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Resumo

O hormonio adrenocorticotréfico (ACTH) atua na regulagdo do metabolismo através do
estimulo a sintese adrenal de glicocorticdides, hormdnios que participam das respostas
fisiol6gicas anti-inflamatdrias do organismo, diante de uma agressdo ou doenga. Nas sindromes
consuptivas, como a caquexia neopldsica, o eixo corticotréfico é um componente fundamental
das respostas neuroenddcrinas adaptativas. Com o objetivo de estudar as alteracdes
morfolégicas da hipoéfise e da adrenal em diferentes etapas do desenvolvimento do cancer, foi
utilizado o modelo experimental de anorexia-caquexia induzida pelo tumor Walker-256 em
ratos Wistar. Cada grupo de animais teve seu peso monitorado, sendo as glandulas removidas,
pesadas e submetidas a andlise histopatoldgica. Os resultados demonstram perda de peso
acentuada a partir do 5° dia de desenvolvimento tumoral, com indice de caquexia de 12%.
Diversas alteracdes morfologicas como crescimento celular acentuado do cértex da adrenal e
aumento de tamanho da hipdfise acontecem de forma precoce sendo identificdveis no 5° dia,
com poucas diferencas apds este momento, incluindo uma pequena regressdo das alteracdes
morfoldgicas iniciais no 12° dia que corresponde ao estado terminal da sindrome de anorexia-
caquexia induzida pelo cancer. Hipertrofia e hiperplasia das glandulas adrenais e hipéfise sdo
alteracdes morfoldgicas resultantes da ativacdo do eixo corticotréfico em resposta ao stress e
acontecem precocemente no desenvolvimento da caquexia neopldsica em ratos portadores de
tumor Walker-256.
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Abstract

The adrenocorticotropic hormone (ACTH) acts in the metabolism regulation through the
control of adrenal synthesis of glucocorticoids, these hormones have important physiological
and anti-inflammatory actions, during an injury or illness. In consumptive syndromes, such as
neoplastic cachexia, corticotropic axis is a critical component of the adaptive neuroendocrine
responses. To study the morphological and physiological alterations of the pituitary and adrenal
glands during cancer development, we used an experimental model of tumor-induced cachexia
with Walker-256 cells in rats. Each group of animals was sacrificed at a pre-established period,
the tumor was dissected and the pituitary and adrenals glands were removed for
histopathological and immunohistochemical studies. The results showed a marked weight loss
early on day 5 of tumor development with a cachexia index of 12%. Morphological changes
such as cell growth in the adrenal cortex and increase size of the corticotropin cells in the
anterior lobe of the pituitary were also evidenced with few differences after this time, including
a small regression on the morphological changes starting at day 12, that corresponds to an
advanced stage of the anorexia-cachexia syndrome induced by cancer. The hyperplasia and
hypertrophy of the pituitary and adrenal glands are morphological changes resulted from the
activation of corticotrophic axis in response to stress and occur early in the development of
neoplastic cachexia in Walker-256 tumor bearing rats.
Keywords: cachexia, cancer, adrenal, pituitary.

INTRODUCAO

A sindrome da anorexia-caquexia ¢ uma complica¢do frequente em pacientes
portadores de neoplasias malignas em estado avancado. Caracteriza-se por um intenso
consumo dos tecidos muscular e adiposo, com consequente perda involuntaria de peso,
além de anemia, astenia, balango nitrogenado negativo, devido a alteracdes fisioldgicas,
metabdlicas e imunolégicas(l’ . Embora a caquexia sempre inclua um componente de
reducdo na ingestdo de alimentos, ela difere da ‘semi-inani¢do’ e da desnutricdo por
deplecdo acentuada de tecidos™. Na caquexia a perda de massa corporal pode ocorrer
mais rapidamente do que o esperado diante da simples redu¢do da ingestdo de alimentos
de igual magnitude, e ainda, a perda pode ser maior para o tecido muscular em relacdao
ao adiposo™.

O modelo experimental de caquexia induzida pelo tumor de Walker ¢ uma
importante ferramenta no estudo das alteracdes metabdlicas e morfolégicas que ocorrem
em pacientes com cancer. O carcinossarcoma de Walker-256 foi desenvolvido a partir
de um carcinoma de origem espontdnea na glandula mamadria de ratas albinas prenhas,
sendo desenvolvida a linhagem celular tumoral LLC-WRC256. Desde entdo, essas
células vém sendo mantidas em larga escala na sua forma indiferenciada de
carcinossarcoma altamente invasivo, sendo utilizadas na pesquisa bdsica em
oncologia®.

O coértex da adrenal tem papel fundamental na manutencdo do metabolismo
energético e no equilibrio eletrolitico extra-celular, através da secre¢cdo de hormodnios
glicocorticéides (sintetizados principalmente na zona fasciculada da glandula adrenal) e
mineralocorticéides (sintetizados na zona glomerulosa)@. Sabe-se que em condigdes
patoldgicas, tais como o cancer, capazes de perturbar a homeostase, ocorre um conjunto
de reacdes de estresse mediadas por citocinas inflamatorias, que estimulam a producao
hipotalamica do hormonio liberador de corticotrofina (CRH) e entdo ativar o eixo
hipotalamo-hipéfise-adrenal (HPA)™. O estimulo ao eixo HPA acarreta em liberacdo do
hormonio adrenocorticotréfico (ACTH) pela glandula hipéfise, o qual controla tanto a
proliferacdo celular e o trofismo da glindula adrenal, quanto a sua atividade
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esteroidogénica. Sua supressao leva a atrofia do cortex da adrenal e seu excesso provoca
hiperplasia das zonas reticulada e fasciculada com aumento da vascularizacio™. As
adrenais respondem ao aumento de secrecdo de ACTH induzido pelo estresse
produzindo maiores quantidades de glicocorticéides.

Em estudo anterior, utilizando o modelo de caquexia neoplésica induzida pelo

tumor de Walker, nés observamos® que ratos com 12 dias de evolu¢do tumoral
apresentaram alteracdes morfologicas da glandula adrenal, tais como hipertrofia e
hipervascularizagao.
Embora estes resultados sugerissem resposta enddcrina a agressdo, os animais
encontravam-se em um estagio avancado do desenvolvimento tumoral com sinais de
fadiga, hipoglicemia e hipocolesterolemia(lo), incompativeis com resposta aguda de
ativacdo do eixo HPA. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar as respostas do
eixo HPA, através da andlise morfométrica das glandulas hipdfise e adrenal, principais
componentes do eixo corticotréfico, em dois momentos importantes do
desenvolvimento da sindrome da caquexia induzida pelo tumor Walker-256, isto é,
cinco e doze dias de evolucdo tumoral.

MATERIAIS E METODOS

Animais

Foram utilizados 30 ratos Wistar machos (200 e 250g) para inoculagdo de
células do carcinossarcoma de Walker-256. Os animais foram divididos em dois
grandes grupos: “controle” (sem tumor, n=10) e grupo “tumor” (n=20); este dltimo foi
subdividido em dois grupos, “tumor D5” e “tumor D12”, marcando o tempo de
desenvolvimento tumoral de 5 dias (desenvolvimento de massa tumoral palpavel e
inicio dos sinais de anorexia e caquexia) e de 12 dias (crescimento tumoral, indice de
caquexia e sinais de fadiga acentuados), de acordo com metodologia e resultados
prévios(9). Os animais foram considerados caquéticos quando apresentaram perda de
massa corpdrea maior que 10 %, baseada no cédlculo do indice de caquexia avaliado
pelos parametros de massa corpdrea inicial e final do rato inoculado com o tumor,
massa do tumor e ganho de massa do rato controle. Os animais foram fornecidos pelo
Biotério Central do Centro Ciéncias Bioldgicas, e mantidos no biotério do
Departamento de Ciéncias Fisiol6gicas da Universidade Estadual de Londrina.

Manutencao das células e desenvolvimento tumoral

O estoque de células tumorais foi mantido por meio de passagens semanais por
inoculacdo asséptica intraperitoneal de 2x10° células/rato. A cada 7 dias, o exsudato
peritoneal foi retirado e submetido a centrifugacao diferencial a 4°C para separagao das
células tumorais suspensas em tampao fosfato-salina (PBS) pH 7,4 a 4°C. A viabilidade
celular foi avaliada pelo método de exclusdao do corante vital azul tripan seguida de
contagem em camara Neubauer em microscopio éptico.

Para o implante tumoral, os animais receberam anestesia por inalacdo com éter
etilico ¢ uma suspensdo de 8,0x10’ células injetadas no espaco subcutineo da pata
traseira direita, ou solucdo de PBS para o grupo controle, sendo acompanhados e
pesados diariamente. Ao término dos dias pré-estabelecidos para cada experimento, os
animais foram sacrificados por deslocamento cervical, sendo realizada necropsia
detalhada, com dissecc@o, andlise macroscopica e pesagem da massa tumoral, da
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glandula hipéfise e das glandulas adrenais. O protocolo de pesquisa foi aprovado pelo
Comite de ética em Experimentacao Animal (CEEA/UEL43/07).

Estudo histopatologico

As amostras das glandulas hipéfise e adrenais foram fixadas por 12-24 horas
com formaldeido a 10%, e apds esse periodo processadas em parafina, com cortes
histopatoldgicos de 4,0um de espessura e coradas posteriormente pela técnica habitual
de hematoxilina-eosina (HE). As ldminas contendo os cortes dos tecidos com a
coloragdo de HE foram avaliadas em microscépio 6ptico (NIKON E-100) quanto a
morfologia e distribuicdo celular. Para a medida da espessura do cortex da adrenal,
utilizaram-se as laminas de HE, num aumento de 100x, utilizando-se uma régua
acoplada a ocular do microscopio, com escala em micrometros. As laminas foram
fotografadas com uma camera (CCD — Samsung), acoplada ao microscépio em
diferentes aumentos de objetivas.

Andalises estatisticas

Para as varidveis quantitativas, foram observados o valor mdximo e o minimo, o
calculo das médias e o erro-padrdao da média, sendo utilizado o programa GraphPad
Prism 4.02. A hipétese de igualdade de médias entre dois grupos foi verificada por meio
do teste 't' de Student e entre trés grupos por meio de analise de variancia (ANOVA). O
nivel de significancia foi considerado como p< 5%.

RESULTADOS

Ap6s a inoculagdo das células do tumor de Walker-256 ou solucdo PBS para o
grupo controle, o grupo de animais portadores das células tumorais manteve peso
corporal semelhante ao controle até o 4° dia, sendo verificada variacao de peso relativa
ao grupo controle a partir do dia subsequente (Figura 1), coincidindo com a detec¢do de
nddulo tumoral palpével no sitio de inoculacdo. No 5° dia ap6s a inoculagdo das células,
os tumores foram identificdveis macroscopicamente; houve aumento da massa tumoral
de aproximadamente de 4 vezes no 12° dia (Tabela 1). Ao analisar conjuntamente a
massa tumoral e a alteracdo do peso corpéreo antes e depois do desenvolvimento
tumoral, comparativamente ao controle, todos os animais foram considerados
caquéticos a partir do 5° dia (Tabela 1).
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Figura 1. Média da porcentagem de peso corporal didrio dos animais portadores de
tumor em relagao ao peso dos animais do grupo controle.

Os animais do grupo tumor foram estudados em comparacdo a animais
controle, desde o dia da inoculacdo de células tumorais ou PBS, respectivamente. Ao
contrario da variagdo significativa das medidas ponderais dos animais, os parametros
morfométricos das adrenais e da hipdfise ndo apresentaram diferenga significativa
entre os grupos controle aos 5 e 12 dias. Por isso, ambos os grupos foram reunidos
sendo que os proximos resultados apresentados se referem ao grupo controle como um
todo. Tais parametros morfométricos, como o peso total e relativo das glandulas e a
espessura do cortex da adrenal, fornecem um indicativo da atividade do eixo HPA.

No 5° e no 12° dias, apds o implante tumoral, os pesos absolutos das adrenais
foram significativamente maiores do que no grupo controle (Figura 2), sendo 62% e
53% maior que o grupo controle, respectivamente. Entre o 5° e o 12° dias de evolugao
tumoral, observamos que houve uma tendéncia a regressao, porém sem significincia
estatistica. Considerando a alteracao significativa de peso corporal dos animais (Tabela
1), foram calculados os pesos relativos das adrenais nos grupos controles, com 5 dias e
com 12 dias de evolu¢do tumoral, sendo que o mesmo padrao de aumento de tamanho
das glandulas foi observado, porém com ganho de peso mais acentuado (111% no dia 5
e 66% no dia 12) (Figura 2). Ao analisar a espessura do cortex, local de sintese de
glicocorticéides, foi observada diferenca estatisticamente significativa nos grupos
portadores de tumor em relagdo ao grupo controle, sendo que no 5° e no 12° dias houve
um aumento da espessura cortical de 34 % e 22 %, respectivamente, em relacdo ao
controle, (Figuras 2 e 3). Nao evidenciamos em nosso estudo histolégico a presenca de
metéstase tumoral para a glandula adrenal, descartando esta possibilidade como causa
para aumento de tamanho da mesma.
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Tabela 1. Caracterizacio da caquexia neopldsica e pardmetros ponderais relacionados, em ratos

portadores de tumor no 5° e no 12° dias apds a implantag@o tumoral.

Dias ap6s o transplante tumoral
0 5 12 ANOVA
Peso corporal do animal (g) 218,9 (x3,1) | 217,6 (x3,8) | 271,2 (+8,3) p<0,05
Peso do tumor (g) n.a. 5,22 (x0,48) | 22,96 (x1,66) | p<0,05
Indice de caquexia (%) n.a. 12,0 (£ 0,7) 14,7 (£ 0,9) p<0,05

Os valores estdo expressos pela média+ erro padrao
n.a: ndo se aplica

Foram também utilizados parametros morfométricos para avaliar a contribuicdo
hipofisaria na resposta da adrenal, durante a caquexia neoplasica. No 5° e no 12° dias,
ap6s o implante tumoral, os pesos absolutos da hipéfise foram superiores ao grupo
controle em 55% e 47%, respectivamente (Figura 4). Em concordancia com estes
resultados, a média de peso da hipéfise normalizada para o peso de cada animal foi
menor para os animais do grupo controle. Houve ganho de 95% e 58% de peso apds 5 e
12 dias de evolugdo tumoral (Figura 4). A alteracio morfolégica representada pelo
aumento de peso da hipdfise € a hipertrofia da glandula. Do 5° para o 12° dias de
evolucdo tumoral, observamos a mesma tendéncia a recuperagdo do peso com valores
mais proximos do peso inicial da glandula, antes da inoculacdo tumoral (Figura 4),
como encontrado na anélise precedente das glandulas adrenais.
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Figura 2. Peso absoluto e peso relativo da adrenal em relagdo ao peso corporal do animal nos
trés grupos analisados (sendo D5 e D12, ratos portadores de tumor no 5° e 12° dias de
evolucdo). Valores expressos em média+EPM, sendo n=10 para grupo controle e n=10 em cada
grupo com tumor. *p<0,01 em relacdo ao controle (ANOVA, p6s teste de Tukey).
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Figura 3. Imagens representativas da adrenal com exemplos da fotomicroscopia
utilizada para aferi¢do da espessura do cortex (indicada pelas setas) nos trés grupos
estudados (sendo D5 e D12, ratos portadores de tumor no 5° e 12° dias de evolucao).
Coloracdo HE, 10X ao microscépio 6ptico. Média +EPM da espessura do cortex,
*p<0,01 em relacdo ao controle (ANOVA, pés teste de Tukey).
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Figura 4. Média do peso absoluto e do peso relativo da hipdfise em relagdo ao peso do animal
nos trés grupos analisados. Valores expressos em média+EPM, sendo n=10 para grupo controle
e n=10 em cada grupo com tumor. *p<0,05 em relagdo ao controle (ANOVA, pds teste de

Tukey).
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DISCUSSAO

A perda da massa corpdrea observada nos animais portadores de tumor de
Walker caracteriza a sindrome de anorexia-caquexia, intensificada pelas alteragcdes
conhecidas no metabolismo dos nutrientes (carboidratos, proteinas e lipidios), alteracoes
hormonais (leptina, NPY, MC, grelina), além do aumento das citocinas circulantes
(TNFa, IL-1, IL-6, IFN) (11). Mudancas na percepg¢ao de paladar e olfato ocorridas com
a progressdo tumoral também contribuem com a anorexia na pratica clinica’* '¥. Por
outro lado, ja foi demonstrado neste modelo experimental de tumor de Walker que a
reduzida ingesta alimentar ndo € a causa das alteracdes metabdlicas relacionadas a
caquexia(l). Além disso, em estudo prévio do nosso grupo as medidas da glandula
adrenal no estdgio final da caquexia ndo foram influenciadas pela perda de peso quando
comparadas com o grupo pair fed ®)

Em trabalho prévio do nosso grupo de pesquisa’, utilizando o mesmo modelo
de caquexia neopldsica, evidenciamos que a glandula adrenal apresentou
comprometimento morfolégico relacionado a resposta ao stress, em ratos sacrificados
com 12 dias de evolugdo tumoral, com padrdo histopatolégico sugestivo de maior
secre¢do de catecolaminas além de hipertrofia cortical. No presente estudo,
observamos que as alteracoes morfolégicas das glandulas adrenais ocorreram
precocemente no desenvolvimento da caquexia neoplésica, até mesmo antes do 5° dia
de evolugdo tumoral (resultado ndo apresentado).

O maior peso das adrenais nos animais com tumor sugere hipertrofia adrenal
como consequéncia da resposta funcional da glandula no decorrer do desenvolvimento
tumoral, especialmente na primeira parte quando se inicia o quadro de caquexia (D5).
Tal hipertrofia ocorreu as custas de um aumento da drea do cortex adrenal, visto que a
espessura do mesmo encontrava-se aumentada nos animais portadores de tumor.
Considerando o papel fundamental da glandula adrenal na manuteng¢do da homeostasia,
alteracdes em sua morfologia, especialmente na camada cortical, indicam modulagdo do
eixo HPA. No cértex adrenal, ocupando dois ter¢os da sua espessura, encontra-se a zona
fasciculada, sendo composta por corddes de células ricas em lipidios. A camada
fasciculada € o principal local da sintese do cortisol nos humanos e da corticosterona
nos murinos'?. O aumento do peso das glandulas adrenais estd relacionado 2
hiperplasia e hipertrofia glandular que ocorre principalmente em células da camada
fasciculada, conforme observamos na andlise histolégica com a coloracdo HE (Figura
3). J4 foi relatado que este tipo de alteracdo estd associado a maior secrecdo de
corticosterona em resposta ao ACTH hipofisario na resposta de estresse cronico em
ratos > 19,

A hipéfise controla o trofismo e a atividade esteroidogénica do coértex da
glandula adrenal através da produc¢do de ACTH. No lobo anterior da adeno-hipéfise
encontram-se as células corticotréficas que sdo basofilas, poligonais, com ntcleos
esféricos e periféricos, que produzem pro-opiomelanocortina (POMC) e seus derivados
incluindo ACTH, melanotropina (MSH) e lipotropina (LPH). Elas representam
aproximadamente 15 a 20% das células da adeno-hipofise e se localizam principalmente
na regido central da glandula, sendo o principal componente no lobo intermedidrio,
pouco desenvolvido em humanos, mas importante fonte de melanotropina em
murinos"”. A variacdo de peso da glandula hipéfise pode ocorrer devido a altera¢des na
quantidade ou tamanho de células corticotroficas, ou ainda por alteragdo global na
celularidade da mesma. A andlise histolégica realizada nao permitiu identificar
diferencas no conteido de células basoéfilas das hipdfises de animais D5 e D12 em
relac@o ao controle.
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Em processos patolégicos como no cancer, hd estimulo constante do eixo HPA,
devido a presenca de substancias produzidas pelo tumor ou a resposta inflamatério do
organismo, levando a producio prolongada do ACTH e caracterizando assim um estado
de estresse cronico'”. Neste modelo estudado de tumor de Walker, logo no inicio do
estabelecimento da sindrome de anorexia-caquexia (5° dia) ja existem alteracoes
significativas nos parametros morfométricos das glandulas do eixo HPA, sugerindo
producdo prolongada do ACTH com aumento da glandula hipdfise e, como
consequéncia, hipertrofia na camada cortical da glandula adrenal. Tais alteracoes
ocorreram antes do 5° dia e sdo compativeis com dados da literatura em que a
administracdo de ACTH em ratos leva ao aumento o tamanho das adrenais a partir de 24
horas da injecdo (18). No presente estudo, as alteracdes nas glandulas do eixo HPA
foram menos evidentes no final do processo de caquexia (12° dia).

Com o desenvolvimento da caquexia neoplasica, decorrente da evolucao tumoral
no modelo experimental do tumor de Walker, observamos uma dupla resposta
morfoldgica do eixo corticotréfico. Uma resposta inicial foi caracterizada por aumento
no tamanho das glandulas hipdfise e adrenal, e hiperplasia predominantemente das
células da zona fasciculada do cortex adrenal. A presenga destas alteragdes revela que
mecanismos moleculares e respostas hormonais iniciaram antes do 5° dia de evolugdo
tumoral, ou seja, antes da formacdo de uma massa tumoral palpdvel e antes da
instalacdo do quadro de anorexia-caquexia. No 12° dia apds a inoculac@o das células
tumorais, momento em que o animal tem uma pequena sobrevida devido ao quadro
avangado de anorexia-caquexia, submetido a estresse continuo, o estudo das glandulas
hipéfise e adrenal evidenciou uma tendéncia a regressao dos parametros morfométricos.
Estudos mais aprofundados poderdo revelar o status funcional das glandulas adrenal e
hipéfise a fim de elucidar se as alteragdes morfoldgicas observadas sdo causa ou
consequéncia da caquexia neoplasica.
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