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Resumo 
O hormônio adrenocorticotrófico (ACTH) atua na regulação do metabolismo através do 

estímulo à síntese adrenal de glicocorticóides, hormônios que participam das respostas 
fisiológicas anti-inflamatórias do organismo, diante de uma agressão ou doença. Nas síndromes 
consuptivas, como a caquexia neoplásica, o eixo corticotrófico é um componente fundamental 
das respostas neuroendócrinas adaptativas. Com o objetivo de estudar as alterações 
morfológicas da hipófise e da adrenal em diferentes etapas do desenvolvimento do câncer, 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 glândulas removidas, 
pesadas e submetidas à análise histopatológica. Os resultados demonstram perda de peso 
acentuada a partir do 5º dia de desenvolvimento tumoral, com índice de caquexia de 12%. 
Diversas alterações morfológicas como crescimento celular acentuado do córtex da adrenal e 
aumento de tamanho da hipófise acontecem de forma precoce sendo identificáveis no 5º dia, 
com poucas diferenças após este momento, incluindo uma pequena regressão das alterações 
morfológicas iniciais no 12º dia que corresponde ao estado terminal da síndrome de anorexia-
caquexia induzida pelo câncer. Hipertrofia e hiperplasia das glândulas adrenais e hipófise são 
alterações morfológicas resultantes da ativação do eixo corticotrófico em resposta ao stress e 
acontecem precocemente no desenvolvimento da caquexia neoplásica em ratos portadores de 
tumor Walker-256. 
Palavras-chave: caquexia, câncer, adrenal, hipófise. 
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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. 
 
 
 
INTRODUÇÃO 
 

A síndrome da anorexia-caquexia é uma complicação frequente em pacientes 
portadores de neoplasias malignas em estado avançado. Caracteriza-se por um intenso 
consumo dos tecidos muscular e adiposo, com consequente perda involuntária de peso, 
além de anemia, astenia, balanço nitrogenado negativo, devido a alterações fisiológicas, 
metabólicas e imunológicas(1, 2). Embora a caquexia sempre inclua um componente de 
redução na ingestão de alimentos, ela difere da ‘semi-inanição’ e da desnutrição por 
depleção acentuada de tecidos(3). Na caquexia a perda de massa corporal pode ocorrer 
mais rapidamente do que o esperado diante da simples redução da ingestão de alimentos 
de igual magnitude, e ainda, a perda pode ser maior para o tecido muscular em relação 
ao adiposo(4).  

O modelo experimental de caquexia induzida pelo tumor de Walker é uma 
importante ferramenta no estudo das alterações metabólicas e morfológicas que ocorrem 
em pacientes com câncer. O carcinossarcoma de Walker-256 foi desenvolvido a partir 
de um carcinoma de origem espontânea na glândula mamária de ratas albinas prenhas, 
sendo desenvolvida a linhagem celular tumoral LLC-WRC256. Desde então, essas 
células vêm sendo mantidas em larga escala na sua forma indiferenciada de 
carcinossarcoma altamente invasivo, sendo utilizadas na pesquisa básica em 
oncologia(5). 

O córtex da adrenal tem papel fundamental na manutenção do metabolismo 
energético e no equilíbrio eletrolítico extra-celular, através da secreção de hormônios 
glicocorticóides (sintetizados principalmente na zona fasciculada da glândula adrenal) e 
mineralocorticóides (sintetizados na zona glomerulosa)(6). Sabe-se que em condições 
patológicas, tais como o câncer, capazes de perturbar a homeostase, ocorre um conjunto 
de reações de estresse mediadas por citocinas inflamatórias, que estimulam a produção 
hipotalâmica do hormônio liberador de corticotrofina (CRH) e então ativar o eixo 
hipotálamo-hipófise-adrenal (HPA)(7). O estímulo ao eixo HPA acarreta em liberação do 
hormônio adrenocorticotrófico (ACTH) pela glândula hipófise, o qual controla tanto a 
proliferação celular e o trofismo da glândula adrenal, quanto a sua atividade 
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esteroidogênica. Sua supressão leva à atrofia do córtex da adrenal e seu excesso provoca 
hiperplasia das zonas reticulada e fasciculada com aumento da vascularização(8). As 
adrenais respondem ao aumento de secreção de ACTH induzido pelo estresse 
produzindo maiores quantidades de glicocorticóides. 

Em estudo anterior, utilizando o modelo de caquexia neoplásica induzida pelo 
tumor de Walker, nós observamos(9) que ratos com 12 dias de evolução tumoral 
apresentaram alterações morfológicas da glândula adrenal, tais como hipertrofia e 
hipervascularização. 
Embora estes resultados sugerissem resposta endócrina à agressão, os animais 
encontravam-se em um estágio avançado do desenvolvimento tumoral com sinais de 
fadiga, hipoglicemia e hipocolesterolemia(10), incompatíveis com resposta aguda de 
ativação do eixo HPA. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar as respostas do 
eixo HPA, através da análise morfométrica das glândulas hipófise e adrenal, principais 
componentes do eixo corticotrófico, em dois momentos importantes do 
desenvolvimento da síndrome da caquexia induzida pelo tumor Walker-256, isto é, 
cinco e doze dias de evolução tumoral. 
 
 
 
 
MATERIAIS E MÉTODOS 
 

Animais 
Foram utilizados 30 ratos Wistar machos (200 e 250g) para inoculação 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 último foi 
subdividido em dois grupos, “tumor D5” e “tumor D12”, marcando o tempo de 
desenvolvimento tumoral de 5 dias (desenvolvimento de massa tumoral palpável e 
início dos sinais de anorexia e caquexia) e de 12 dias (crescimento tumoral, índice 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 corpórea maior que 10 %, baseada no cálculo do índice de caquexia avaliado 
pelos parâmetros de massa corpórea 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 Ciências Biológicas, e mantidos no biotério do 
Departamento de Ciências Fisiológicas da Universidade Estadual de Londrina. 
 
Manutenção das células e desenvolvimento tumoral 

O estoque de células tumorais foi mantido por meio de passagens semanais por 
inoculação asséptica intraperitoneal de 2x106 células/rato. A cada 7 dias, o exsudato 
peritoneal foi retirado e submetido à centrifugação diferencial a 4ºC para separação das 
células tumorais suspensas em tampão fosfato-salina (PBS) pH 7,4 a 4ºC. A viabilidade 
celular foi avaliada pelo método de exclusão do corante vital azul tripan seguida de 
contagem em câmara Neubauer em microscópio óptico.  

Para o implante tumoral, os animais receberam anestesia por inalação com éter 
etílico e uma suspensão de 8,0x107 células injetadas no espaço subcutâneo da pata 
traseira direita, ou solução 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 dissecção, análise macroscópica e pesagem da massa tumoral, da 
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glândula hipófise e das glândulas adrenais. O protocolo de pesquisa foi aprovado pelo 
Comitê de ética em Experimentação Animal (CEEA/UEL43/07).  

 
Estudo histopatológico 

As amostras das glândulas hipófise e adrenais foram fixadas por 12-24 horas 
com formaldeído a 10%, e após esse período processadas em parafina, com cortes 
histopatológicos de 4,0µm de espessura e coradas posteriormente pela técnica habitual 
de hematoxilina-eosina (HE). As lâminas contendo os cortes dos tecidos com a 
coloração de HE foram avaliadas em microscópio óptico (NIKON E-100) quanto a 
morfologia e distribuição celular. Para a medida da espessura do córtex da adrenal, 
utilizaram-se as lâminas de HE, num aumento de 100x, utilizando-se uma régua 
acoplada a ocular do microscópio, com escala em micrômetros. As lâminas foram 
fotografadas com uma câmera (CCD – Samsung), acoplada ao microscópio em 
diferentes aumentos de objetivas.  
 
Análises estatísticas 

Para as variáveis quantitativas, foram observados o valor máximo e o mínimo, o 
cálculo das médias e o erro-padrão da média, sendo utilizado o programa GraphPad 
Prism 4.02. A hipótese de igualdade de médias entre dois grupos foi verificada por meio 
do teste 't' de Student e entre três grupos por meio de analise de variância (ANOVA). O 
nível de significância foi considerado como p< 5%. 
 
 
 
RESULTADOS 
 

Após a inoculação das células do tumor de Walker-256 ou solução PBS para o 
grupo controle, o grupo de animais portadores das células tumorais manteve peso 
corporal semelhante ao controle até o 4º dia, sendo verificada variação de peso relativa 
ao grupo controle a partir do dia subsequente (Figura 1), coincidindo com a detecção de 
nódulo tumoral palpável no sítio de inoculação. No 5º dia após a inoculação das células, 
os tumores foram identificáveis macroscopicamente; houve aumento da massa tumoral 
de aproximadamente de 4 vezes no 12º dia (Tabela 1). Ao analisar conjuntamente a 
massa tumoral e a alteração do peso corpóreo antes e depois do desenvolvimento 
tumoral, comparativamente ao controle, todos os animais foram considerados 
caquéticos a partir do 5º dia (Tabela 1). 
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Figura 1. Média da porcentagem de peso corporal diário dos animais portadores de 
tumor em relação ao peso dos animais do grupo controle. 

 
 
Os animais do grupo tumor foram estudados em comparação a animais 

controle, desde o dia da inoculação de células tumorais ou PBS, respectivamente. Ao 
contrário da variação significativa das medidas ponderais dos animais, os parâmetros 
morfométricos das adrenais e da hipófise não apresentaram diferença significativa 
entre os grupos controle aos 5 e 12 dias. Por isso, ambos os grupos foram reunidos 
sendo que os próximos resultados apresentados se referem ao grupo controle como um 
todo.  Tais parâmetros morfométricos, como o peso total e relativo das glândulas e a 
espessura do córtex da adrenal, fornecem um indicativo da atividade do eixo HPA.  

No 5º e no 12º dias, após 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 5º e o 12º dias de evolução 
tumoral, observamos que houve uma tendência à regressão, porém sem significância 
estatística. Considerando a alteração 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 evolução tumoral, sendo que o mesmo padrão de aumento de tamanho 
das glândulas 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 córtex, local de síntese de 
glicocorticóides, foi observada diferença estatisticamente significativa nos grupos 
portadores de tumor em relação ao grupo controle, sendo que no 5º e no 12º dias houve 
um aumento da espessura cortical de 34 % e 22 %, respectivamente, em relação ao 
controle, (Figuras 2 e 3).  Não evidenciamos em nosso estudo histológico a presença de 
metástase tumoral para a glândula adrenal, descartando esta possibilidade como causa 
para aumento de tamanho da mesma. 
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Tabela 1. Caracterização da caquexia neoplásica e parâmetros ponderais relacionados, em ratos 
portadores de tumor no 5º e no 12º dias após a implantação tumoral.   
 

Os valores estão expressos pela média± erro padrão 
n.a: não se aplica 

 
Foram também utilizados parâmetros morfométricos para avaliar a contribuição 

hipofisária na resposta da adrenal, durante a caquexia neoplásica. No 5º e no 12º dias, 
após o implante tumoral, os pesos absolutos da hipófise foram superiores ao grupo 
controle em 55% e 47%, respectivamente (Figura 4). Em concordância com estes 
resultados, a média de peso da hipófise normalizada para o peso de cada animal foi 
menor para os animais do grupo controle.  Houve ganho de 95% e 58% de peso após 5 e 
12 dias de evolução tumoral (Figura 4). A alteração morfológica representada pelo 
aumento de peso da hipófise é a hipertrofia da glândula.  Do 5º para o 12º dias de 
evolução tumoral, observamos a mesma tendência à recuperação do peso com valores 
mais próximos do peso inicial da glândula, antes da inoculação tumoral (Figura 4), 
como encontrado na análise precedente das glândulas adrenais. 
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Figura 2. Peso absoluto e peso relativo da adrenal em relação ao peso corporal do animal nos 
três grupos analisados (sendo D5 e D12, ratos portadores de tumor no 5º e 12º dias de 
evolução). Valores expressos em média±EPM, sendo n=10 para grupo controle e n=10 em cada 
grupo com tumor. *p˂0,01 em relação ao controle (ANOVA, pós teste de Tukey). 
 
 
 
 

 Dias após o transplante tumoral  

 0 5 12 ANOVA 

Peso corporal do animal (g) 218,9 (± 3,1) 217,6 (± 3,8) 271,2 (± 8,3) p˂0,05 

Peso do tumor (g) n.a. 5,22 (±0,48) 22,96 (±1,66) p˂0,05 

Índice de caquexia (%) n.a. 12,0 (± 0,7) 14,7 (± 0,9) p˂0,05 
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D5 D12Controle

 

Figura 3. Imagens representativas da adrenal com exemplos da fotomicroscopia 
utilizada para aferição da espessura do córtex (indicada pelas setas) nos três grupos 
estudados (sendo D5 e D12, ratos portadores de tumor no 5º e 12º dias de evolução). 
Coloração HE, 10X ao microscópio óptico. Média ±EPM da espessura do córtex, 
*p˂0,01 em relação ao controle (ANOVA, pós teste de Tukey). 
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Figura 4. Média do peso absoluto e do peso relativo da hipófise em relação ao peso do animal 
nos três 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 relação ao controle (ANOVA, pós teste de 
Tukey).  
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DISCUSSÃO 
 

A perda da massa corpórea observada nos animais portadores de tumor de 
Walker caracteriza a síndrome de anorexia-caquexia, intensificada pelas alterações 
conhecidas no metabolismo dos nutrientes (carboidratos, proteínas e lipídios), alterações 
hormonais (leptina, NPY, MC, grelina), além do aumento das citocinas circulantes 
(TNFα, IL-1, IL-6, IFN) (11). Mudanças na percepção de paladar e olfato ocorridas com 
a progressão tumoral também contribuem com a anorexia na prática clínica(12, 13). Por 
outro lado, já foi demonstrado neste modelo experimental de tumor de Walker que a 
reduzida ingesta alimentar não é a causa das alterações metabólicas relacionadas à 
caquexia(1). Além disso, em estudo prévio do nosso grupo as medidas da glândula 
adrenal no estágio final da caquexia não foram influenciadas pela perda de peso quando 
comparadas com o grupo pair fed (9). 

Em trabalho prévio do nosso grupo de pesquisa(9), utilizando o mesmo modelo 
de caquexia neoplásica, evidenciamos que a glândula adrenal apresentou 
comprometimento morfológico relacionado à resposta ao stress, em ratos sacrificados 
com 12 dias de evolução tumoral, com padrão histopatológico sugestivo de maior 
secreção de catecolaminas além de hipertrofia cortical. No presente estudo, 
observamos que as alterações morfológicas das glândulas adrenais ocorreram 
precocemente no desenvolvimento da caquexia neoplásica, até mesmo antes do 5º dia 
de evolução tumoral (resultado não apresentado).  

O maior peso das adrenais nos animais com tumor sugere hipertrofia adrenal 
como consequência da resposta funcional da glândula no decorrer do desenvolvimento 
tumoral, especialmente na primeira parte quando se inicia o quadro de caquexia (D5). 
Tal hipertrofia ocorreu às custas de um aumento da área do córtex adrenal, visto que a 
espessura do mesmo encontrava-se aumentada nos animais portadores de tumor. 
Considerando o papel fundamental da glândula adrenal na manutenção da homeostasia, 
alterações em sua morfologia, especialmente na camada cortical, indicam modulação do 
eixo HPA. No córtex adrenal, ocupando dois terços da sua espessura, encontra-se a zona 
fasciculada, sendo composta por cordões de células ricas em lipídios. A camada 
fasciculada é o principal local da síntese do cortisol nos humanos e da corticosterona 
nos murinos(14). O aumento do peso das glândulas adrenais está relacionado à 
hiperplasia e hipertrofia glandular que ocorre principalmente em células da camada 
fasciculada, conforme observamos na análise histológica com a coloração HE (Figura 
3). Já foi relatado que este tipo de alteração está associado à maior secreção de 
corticosterona em resposta ao ACTH hipofisário na resposta de estresse crônico em 
ratos (15, 16).  
 A hipófise controla o trofismo e a atividade esteroidogênica do córtex da 
glândula adrenal através da produção de ACTH. No lobo anterior da adeno-hipófise 
encontram-se as células corticotróficas que são basófilas, poligonais, com núcleos 
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-hipófise e se localizam principalmente 
na região central da glândula, sendo o principal componente no lobo intermediário, 
pouco desenvolvido em humanos, mas importante fonte de melanotropina em 
murinos(17). A variação de peso da glândula hipófise pode ocorrer devido a alterações na 
quantidade ou tamanho de células corticotróficas, ou ainda por alteração global na 
celularidade da mesma. A análise histológica realizada não permitiu identificar 
diferenças no conteúdo de células basófilas das hipófises de animais D5 e D12 em 
relação ao controle. 
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Em processos patológicos como no câncer, há estímulo constante do eixo HPA, 
devido à presença de substâncias produzidas pelo tumor ou à resposta inflamatório do 
organismo, levando à produção prolongada do ACTH e caracterizando assim um estado 
de estresse crônico(7). Neste modelo estudado de tumor de Walker, logo no início do 
estabelecimento da síndrome de anorexia-caquexia (5º dia) já existem alterações 
significativas nos parâmetros morfométricos das glândulas do eixo HPA, sugerindo 
produção prolongada do ACTH com aumento da glândula hipófise e, como 
consequência, hipertrofia na camada cortical da glândula adrenal. Tais alterações 
ocorreram antes do 5º dia e são compatíveis com dados da literatura em que a 
administração de ACTH em ratos leva ao aumento o tamanho das adrenais a partir de 24 
horas da injeção (18). No presente estudo, as alterações nas glândulas do eixo HPA 
foram menos evidentes no final do processo de caquexia (12º dia).  

Com o desenvolvimento da caquexia neoplásica, decorrente da evolução tumoral 
no modelo experimental do tumor de Walker, observamos uma dupla resposta 
morfológica do eixo corticotrófico. Uma resposta inicial foi caracterizada por aumento 
no tamanho das glândulas hipófise e adrenal, e hiperplasia predominantemente das 
células da zona fasciculada do córtex adrenal. A presença destas alterações revela que 
mecanismos moleculares e respostas hormonais iniciaram antes do 5º dia de evolução 
tumoral, ou seja, antes da formação de uma massa tumoral palpável e antes da 
instalação do quadro de anorexia-caquexia. No 12º dia após a inoculação das células 
tumorais, momento em que o animal tem uma pequena sobrevida devido ao quadro 
avançado de anorexia-caquexia, submetido a estresse contínuo, o estudo das glândulas 
hipófise e adrenal evidenciou uma tendência à regressão dos parâmetros morfométricos. 
Estudos mais aprofundados poderão revelar o status funcional das glândulas adrenal e 
hipófise a fim de elucidar se as alterações morfológicas observadas são causa ou 
consequência da caquexia neoplásica. 
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