. (2009) mostraram que os níveis séricos de ácido oleico estavam 

aumentados enquanto os níveis de seu derivado amidado, a oleamida (cis-9, 10-

octadecenoamida), dos ácidos mirístico e palmítico e da carnitina (carreador de AG) estavam 

reduzidos em voluntários com CCR, indicativos da disfunção no processo de β-oxidação dos 
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AG. Além disto, os níveis de ácido 3-hidroxibutírico, produto final da oxidação dos AG, 

estavam aumentados.  

Li et al. (2012) reportaram que entre os diferentes metabólitos diferenciais no soro de 

voluntários com CCR e de saudáveis, destaca-se o aumento sérico de lisofosfatidilcolina 

(16:0, 18:2, 20:4, 22:6) nos estágios iniciais de desenvolvimento do câncer e a redução dos 

AG: 16:2, 18:0 e 20:3. Dados anteriores também relataram o aumento de FC e FI nos estágios 

iniciais de CCR, e também a relação entre metástase hepática e aumento de FE (LI et al., 

2004). 

Conforme recentemente reportado por Kühn et al. (2016), os níveis de fosfatidilcolina 

(30:0) e de lisofosfatidilcolina (18:0) foram positiva e negativamente, correlacionados com o 

risco de câncer próstata, mama e cólon, respectivamente. 

Em adenoma de cólon, os níveis de ácido palmítico nos fosfolipídios estavam reduzidos 

enquanto dos ácidos palmitoleico (16:1) e elaídico (C18:1 trans) estavam aumentados no 

plasma de homens adultos comparado aos saudáveis. Os autores estimaram uma maior 

atividade das enzimas SCD-1 e elongase de AG de cadeia muito longa (ELOVL 6- (elongation 

of very long chain fatty acids) com o maior risco de adenoma comparado ao grupo com pólipos 

hiperplásicos (PICKENS et al., 2016). 
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Tabela 10: Principais biomarcadores lipídicos em tecido e sangue de pacientes com CCR 

 Amostra n Biomarcador Método Analítico Referências 

Câncer 
colorretal 

 

Plasma 

 

17 câncer 

12 controle 

↑ 18:1  

↓18:2  

(lipídios totais e frações) 

TLC  

 CG-FID 

Baró et al., 1998 

Câncer 
colorretal 

Soro 

 

64 câncer 

65 saudáveis 

↓ Oleamida (cis-9, 10-
octadecenoamide) 

↓ 14:0 e 16:0 

GCTOFMS  

UPLC-QTOFMS 

Qiu et al., 2009 

Câncer 
colorretal 

 

Plasma e eritrócitos 
(fosfolipídios) e 
tecido adiposo 
(TAG) 

61 câncer 

42 saudáveis 

Plasma: ↑AGS e ↓AGPI n-3 (20:5 n-3)  

Eritrócitos: ↓18:2 n-6 e 20:5 n-3  

Tecido adiposo: ↑20:4 n-6  

TLC  

 CG-FID 

Okuno et al., 2013 

Câncer 
colorretal 

 

Soro 

 

26 estadio I e II 

26 estadio III e IV 

52 saudáveis 

↑ LFC (16:0); LFC (18:2); LFC (20:4); 

LFC (22:6) 

↓ ácido graxo: 16:2, 18:0 e 20:3 

DI-FTICR-MS 

 

Li et al., 2013 

Câncer de 
mama, 
próstata e 
colorretal 

Soro, plasma, 
eritrócitos e 
camada 
leucoplaquetária 

362 câncer mama 

310 câncer próstata 

163 câncer 
colorretal 

Diminui o risco de câncer:  

↑ lisofosfatidilcolina (18:0)  

Aumenta o risco de câncer: 

↑ fosfatidilcolina (30:0) 

LC-MS/MS Kühn et al., 2016 
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  2.6 Lipidômica e métodos analíticos aplicados a lipidômica 
 
 

Entende-se por lipidômica a análise de todos os metabólitos relacionados ao estudo dos 

lipídios da célula. Assim, pode-se incluir em seu campo de estudo a análise qualitativa e 

quantitativa de todas as classes de lipídios, transportadores de lipídios, enzimas envolvidas 

no metabolismo e os mecanismos moleculares através dos quais os lipídios auxiliam nas 

funções celulares (VAN MEER et al., 2007).  

A lipidômica é considerada uma das mais recentes ciências “ômicas”, sendo um 

segmento da metabolômica e útil para documentar o perfil de lipídios e revelar alterações que 

ocorrem em distúrbios metabólicos, além de desempenhar um papel fundamental na 

compreensão dos mecanismos do câncer (ALVES e DELMONICO, 2015). Além disso, devido 

ao fato dos lipídios serem, também, reguladores de processos de produção das proteínas e de 

participarem de diversas rotas bioquímicas, o estudo da lipidômica pode prover informações 

que integram a genômica, proteômica e metabolômica para a elucidação e tratamento de 

diversas doenças (BUCZYNSKI, 2009). 

Há na literatura a descrição de uma grande variedade de métodos que envolvem a 

extração e análise de lipídios. No processo de extração dos lipídios de plasma, o uso de um 

único solvente não é recomendável. A mistura de solventes ideal para extração da matéria 

graxa de plasma deve ser suficientemente polar para removê-la das associações com as 

membranas celulares ou com lipoproteínas, sem que ocorra reação química (CHRISTIE, 

1982). Folch et al. (1957), desenvolveram um método usando uma mistura de clorofórmio e 

metanol, seguida pela adição de solução de cloreto de potássio, visando uma melhor 

separação das fases.  

Em relação aos métodos de separação, emprega-se o uso somente de uma técnica ou a 

combinação entre as técnicas cromatográficas o que tem se mostrado útil devido à alta 

complexidade da matriz (amostras biológicas). Para a determinação da composição em AG há 

vários métodos analíticos tais como a cromatografia em fase gasosa, a cromatografia líquida 

de alta eficiência e a espectroscopia de ressonância magnética nuclear de hidrogênio. 

A cromatografia gasosa (CG) é um método altamente sensível utilizado para identificar e 

quantificar a composição em AG dos lipídios de tecidos, células e no plasma/soro, obtendo-se 

resultados com elevada precisão e reprodutibilidade. Para a análise de AG por cromatografia 

a gás, é necessário aplicar procedimentos de esterificação para converter os AG em 

compostos mais voláteis, chamados ésteres metílicos de ácidos graxos (em inglês Fatty Acid 
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Methyl Esters, FAME). Os métodos de esterificação normalmente se subdividem em duas 

categorias: catálises ácidas e básicas (GUTNIKOV, 1995). Na catálise ácida, os reagentes 

mais comuns são soluções em metanol, com ácido clorídrico, ácido sulfúrico e trifluoreto de 

boro. Entretanto devido a sua cinética lenta, a reação deve ser realizada com aquecimento. 

Por outro lado, os reagentes mais utilizados em reações de transesterificação por catálise 

básica são o metóxido de sódio e hidróxido de sódio em metanol. A principal vantagem com 

relação ao uso deste tipo de catálise é que a reação procede à temperatura ambiente, 

entretanto uma limitação desta reação é a baixa cinética de conversão de AG livres, assim 

este reagente é indicado para análise de lipídios tais como triacilglicerídeos e seus derivados 

(CHRISTIE, 1989). Os ésteres metílicos dos AG são, então, analisados por Cromatografia 

Gasosa com detecção por ionização em chama (Gas Chromatography with Flame Ionization 

Detection, GC-FID). 

Por outro lado, a análise de lipídios por espectrometria de massa tem desempenhado um 

papel chave neste campo (IVANOVA et al., 2009). A espectrometria de massas é uma técnica 

utilizada para identificação de moléculas presentes nas mais distintas matrizes, por meio da 

análise de íons gerados por uma fonte de ionização. A discriminação dos íons analisados é 

obtida de acordo com a razão massa/carga (m/z). Assim, em íons mono carregados (M+1, se 

protonado; M+23, se sodiado; M+39, se potassiado; M-1, se desprotonado, etc) a razão 

massa/carga (m/z) reflete na massa molecular do íon, em Daltons (Da). Por meio de 

experimentos de fragmentação (MS/MS), pode-se ainda estabelecer a estrutura molecular do 

íon.  

A espectrometria de massa é uma das técnicas mais sofisticadas para mensurar a relação 

massa/carga das moléculas, utilizando de suas propriedades de ionização. Por ser um método 

rápido, de fácil manuseio e com alta sensibilidade, ele fornece informações detalhadas das 

moléculas, identificando-as de forma precisa, através da monitorização constante do destino 

dos compostos químicos presentes na amostra (MANIKANDAM et al., 2016). Por ser dotada 

de diversas vantagens, esta técnica é dividida em duas categorias distintas: a primeira para 

análise de sólidos (MALDI, do inglês Matrix Assisted Laser Desorption Ionization) e a segunda 

aplicada para análise de solução (ESI, do inglês electrospray ionization) (TAKÁTS, WISEMAN 

e COOKS, 2005). 

O acoplamento dos espectrômetros de massas a sistemas de separação como, por 

exemplo, em fase gasosa, conhecido como GC-MS (Gas Chomatography – Mass 

Spectrometry), ou em fase líquida como LC-MS (Liquid Chomatography – Mass Spectrometry) 
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tem sido útil para a identificação e confirmação estrutural de inúmeros compostos. A GC-MS é 

uma ferramenta analítica poderosa, utilizada usualmente na análise de misturas complexas de 

compostos em fase gasosa, de baixa polaridade e baixa massa molecular. Para compostos de 

massa molecular maior e/ou maior polaridade e menor volatilidade, a técnica LC-MS é a 

técnica de preferência (MOREAU, 2006). 

No sistema ESI, a amostra é introduzida na câmara de ionização por um capilar de aço 

inoxidável. Uma alta voltagem é aplicada na ponta do capilar, gerando um campo elétrico que 

com auxílio de um gás nebulizante dispersam as gotas carregadas eletronicamente. Essas 

gotas, à medida que entram em contato com o gás de secagem, ficam livres do solvente e 

liberam os íons que são transferidos para uma região do equipamento conhecida como 

analisador de massas, onde sua relação m/z é medida. Os analisadores mais conhecidos são 

o quadruplo de tempo de vôo (do inglês Quadrupole time-of-flight, Q-TOF), de setor magnético 

(do inglês magnetic sector) e os de armadilha de íons (do inglês íon trap). O Q-TOF é ideal 

para a determinação do perfil lipidômico, identificando compostos de baixo peso molecular. 

Nele o quadruplo funciona como um filtro permitindo que os íons de diferentes valores de m/z 

cheguem em momentos diferentes ao detector e desta forma possam ser fragmentados 

separadamente, permitindo sua caracterização (DINIZ, 2011). 

Existem duas grandes abordagens na análise de lipídios por espectrometria de massa. 

Uma foi desenvolvida realizando-se a análise após a infusão direta da amostra, chamada de 

“shotgun lipidomics”, no qual a amostra é infundida diretamente no espectrômetro de massas; 

enquanto a outra usa separações cromatográficas líquidas antes da análise por 

espectrometria de massa. A técnica “shotgun lipidomics” permite a análise direta de extratos 

orgânicos de amostras biológicas com de alto rendimento (WANG et al., 2016). As amostras 

são passíveis de análise pela técnica de infusão direta quando o fenômeno de supressão 

iônica não afeta os analitos alvos – fenômeno no qual demais espécies presentes na amostra 

competem com o analito alvo pelo agente ionizante.  

Trabalhos mais recentes têm mostrado que as técnica de “shotgun lipidomics” em 

espectrômetro de massa de alta resolução (Orbitrap) (WOOD et al., 2016) e em espectrômetro 

de massas multidimensional (em inglês “ Multidimensional Mass Spectrometry-Based Shotgun 

Lipidomics - MDMS-SL”) podem ser eficientemente usadas para avaliar diferentes classes de 

lipídios (HAN, 2016).  
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3. OBJETIVOS 

 
 
3.1 Objetivo Geral 
 
 

Avaliar os biomarcadores de estresse oxidativo e de perfil lipidômico em plasma de 

pacientes com câncer de reto visando contribuir no conhecimento das alterações no 

metabolismo destas moléculas e na sua possível utilização no diagnóstico precoce da doença.  

 
3.2 Objetivos Específicos 
 
 

No plasma de pacientes com câncer de reto e de voluntários saudáveis: 

 

Quantificar os biomarcadores de oxidação (malondialdeído e isoprostano); 

Identificar e quantificar (% ou abundância relativa) os AG e as classes e sub-classes que 

compõem o perfil lipídico total; 

Identificar os metabólitos diferenciais utilizando análises multifatoriais, Análise do 

Componente Principal (PCA), Análise Discriminatória Parcial dos Quadrados Mínimos (PLS-

DA) e Análise Discriminatória Ortogonal Parcial dos Quadrados Mínimos (OPLS-DA) como 

possíveis biomarcadores para a doença. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 
 
 
4.1 Grupos de estudo 
 
 

Para o desenvolvimento do estudo foram utilizadas amostras de plasma de 23 pacientes 

com câncer de reto e 18 de voluntários saudáveis no grupo controle (Figura 14). Os projetos 

foram aprovados pelos Comitês de Ética e Pesquisa da Universidade São Francisco 

(USF,CAAE: 51356315.5.0000.5514 – Anexo 1) e da Faculdade de Ciências Médicas (FCM – 

UNICAMP, CAAE: 08287012.0.0000.5404 – Anexo 2). A Tabela 11 mostra os principais dados 

demográficos e características clínicas dos participantes deste estudo. 

 

 

 

 
 

4.2 Seleção dos voluntários 
 
 
4.2.1 Seleção dos voluntários doentes 
 
 

Os pacientes com câncer de reto foram recrutados no Gastrocentro da Faculdade de 

Ciências Médicas da Universidade de Campinas (UNICAMP) no período de 2013 a 2014. Os 

seguintes critérios de inclusão foram usados para que o voluntário participasse do estudo: 

homem ou mulher com idade acima de 18 anos, índice de massa corpórea maior ou igual a 

18,5 e menor ou igual a 29,9 kg/m2 e capaz de compreender a natureza e objetivo do estudo o 

FIGURA 14: Triagem dos pacientes e voluntários saudáveis do estudo. 
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que vem a ser confirmado mediante a assinatura do Termo de Consentimento Livre e 

Esclarecido. Foram usados os seguintes critérios de exclusão: pacientes submetidos a 

qualquer tipo de tratamento (radio e quimioterápico) ou com doenças crônicas associadas 

(como doenças cardiovasculares; diabetes; obesidade; doenças respiratórias; hipertensão). As 

amostras foram separadas, catalogadas e enviadas ao Laboratório Multidisciplinar de 

Pesquisa da USF.  

 
4.2.2 Seleção dos voluntários saudáveis 
 
 

Foram usadas as amostras de sangue de voluntários adultos saudáveis de ambos os 

sexos, de 18 a 50 anos, recrutados para os estudos de biodisponibilidade realizados na 

UNIFAG da Universidade São Francisco (USF) e coletados no Laboratório São José do 

Hospital Universitário São Francisco da Providência de Deus (HUSF). Somente os indivíduos 

que atenderam aos requisitos necessários segundo os critérios da seleção para o estudo de 

bioequivalência. Os voluntários saudáveis foram triados previamente com base na história 

médica, exame físico, dados antropométricos (pulso, altura, peso e índice de massa corpórea) 

e os exames laboratoriais (análise hematológica, bioquímica e sorológica) que antecederam a 

admissão no estudo.  

 
Tabela 11: Dados demográficos e características clínicas de pacientes com câncer de reto e 
voluntários saudáveis  

 Pacientes com câncer reto Voluntários saudáveis 

N 23 18 

Sexo (M/F) 10 : 13 10 : 8 

Idade (anos) 56,6 ± 11,0 55,9 ± 11,9 

Raça (%)   

Branca 20 (87) 16 (89) 

Negra 2 (8,7) 2 (11) 

Parda 1 (4,3) 0 

Amarela 0 0 

IMC (kg/m
2
) 27,5 ± 4,6 25,3 ± 5,1 

Tabagismo (%)  -- 

Sim 4 (17,4) -- 

Não 8 (34,8) -- 

Ex 5 (21,7) -- 

Não informado 6 (26,1) -- 

Estadio (%)  -- 

0 4 (17,4) -- 

I e II 9 (39,1) -- 

III e IV 10 (43,5) -- 
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4.3 Coleta de sangue 
 
 

As coletas de sangue foram realizadas no Laboratório de Análises Clínicas da USF e no 

Gastrocento da UNICAMP. Quatro militros de sangue venoso foram coletados em tubo 

Vacutainer®, pela manhã (entre 7:00 e 9:00 hs) e após jejum de 12 horas. Para o estudo foi 

coletado um tubo contendo ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA 1,0 mg/mL sangue). As 

amostras foram centrifugadas a 2500 rpm por 15 minutos para separação dos componentes 

sanguíneos, de onde foram retiradas alíquotas de plasma e armazenadas em freezer a -80°C 

até o momento das análises.  

 
4.4 Determinação do perfil lipidômico 
 

 

4.4.1 Determinação do perfil de ácidos graxos por cromatografia a gás 
 
 

Os lipídios totais do plasma foram levados para a reação de transesterificação onde os 

AG foram convertidos em ésteres metílicos de ácidos graxos (EMAG) usando BF3 metanol 

como reagente esterificante (AOCS, 1993). A cada tubo contendo os lipídios totais e as frações 

lipídicas foram adicionados 2 mL de NaOH 5N em metanol, para banho Maria a 100°C por 5 

minutos e, após, resfriado com água corrente. Em seguida, foram adicionados 2,5 mL de 

reagente esterificante BF3 metanol, levado novamente ao banho Maria a 100°C por 5 minutos e, 

posteriormente, resfriado com água corrente. Foram adicionados 2 mL de solução saturada de 

NaCl e agitado em vórtex por 30 segundos. Acrescentou-se 1,5 mL de hexano, agitou-o em 

vórtex e em seguida foi centrifugado a 2000rpm por 5 minutos. O sobrenadante contendo os 

ésteres metílicos em hexano foram analisados por cromatografia à gás usando cromatógrafo 

CHROMPACK® (modelo CP 9001) com o detector de ionização e a coluna capilar CP-Sil 88 

(WCOT Fused Silica 59 m x 0.25 mm), com detector a 280oC e injetor a 250oC.  A temperatura 

inicial foi de 180ºC por 2 minutos, programado para aumentar 10ºC por minuto até 210ºC por 30 

minutos. O carregador a gás usado foi o hidrogênio na frequência de fluxo de 2,0 mL/ minuto. A 

identificação dos AG foi realizada por comparação do tempo de retenção dos componentes das 

amostras com padrões autênticos de ésteres de AG injetados sob as mesmas condições 

(Supelco Chemical Co). A composição dos AG foi expressa em relação ao percentual dos AG 

totais (análise qualitativa), calculada segundo o valor de área de cada pico usando o software 

Chromatostation N2000. 
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4.4.2 Identificação das classes de lipídios por ESI-Q-TOF 
 
 

Este experimento foi realizado em parceria com o laboratório ThoMSon de Espectrometria 

de Massas do Instituto de Química (IQ) da UNICAMP. 

Os lipídios totais do plasma de pacientes com câncer de reto e voluntários saudáveis 

foram extraídos pelo método de Folch et al. (1957). A fase inferior resultante contendo os 

lipídios totais foi coletada e seca em nitrogênio. Na análise no ESI, o extrato bruto foi diluído em 

300µL de uma solução de metanol:clorofórmio (2:1) e 100µL desta foi re-diluída em 400µL de 

ACN:clorofórmio (3:1), em seguida, 1µL foi injetado num espectrômetro de massa usando LC 

(Agilent 1290), sem coluna e com um fluxo de 0,5 mL min-1 de ACN:H2O (1:1). Os experimentos 

no espectrômetro de massa foram realizados em 6550 iFunnel Q-TOF (Agilent Technologies), 

juntamente acoplado a uma fonte Dual Agilent Jet Stream ESI (Dual-AJS-ESI). O modo de íon 

positivo foi selecionado para a coleta dos espectros de massa utilizando as seguintes 

condições: gas temp a 290ºC, drying gas flow em 11 Lmin-1, nebulizer a 45 psi, sheath gas temp 

a 350ºC, sheat gas flow 12 Lmin-1, Vcap 3000, nozzle voltage 320 V, fragmentor 100V e OCT  1 

RFVpp 750 V. 

 
4.5 Quantificação de biomarcadores de oxidação 

 
 
4.5.1 Medida das substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) 
 
 

O MDA, considerado um dos principais metabólitos secundários da lipoperoxidação, é 

capaz de reagir com duas moléculas de TBA, formando assim um complexo de coloração rosa 

que é lido em um comprimento de onda específico no espectrofotômetro (532-535 nm). Para 

avaliar a lipoperoxidação foi utilizada a medida de TBARS (Substâncias Reativas ao Ácido 

Tiobarbitúrico) de acordo com o método desenvolvido por Ohkawa et al. (1979). A alíquota de 

250μL de amostra de plasma foram misturados com 25μL BHT 4% em metanol, 1mL de ácido 

tricloroacético a 12%, 1mL de ácido tiobarbitúrico 0,73% e 750μL 0,1 mol/L tampão Tris-HCl 

contendo 0,1mmol/L EDTA pH 7,4. Após 60 minutos de incubação em banho-maria fervente, as 

amostras foram rapidamente resfriadas em banho de gelo e adicionado 1,5mL de n-butanol. As 

amostras foram homogeneizadas por 30 segundos em vórtex e centrifugada a 3.000 rpm por 10 

minutos. As absorbâncias das amostras foram lidas em espectrofotômetro a 532nm. A 

quantificação foi realizada utilizando uma curva de calibração com tetrametoxipropano (TMP). 
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4.5.2 Dosagem de F2-isoprostano (8-epi-prostaglandina 2,8-epi-PGF2) 
 
 

A dosagem de F2-isoprostano foi realizada no plasma dos pacientes, conforme instruções 

do fabricante, utilizando-se o kit 8-isoprostane EIA (Cayman Chemical, MI, EUA). Este kit é um 

imunoensaio competitivo entre o 8-isoprostano da amostra e o 8-isoprostano conjugado com 

acetilcolinesterase (8-isoprostano Tracer), em um número limitado de sítios de ligação de 

anticorpos específicos para 8-isoprostano. A concentração de 8-isoprostano Tracer mantém-se 

constante enquanto a de 8-isoprostano varia. Portanto, a quantidade de 8-Isoprostano Tracer 

capaz de se ligar ao anticorpo será inversamente proporcional à concentração de 8-isoprostano 

no poço. Os anticorpos 8-isoprostano (livre ou Tracer) ligam-se à anti-imunoglobulina G (IgG) 

rabbit, previamente aderida ao poço. A placa é lavada para remover reagentes não ligados. 

Então, o reagente de Ellman, o qual contém o substrato para acetilcolinesterase, é adicionado 

ao poço. O produto desta reação enzimática tem uma coloração amarela, medida em 412 nm. A 

intensidade da coloração é proporcional à quantidade de 8- Isoprostano Tracer ligado ao poço, 

o qual é inversamente proporcional à quantidade de 8-Isoprostano livre no poço durante a 

incubação (CORREA, 2012). 

 

4.6 Análise estatística 
 
 

As análises estatísticas foram realizadas de forma comparativa entre os grupos 

experimentais. Para as médias e desvio padrão dos AG, TBARS e Isoprostano, foi aplicado o 

teste de Tukey, considerando o nível de significância do p<0,05 (5%). Os dados estatísticos 

foram avaliados no software InStat (GraphPad Software, versão 2.0) e os gráficos elaborados 

com o auxílio do software Prism (GraphPad Software, versão 5.0). 

Na avaliação das classes de lipídios foi utilizado o software Agilent Mass Hunter 

Qualitative Analysis (versão B.07.00) para controle e aquisição dos dados. Para o ESI (+)-MS 

foi realizada a exportação dos arquivos em CSV. Para a análise dos conjuntos de dados foi 

utilizado o website MetaboAnalyst (versão 2.0). Primeiramente foram feitos três métodos de 

análise multifatorial: PCA, PLS-DA e OPLS-DA e de acordo com os resultados obtidos por 

essas três primeiras análises, foram feitos testes de análise de variância (ANOVA) e 

posteriormente, quando necessário, o teste t ou teste de Fisher. A Importância da Variável na 

Projeção (VIP) foi utilizada para identificar os íons que tiveram maior efeito discriminatório entre 

os grupos em cada comparação.  
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5 RESULTADOS  
 
 
5.1 Caracterização lipidômica do plasma 
 
 
5.1.1 Perfil das classes de lipídios 
 
 

Na avaliação lipidômica no plasma de pacientes com câncer de reto e voluntários 

saudáveis, foi utilizada a técnica de ESI-Q-TOF e a análise de dados multivariados para 

diferenciar os grupos estudados.  

Para o estudo dos dados foram realizados três métodos de análises multivariadas: 

Análise de Componente Principal (PCA, do inglês Principal Component Analysis) (Figura 15), 

Análise Discriminatória Parcial dos Quadrados Mínimos (PLS-DA, do inglês Partial Least 

Squares Discriminant Analysis) (Figura 16) e a Análise Discriminatória Ortogonal Parcial dos 

Quadrados Mínimos (OPLS-DA, do inglês Orthogonal Partial Least Squares Discriminant 

Analysis) (Figura 17), onde os indivíduos do estudo foram agrupados com o propósito de reter o 

máximo de informação dos dados através do escore de pontuação (score splot) e assim obter 

uma maior separação entre os grupos. Como pode ser observado, nas figuras 15, 16 e 17 

houve uma separação satisfatória entre os grupos, mostrando que foram identificadas 

moléculas diferenciais entre eles. A validação cruzada interna mostrou valores de Q2 de 0,97 e 

o teste de permutação mostra valores de p<5e-4. 

As amostras de câncer retal revelaram 15 íons importantes (possíveis biomarcadores) 

para a PLS-DA (Figura 18). As caixas coloridas laterais relacionam as concentrações dos 

metabólitos selecionados em cada grupo, ou seja, a cor vermelha representa uma tendência 

relativa mais alta e a verde uma tendência mais baixa para este possível biomarcador. 

De todos os íons detectados, o primeiro de m/z de 478, identificado como um metabólito 

reduzido de lisofosfatidilcolina (LFC) esterificada ao ácido palmitoleico (16:1) apresentou um 

VIP score de maior importância com uma tendência baixa em pacientes com câncer de reto e 

alta em voluntários saudáveis (Figura 19). Trata-se de uma molécula de LFC (P-16:1) ou 1Z-

alquenilglicerofosfocolina  que contém uma cadeia de plasmalogênio (P) na posição sn-1 do 

glicerol (éter alquil) (Figura 20).  
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FIGURA 15: Representação gráfica da PCA e loadings do conjunto de dados dos pacientes com 

câncer de reto e voluntários saudáveis. As variâncias explicadas pelas PC1 (36,7%) versus PC2 

(20,8%).  

 

 

FIGURA 16: Escores de discriminação PLS-DA e loadings de dados ESI-MS de pacientes com 

câncer de reto e voluntários saudáveis. O teste de permutação mostra valores de p<5e
-4

. 
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FIGURA 17: Escores de discriminação OPLS-DA e loadings de dados ESI-MS de pacientes com 

câncer de reto e voluntários saudáveis. A validação cruzada interna mostra valores de Q
2
 de 0,97. 

 

FIGURA 18: Íons identificados como importantes pelo PLS-DA para a separação dos grupos de 

pacientes com câncer de reto e voluntários saudáveis. 
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FIGURA 19: Espectros ESI (+)-MS representativo do grupo Saudável (A) e Câncer de Reto (B) 

mostrando o perfil lipídico da extração do plasma. 

FIGURA 20: Estrutura da molécula (C24H48NO6P) de m/z 478 identificada pela massa exata como 
LFC (P-16:1)  
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 As diferenças nos perfis lipídicos entre os grupos avaliados foram observadas somente 

na classe das glicerofosfocolinas. A abundância relativa dos íons de m/z 478, 496, 506, 504 e 

524, identificados como moléculas de LFC, em pacientes com câncer de reto está 

significamente diminuída, enquanto que a dos íons fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina está 

aumentada neste grupo de pacientes (Tabela 12). 

Os dados foram analisados e identificados usando o agrupamento HeatMap (Figura 21). 

A identificação dos lipídios distingue claramente o perfil metabólico dos pacientes com câncer 

de reto. As colunas representam diferentes lipídios (m/z) detectados pelo equipamento, às 

linhas as amostras e as cores as intensidades alta (vermelho) e baixa (azul). 

 

Tabela 12: Principais classes de lipídios identificadas no plasma de pacientes com câncer de reto 

m/z Lipídio Massa 
molecular 

Classe Lipídio Tendência 

734.5685 FC(12:0/20:0) FC(14:0/18:0) 
FC(16:0/16:0) FC(O-16:0/O-18:0) 

FE (20:0/15:0) 

C40H80NO8P 

 

Glicerofosfocolina 

Glicerofosfoetanolamina 

Alta 

756.554 FE(14:0/20:3) 

FE(16:0/18:3) 

FE (16:1/18:2) 

C42H78NO8P Glicerofosfoetanolamina Alta 

792.5868 FC(O-16:0/22:6) 

FC(20:4/P-18:1)  

C46H82NO7P Glicerofosfocolina Alta 

820.5975 FC(O-18:0/22:6 

FC(22:4/P-18:1) 

C48H86NO7P Glicerofosfocolina Alta 

478.3285 LFC (P16:1) C24H48NO6P Glicerofosfocolina Baixa 

496.3395 LFC(16:0)  C24H50NO7P  Glicerofosfocolina Baixa 

506.3602 LFC(P18:1) C26H52NO6P Glicerofosfocolina Baixa 

504.3447 LFC(P18:2) C26H50NO6P Glicerofosfocolina Baixa 

524.371 LFC(18:0)  C26H54NO7P  Glicerofosfocolina Baixa 

369.351 Desconhecido   Baixa 
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FIGURA 21: HeatMap mostrando a distribuição dos grupos de pacientes com câncer de reto e voluntários saudáveis. Os 

dados foram agrupados de acordo com os grupos de estudo sendo o vermelho para voluntários saudáveis e verde para pacientes 

com câncer de reto.  
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5.1.2 Perfil dos ácidos graxos 
 
 

O perfil de AG do plasma determinado por cromatografia gasosa foi expresso em 

porcentagem relativa (%) de cada AG em relação ao total. 

A Tabela 13 expressa os resultados das porcentagens dos principais AG do plasma de 

voluntários saudáveis e de pacientes com câncer de reto, separados segundo o estadiamento 

do câncer em dois grupos (Estadio I e II e Estadio III e IV). Os principais AG encontrados do 

plasma humano são os AGS (ácido palmítico, C16:0) seguido dos AGPI da família n-6 (ácido 

linoleico, C18:2 n-6) e dos AGMI (ácido oléico, C18:1 n-9). Quando comparado com voluntários 

saudáveis, os resultados evidenciaram uma redução dos ácidos palmitoleico (C16:1) e dos 

AGPI, araquidônico (C20:4) da família n-6 e dos ácidos docosapentaenoico (C22:5) e 

docosahexaenóico (C22:6) da família n-3 no grupo com estadio I e II,  do AGPI n-3 C22:5 no 

grupo com estadio III e IV e dos AGPI n-3 C22:5 e C22:6 no grupo de pacientes com câncer. 

Quanto à somatória dos AG separados por classes (AGS, AGMI e AGPI) não houve diferença 

estatística entre os grupos de pacientes com câncer de reto comparado ao controle saudável 

(Figura 22).  

 

 
FIGURA 22: Porcentagem relativa das classes de AG do grupo controle e dos pacientes 
com câncer de reto, segundo o estadio.  
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Ácidos graxos 
Voluntários saudáveis 

(n=18) 
Pacientes com 

câncer de reto (n=19) 
Estadio 0

a
 

(n=4) 
Estadio I e II 

(n=9) 
Estadio III e IV 

(n=10) 

Ácidos graxos      

16:0 27,33 ± 4,37 28,83 ± 2,62 26,27 ± 4,14 28,67 ± 2,75 28,96 ± 2,64 

18:0 7,68 ± 1,44 7,44 ± 1,02 8,11 ± 0,89 7,39 ± 0,96 7,48 ± 1,12 

∑ AGs saturados 35,01 ± 5,81 36,26 ± 3,64 34,37 ± 5,03 36,07 ± 3,71 36,44 ± 3,76 

16:1 n-7 5,08 ± 0,79 4,22 ± 1,70 4,21 ± 1,20 4,18 ± 1,45
*
 

(p=0,0455) 
4,25 ± 1,97 

18:1 n-9 20,06 ± 3,36 20,79 ± 3,27 19,73 ± 4,28 20,25 ± 4,38 21,29 ± 1,92 

∑ AGs monoinsaturados 25,14 ± 4,15 25,01 ± 4,96 23,93 ± 5,48 24,23 ± 5,83 25,54 ± 3,90 

18:2 n-6 28,35 ± 5,66 27,27 ± 5,79 27,08 ± 5,20 28,89 ± 5,97 25,82 ± 5,51 

20:4 n-6 (ARA) 5,12 ± 1,01 5,23 ± 2,03 6,26 ± 2,42 4,33 ± 0,72
*
 

(p= 0,0472) 
6,04 ± 2,50 

∑ AGPI n-6 33,47 ± 6,67 32,50 ± 7,82 33,33 ± 7,62 33,22 ± 6,69 31,85 ± 8,01 

18:3 n-3 1,35 ± 1,38 0,94 ± 0,60 1,91 ± 1,36 0,97 ± 0,64 0,91 ± 0,59 

20:5 n-3 (EPA) 0,54 ± 0,42 0,33 ± 0,18 0,60 ± 0,55 0,37 ± 0,23 0,30 ± 0,13 

22:5 n-3 (DPA) 0,33 ± 0,19 0,18 ± 0,08
* 

(p=0,0032) 

0,49 ± 0,43 0,17 ± 0,10
*
 

(p= 0,0268) 

0,19 ± 0,06
*
 

(p= 0,0330) 

22:6 n-3 (DHA) 0,63 ± 0,28 0,42 ± 0,17
* 

(p=0,0088) 

0,79 ± 0,75 0,35 ± 0,12
*
 

(p=0,0086) 

0,49 ± 0,18 

∑AGPI n-3 2,85 ± 2,27 1,87 ± 1,03 3,79 ± 3,08 1,86 ± 1,09 1,88 ± 0,97 

Relação ∑ AGPI n-6/∑ AGPI n-3 11,7 ± 8,4 17,4 ± 8,7 11,5± 7,4 17,8 ± 9,2 16,9 ± 9,5 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 13: Composição de ácidos graxos (% relativa) dos lipídios totais do plasma de voluntários saudáveis (n=18) e pacientes com câncer de reto (n=19), segundo 

estadio 

*p<0,05 comparados ao grupo voluntários saudáveis (média ± desvio padrão, teste Tukey entre três ou mais grupos). 
a
Foram excluídos os pacientes do grupo com estádio 0. 

AGS: ácidos graxos saturados, AGMI: ácidos graxos mono-insaturados, AGPI: ácidos graxos poli-insaturados. 
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5.2 Biomarcadores de oxidação 
 

 

Os níveis de malondialdeído (nmol/mL) e de F2-isoprostano (pg/mL) no plasma dos 

voluntários saudáveis e dos pacientes com câncer retal, separados segundo o estadiamento do 

câncer estão expressos nas Figuras 23 e 24 respectivamente. 

Os níveis plasmáticos de malondialdeído nos pacientes com câncer de reto no estadio III 

e IV foram superiores aos valores observados nos pacientes com câncer no estádio 0 e I e II, e 

também aos valores encontrados no grupo de pacientes saudáveis (p<0,05). Não foram 

observadas diferenças nos níveis de malondialdeído encontrados nos grupos de pacientes com 

câncer e daqueles no estádio 0 e I e II em relação ao controle (saudáveis) (Figura 23). Quanto 

aos níveis de F2-isoprostano não houve diferença estatística entre os grupos de pacientes com 

câncer de reto comparado ao controle (Figura 24). 

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8

Saudáveis (n=18)

Câncer (n=23)

Estadio 0 (n=4)

Estadio III e IV (n=10)

Estadio I e II (n=9)

malondialdeído (nmol/mL)

#*

 

 

FIGURA 23: Concentração plasmática de MDA (nmol/mL) do grupo controle e dos pacientes 
com câncer de reto, segundo o estadio. *p<0.05 comparado ao grupo controle. 

#
p<0.05 comparado 

ao grupo estádio 0. 
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FIGURA 24: Concentração plasmática de F2-isoprostano do grupo controle e dos pacientes com 
câncer de reto, segundo o estadio. Não houve diferenças significativas entre os grupos (p=0,224). 
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6. DISCUSSÃO 
 
 

6.1. Biomarcadores de perfil lipidômico 
 
 

Nossos resultados mostraram que o perfil lipidômico sérico dos pacientes com CCR 

apresentou diferenças significativas quando comparado ao dos saudáveis. Os níveis séricos de 

FC estavam aumentados e de LFC estavam significativamente reduzidos nos pacientes com 

câncer de reto, sugerindo que os fosfolipídios podem ser utilizados como possíveis 

biomarcadores da doença. O aumento dos fosfolipídios na membrana celular pode ser 

observado em cânceres, mas isso depende de algumas características como a natureza da 

célula, o crescimento celular e a malignitude. (DOBRZYNSKA et al., 2005).  

Denota-se uma redução dos níveis séricos dos metabólitos de fosfolipídios que podem ser 

provenientes da ação das fosfolipases. As fosfolipases são uma família de enzimas que 

hidrolizam ligações éster em fosfolipídios e são encontradas em muitos seres vivos incluindo 

procariotos e organismo superiores. Estas enzimas podem ser divididas em dois grupos: 

esterases alifáticas (A1, A2 e B) e fosfodiesterases (C e D) que liberam AG e diacilglicerol ou 

ácido fosfatídico, respectivamente, quando a fosfatidilcolina é hidrolisada. O papel destas ainda 

é controverso e parece depender do tipo de câncer, do microambiente local e da enzima 

estudada (WINSTEAD et al., 2000; BRGLEZ et al., 2014).  

Os resultados apontam para uma possível redução na atividade da fosfolipase A2 (FLA2), 

considerando que a principal molécula que sofreu significativa redução nos pacientes com 

câncer de reto foi o LFC (P-16:1). A FLA2 hidroliza fosfolipídios na posição sn-2 liberando 

lisofosfolipídios e AG. O papel das sFLA2 no câncer tem sido tradicionalmente associado com a 

sua atividade enzimática e a sua capacidade de participar da liberação de potentes mediadores 

lipídicos biologicamente ativos, em particular os eicosanóides derivados do AA, que promovem 

a tumorigênese por estimulação da proliferação celular, aumentando a inflamação local e a 

angiogênese (BRGLEZ et al., 2014).  

As FLA2 têm sido caracterizadas e subdivididas em quatro grandes grupos, o das FLA2 

citosólicas (cFLA2), o das secretórias (sFLA2), as independentes de cálcio (iFLA2) e as FAF 

acetil-hidrolases (FAF-AH). As isoformas de iFLA2 ou Grupo VI são enzimas expressas de 

forma constitutiva, atuando principalmente no remodelamento da membrana, controlando o 

conteúdo de AA disponível para liberação por outras FLA2 (WINSTEAD et al., 2000). Essas 
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enzimas são ativadas após fosforilação seguida por uma translocação para sítios onde 

hidrolizam especificamente fosfolipídios contendo AA. 

Vários indícios apontam para a participação de sFLA2 em câncer. Estudos clínicos 

indicaram elevados níveis de sFLA2-IIA em soro e na mucosa do cólon de pacientes com colite 

ulcerativa e doença de Crohn, que são pacientes de alto risco para câncer de cólon 

(HAAPAMAKI et al., 1999). A expressão de sFLA2-X é detectada em tumores de cólon 

humanos, o que se correlaciona com a expressão de cicloxigenase 2 (COX-2) nestes tecidos 

(MORIOKA et al., 2000). Há fortes evidências de que a expressão de algumas sFLA2s, em 

especial as enzimas do grupo IIA, III e X, é desregulada em vários tecidos malignos e que 

existem múltiplos mecanismos de ação envolvidos.  

Wei et al. (2013) relatam a redução da LFC em plasma, indicando-a como uma importante 

molécula sinalizadora do câncer. Joo et al. (2014) avalia que a redução da LFC ocorre pelo alto 

consumo desta no tecido tumoral. 

Por outro lado, Li et al. (2012) utilizando a espectrometria de massas de ressonância 

ciclotrônica de íons (FT-ICR-MS), observaram aumento de LFC (16:0), LFC (18:2), LFC (20:4), 

LFC (22:6), LFA (16:0), LFA (18:0) e redução das amidas graxas (16:0 e 18:1) e dos AG (16:2, 

18:0 e 20:3) no soro de pacientes com CCR comparado ao controle.  

Assim como as fosfolipases, a enzima lisofosfolipídio aciltransferase também pode estar 

relacionada com a redução dos níveis séricos dos metabólitos de fosfolipídios já que esta é 

acilada a acil-CoA durante a biossíntese de fosfolipídios da membrana (RODWELL et al., 2016). 

Conforme recentemente reportado por Kühn et al. (2016), a lisofosfatidilcolina 

aciltransferase 1 (LFCAT1), que converte LFC em FC é superexpressa em vários cânceres 

aumentando a incorporação de FC em membranas celulares podendo facilitar a proliferação, 

adesão e motilidade de células cancerosas. Estudo semelhante foi relatado anteriormente por 

Mansilla et al. (2009) em amostras de tecido de pacientes com adenocarcinoma colorretal. O 

acúmulo da FC (16:0/16:1) também foi observado em CCR por ação da LFCAT1 (KURABE et 

al., 2013).  

Os dados sobre o perfil de AG séricos em pacientes com câncer e sua relação com o 

risco de desenvolvimento da doença ainda são bastante controversos. Sabe-se que AGMI são 

importantes mediadores de transdução de sinal e na diferenciação celular e que as 

concentrações desequilibradas desses mediadores têm implicações na carcinogênese 

(MIYAZAKI et al., 2000). Em nossos resultados foi possível observar uma diminuição dos AG 
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16:1 n-7, 20:4 n-6, 22:5 n-3 e 22:6 n-3 nos estadios I e II e também uma diminuição de 22:5 n-3 

nos estadios III e IV. 

 Alguns estudos mostraram associação direta entre níveis séricos de AGPI n-6 com o 

risco de CCR (KOH et al., 2004; POT et al., 2008), outros mostraram uma associação inversa 

(KURIKI et al., 2006; ZHANG et al., 2015). Zhang et al. (2013) observaram uma diminuição 

entre as razões 16:1 n-7/16:0 e 18:1 n-9/18:0 no tecido de CCR sugerindo que alterações nos 

AG podem estar envolvidas no mecanismo de progressão do CCR. 

Baró et al. (1998) relataram concentrações reduzidos de AG no plasma, além de maiores 

porcentagens de ácido oleico (18:1) e menores de ácido linoléico (18:2) no plasma de pacientes 

com CCR comparados aos saudáveis. Esta alteração também foi observada nas frações de 

fosfolipídios, triacilglicerol e ésteres de colesterol. Os autores postularam que as alterações na 

concentração e no perfil de ácidos são resultantes do efeito metabólico da doença, uma vez que 

os parâmetros bioquímicos, nutricionais e antropométricos eram semelhantes entre os grupos 

de estudo.  

Okuno et al. (2013) observaram aumento da somatória de AGS e redução de AGPI n-3 

nos fosfolipídios do plasma, redução nos níveis de ácido linoleico e EPA nos fosfolipídios dos 

eritrócitos, enquanto que no tecido adiposo foi observado níveis maiores de AA em pacientes 

japoneses com CCR comparado aos saudáveis. Hodge et al (2015) mostraram que os AGS 

total, AGMI total, palmítico, palmitoleico, esteárico e oléico estão associados com câncer de 

reto.  

Guo et al. (2014) também observaram upregulation (regulação ascendente ou positiva) 

das enzimas FAS, SCD-1 e CKα, responsáveis pelo aumento da biossíntese de fosfatidilcolina 

com AGMI e supressão dos metabólitos com AGPI. 

A expressão de SCD-1, a principal isoforma de SCD em humanos, está elevada em 

alguns tumores induzidos quimicamente (KUMAR-SINHA et al., 2003). Em adenoma de cólon, 

os níveis de ácido palmítico nos fosfolipídios estavam reduzidos enquanto dos ácidos 

palmitoleico (16:1) e elaídico (C18:1 trans) estavam aumentados no plasma de homens adultos 

comparado aos saudáveis. Os autores estimaram uma maior atividade das enzimas SCD-1 e 

elongase de AG de cadeia muito longa (ELOVL 6) com o maior risco de adenoma comparado 

ao grupo com pólipos hiperplásicos (PICKENS et al., 2016). 

Alguns relatos também mostram a hiperativação da enzima FAS, em certos tipos de 

cânceres, como colorretal (NOTARNICOLA et al., 2012), nasofaríngeo (KAO et al., 2013) e de 
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mama (JIN et al., 2010). Os AG de cadeia longa são construídos por uma sequência de reações 

catalisadas por FAS.  A FAS é um complexo multienzimático citosólico que catalisa a síntese de 

AG de novo utilizando acetil-CoA como iniciador, malonil-CoA como doador de carbonos e 

nicotinamida adenidadinucleotídeo fosfato (NADPH) como agente redutor, dando origem ao 

palmitato (MENENDEZ e LUPU, 2007). Na maioria dos tecidos humanos normais a FAS 

apresenta baixos níveis de expressão, tanto de seu gene como de sua proteína, pois as células 

usam preferencialmente os AG exógenos em detrimento dos sintetizados endogenamente para 

a síntese de novos lipídios estruturais (KUHAJDA, 2000). Entretanto, diversos tumores e suas 

lesões precursoras levam ao aumento da biossíntese endógena de AG, independentemente 

dos níveis de lipídeos extracelulares. A maior parte dos AG produzidos endogenamente nas 

células cancerígenas é esterificada predominantemente a fosfolipídios e, portanto, incorporados 

a lipídios de membrana durante a proliferação das células tumorais (MENENDEZ e LUPU, 

2007).  

 

6.2 Biomarcadores de oxidação de lipídios 

 
 

Os biomarcadores relacionados à oxidação de lipídios (MDA e isoprostanos) vem 

adquirindo relevância significativa, uma vez que desempenham fundamental papel na gênese 

de enfermidades crônicas degenerativas como o câncer. Evidências mostram que a 

lipoperoxidação tem um papel importante na carcinogenética de diferentes cânceres humanos, 

incluindo o CCR. Os produtos finais da lipoperoxidação, MDA e F2-isoprostano, são 

mutagênicos e apresentam uma grande probabilidade de estarem envolvidos no 

desenvolvimento do câncer já que participam da cascata de transdução de sinal, proliferação 

celular e nas vias de apoptose (CAI, DUPERTUIS e PICHARD, 2012).  

No presente estudo, o estadiamento do câncer também se associou positivamente ao 

estresse oxidativo em relação aos níveis plasmáticos de MDA, mas não aos níveis de F2-

isoprostano, os quais não mostraram alterações significativas entre os grupos. Nossos dados 

mostraram que somente nos pacientes no estágio avançado da doença, estadio III e IV, os 

níveis de MDA foram superiores aos observados nos demais grupos. 

Recentemente, Mendonça et al (2014) relataram que níveis elevados de MDA foram 

associados positivamente ao grau de estadiamento do tumor e as concentrações séricas foram 

superiores no grupo CCR (4,1±2,9 µM/L) em relação ao grupo sem câncer (1,1±0,4 µM/L). A 

média de MDA foi de 2,3±1,5 entre o grupo com estadiamento inicial (II) e de 5,4±3,0 entre o 
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grupo com estadiamento avançado (III) (p< 0,001). Surinenaite et al. (2009), mostraram num 

estudo realizado com soro de 65 pacientes em estadio II e III que o MDA estava muito mais 

elevado no estadio III do que no estadio II pré cirúrgico. 

Por outro lado, Gopčević et al. (2013) mostraram que pacientes japoneses portadores de 

CCR apresentaram um aumento nos níveis plasmáticos de MDA em todos os estágios quando 

comparados com indivíduos saudáveis. No entanto, diferente do nosso estudo, não 

encontraram diferença significativa entre os graus de estadiamento e as concentrações de 

MDA.  

Em colite (lesões pré-carcinogênicas do CCR) e nos estados inflamatórios e pré-

neoplásicos de modelos animais com CCR, o MDA esteve significativamente aumentado. Soro 

de pacientes com CCR avançado e inoperável apresentou concentração muito mais alta de 

MDA do que em CCR primário (CAI, DUPERTUIS e PICHARD, 2012; KONG et al., 2014). 

Níveis maiores de ERO, MDA e de 4-hidroxi-2-nonenal (4HNE), um aldeído originado a 

partir da oxidação de fosfolipídios, foram encontrados em pacientes com CCR em estágio 

avançado da doença com invasão venosa do tumor (YÜCEL et al., 2012). Também foi 

verificada a relação entre os níveis de ERO, citocinas e de óxido nítrico com a progressão do 

câncer de cólon e metástase (PADUCH et al., 2010). 

Estudos apontam que, quanto maior o estadiamento do câncer menores serão as 

concentrações de antioxidantes enzimáticos, como superóxido dismutase (SOD) e não 

enzimáticos, como a vitamina E (KOCOT et al., 2013). Menor capacidade antioxidante total e 

atividade da SOD foi observada em tecidos de pacientes com CCR no estadio IV (KOCOT et 

al., 2013) e também nos níveis séricos de pacientes com câncer comparado aos saudáveis 

(OZGONUL et al., 2009). 

Alguns autores já sugerem o uso do MDA como um biomarcador de gravidade do câncer. 

Farias et al. (2011) encontraram associação positiva entre os níveis de MDA e elevadas 

concentrações de antígeno carninoembrionário (CEA) com o pior prognóstico em pacientes com 

CCR após tratamento quimioterápico. 
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7 CONCLUSÕES 

 
 

Mesmo com os avanços recentes relacionados ao desenvolvimento do CCR, ao seu 

diagnóstico e ao tratamento, ainda ocorre, com alta frequência, o diagnóstico em uma fase 

tardia da doença. Assim, o rastreamento adequado e o diagnóstico precoce são medidas 

fundamentais para instituir a terapêutica precoce e reduzir os índices de mortalidade. Novos 

exames, mais rápidos, menos invasivos e de alta sensibilidade vêm sendo avaliados. A 

estratégia metabolômica por dispor dessas qualidades vem ganhando espaço na área 

acadêmica e mostrando que tem potencial para ser desenvolvida como ferramenta de 

diagnóstico na prática clínica. Neste estudo foi possível demonstrar que a análise lipidômica por 

cromatografia e espectrometria de massas associada a técnicas de estatística multivariada 

permitiu identificar moléculas com tendências diferenciais no plasma de pacientes com câncer 

de reto e os saudáveis de forma rápida e não invasiva. Também foi possível observar redução 

nos níveis plasmáticos de uma molécula de LFC reduzida e contendo ácido palmitoleico (LFC 

P-16:1) em pacientes com câncer de reto. O trabalho mostra uma associação positiva entre os 

níveis séricos de marcadores de estresse oxidativo, medido pelo TBARS e estágios mais 

avançados da doença (estadio III e IV).  

O trabalho contribui para uma melhor compreensão dos mecanismos envolvendo o 

metabolismo de lipídios plasmáticos em câncer de reto e mostra potencial futuro para ser 

desenvolvido como ferramenta para identificar novos metabólitos mediadores na carcinogênese 

e, portanto, auxiliar no diagnóstico precoce da doença e ampliar as possibilidades de terapia 

adequada. 
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9 ANEXOS 
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