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MACIOSZEK, Marcelo Abba. Estudo do sistema neuroimunoendécrino na
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Dissertagao (Mestrado em Patologia Experimental) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2008.

RESUMO

A sindrome da anorexia-caquexia (SAC), de origem multifatorial e complexa, é
comum em doencgas crbénicas, como 0 cancer avang¢ado. Esta associada a perda de
peso e diminuicdo da ingestdo alimentar, podendo levar a morte. O objetivo do
presente trabalho foi avaliar a influéncia da caquexia neoplasica sobre o eixo
hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA) e o sistema imune, bem como analisar o efeito de
medicamentos com acgao esterdide utilizados na terapéutica clinica sobre a
progressao tumoral e a SAC. Para indugé&o do tumor de Walker-256, 8x10’ células
tumorais (LLC WRC-256) foram inoculadas subcutaneamente em ratos machos
Wistar. Animais do grupo controle foram inoculados com 0,5 mL de PBS, em
substituicdo as células tumorais recebidas pelo grupo tumor. A partir do 5° dia da
implantacdo das células até o 10° dia (sacrificio) os ratos receberam um dos
seguintes tratamentos: dexametasona em dose antiinflamatéria (0,05 mg/Kg/dia via
subcutanea, Dex-Al), dexametasona em dose imunossupressora (1 mg/Kg/dia via
subcutanea, Dex-IS), megestrol (100 mg/Kg/dia via gavagem, Meg) ou veiculo (PBS
ou oleo de milho). Foi avaliada diariamente a massa ponderal e consumo de ragéo
dos animais; a afericdo da massa tumoral foi feita a partir do 4° dia. No dia do
sacrificio foi avaliada a perda de massa corpodrea e realizagdo da coleta de sangue
para dosagem de corticosterona basal, realizagdo do teste de estimulo com ACTH,
dosagem da corticosterona pés-estimulo, dosagem de colesterol e contagem
diferencial de leucécitos. Foram dissecados e pesados o tumor, bacgo, timo, adrenal
e hipofise para estudo morfologico e adrenal direita para estudo molecular. Os
animais portadores de tumor apresentaram reducao do peso a partir do 6° dia, além
de reducédo da ingestao alimentar nos ultimos 5 dias (p<0,01) e desenvolvimento de
caquexia, confirmando a presenga de SAC. Os grupos Dex-Al e Dex-IS
apresentaram redugédo de peso a partir do 7° dia, sem relagcdo com a ingestédo
alimentar (p>0,05). Somente o tratamento com Dex-IS causou caquexia em ratos
nao-portadores de tumor. Animais com tumor apresentaram alteragao estrutural do
timo, neutrofilia (p<0,05), linfopenia (p<0,05) e esplenomegalia (p<0,001), enquanto
que somente Dex-Al e Dex-IS preveniram (p<0,05 e p<0,001) o crescimento do
baco; Meg néo influenciou no tamanho do bago. Além disso, a presenga do tumor
causou aumento da adrenal (p<0,01) provavelmente devido a, hiperplasia e
presenca de metastases. Houve diminuicdo da corticosterona plasmatica pos-
estimulo por ACTH, resultado da exaustdo adrenal pelo estresse crbnico; o
colesterol plasmatico néo foi alterado (p>0,05). Ocorreu diminuigcdo da expressao
génica de MC2R (receptor para melanocortina tipo 2) (p<0,05) e 3BHSDI (3p-
desidrogenasel) (p<0,01) em ratos portadores de tumor, confirmando a exaustéao
adrenal, enquanto que a expressao de Tspo (proteina translocadora) n&o foi
significativa (p=0,052), apesar da tendéncia a queda; a expressdo génica de StAR
nado foi significativa. Somente Dex-Al e Dex-IS preveniram o aumento da adrenal
(p<0,01), sugerindo o efeito inibitorio dos corticéides sobre o cortex adrenal, além de
causar inibicdo da funcdo adrenal por diminuir as concentragdes plasmaticas de



corticosterona basal (p<0,05) e pods-estimulo (p<0,01); Meg nao influenciou no
tamanho da adrenal. O Meg nao apresentou disfung&o cortico-adrenal basal, porém
houve perda da resposta apds o teste de estimulo com ACTH, indicando falha na
resposta ao estresse. A variagao do peso da hipdfise nao foi significativa entre os
grupos (p>0,05), porém o grupo tumor apresentou redugdo da porcentagem de
células somatotropicas (p<0,01) e aumento de células tireotropicas (p<0,01).
Adicionalmente, somente Dex-IS foi capaz de prevenir a progressao tumoral, que
nao ocorreu com o Meg. Esses resultados evidenciam a influéncia deletéria da SAC
sobre o eixo HPA e sistema imune. O conhecimento da fisiopatologia e
consequéncias do uso de drogas esterdides permitem extrapolar nossos dados para
o contexto clinico de pacientes com cancer avancado.

Palavras-chave: Caquexia. Cancer. Carcinoma 256 de Walker. Sistema hipdfise-
supra-renal. Glandulas supra-renais. Glucocorticoides. Dexametasona. Megestrol.
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ABSTRACT

The anorexia-cachexia syndrome (ACS), of multifactorial source and complex, is
common in chronic diseases, like advanced cancer. |s associated with weight loss
and decrease food intake, sometimes causing death. The objective of the present
study was to evaluate the influence of neoplastic cachexia over the hypothalamus-
pituitary-adrenal axis and immune system, as well as to analyze the drug effects with
steroid action utilized on the clinical therapeutics over the tumoral development and
ACS. For Walker-256 tumor induction, 8x10" LLC WRC-256 cells were
subcutaneously inoculated in Wistar male rats. The control group animals were
inoculated with PBS 0,5mL, instead of the tumoral cells received by the tumor group.
Starting from 5™ day until de 10" day (sacrifice) from the cell inoculation, the rats
received the following treatments: anti-inflammatory dexamethasone doses (50
Mg/Kg/day subcutaneous, Dex-Al), immunosuppressor dexamethasone doses (1
mg/Kg/day subcutaneous, Dex-IS), megestrol (100 mg/Kg/day oral, Meg) or vehicle
(PBS or corn oil). The body weight and food intake of animals were evaluated daily;
the tumoral mass measurement was done starting from the 4" day. At the sacrifice
day was assessed the body weight loss and blood was collected for basal
corticosterone dosage, as well as performance of stimuli test with ACTH,
corticosterone after-stimuli dosage, cholesterol dosage and leucocytes differential
count. The tumor, spleen, thymus, adrenal and pituitary were removed and weighted
for morphological study and right adrenal for molecular study. The animals bearing
tumor presented weight loss starting from 6" day as well as decreased food intake at
the last 5 days (p<0,01) and development of cachexia, confirming the presence of
ACS. The Dex-Al and Dex-IS groups presented decreased weight starting from 7™
day, that was not due to decreased food intake (p>0,05). Only Dex-IS treatment
caused cachexia in rats non-bearing tumor. Animals bearing tumor presented
structural modification of thymus, increased neutrophils count (p<0,05), decreased
lymphocytes count (p<0,05) and increased spleen weight (p<0,001), while only Dex-
Al and Dex-IS prevented (p<0,05 and p<0,001) the spleen growth; Meg did not
influence on spleen size. Also, the tumor presence caused increased adrenal weight
(p<0,01), probably due to, hyperplasia, and metastasis presence. There was
decreased of plasmatic corticosterone levels after-stimuli by ACTH, result of adrenal
exhaustion because chronic stress; plasmatic cholesterol was not changed (p>0,05).
Genic expression reduction of MC2R (melanocortin receptor 2) (p<0,05) and 33HSDI
(38 dehydrogenase 1) (p<0,01) occurred in rats bearing tumor, confirming adrenal
exhaustion, while the Tspo (translocator protein) expression was not significant
(p=0,052), in spite of fall tendency; the StAR genic expression was not significant.
Only Dex-Al and Dex-IS prevented the adrenal growth (p<0,01), suggesting the
inhibitory effect of glucocorticoids over adrenal cortex and causing inhibition of
adrenal function by diminishing of basal (p<0,05) and after-stimuli (p<0,01) plasmatic
corticosterone levels; Meg did not influence on adrenal size. Meg did not present
basal cortical-adrenal disfunction, however there was loss of response after stimuli



test with ACTH, indicating response against stress failure. The pituitary weight was
non-significant between the groups (p>0,05), but the tumor group presented
reduction of somatotropic cells (p<0,01) and increased thyrotropic cells (p<0,01)
percentage. Additionally, only Dex-IS was effective in preventing the tumoral
development, that did not occur with Meg. These results show the harmful influence
of ACS over the HPA axis and immune system. The knowledgement of
pathophysiology and consequences of steroids drugs use allow to extrapolate our
data for clinical context in advanced cancer patients.

Keywords: Cachexia. Cancer. Walker 256 carcinoma. Pituitary-adrenal system.
Adrenal glands. Glucocorticoids. Dexamethasone. Megestrol.
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1 INTRODUGAO

1.1 SINDROME DA ANOREXIA — CAQUEXIA

A caquexia € uma condigao patoldgica que pode estar presente em
diversas doengas crénicas, tais como cancer em estagio avangado, diabetes, cirrose
hepatica, AIDS, doenca de Cronh e insuficiéncia cardiaca congestiva (TISDALE,
2002; MARTIGNONI et al., 2003). Em pacientes com cancer avangado, a caquexia
esta presente em 80% dos casos, sendo responsavel por 20% das mortes
(TISDALE, 2002). Sua frequéncia pode variar com o tipo de tumor. Em pacientes
com leucemia e cancer de mama, por exemplo, a incidéncia de caquexia € de 40%,
enquanto que em cancer de estdbmago e pancreas pode chegar a 87% (LOBERG et
al., 2007).

Essa desordem metabdlica complexa que envolve aspectos de
anorexia, lipdlise e protedlise leva a perda crénica de massa muscular e tecido
adiposo (GONCALVES et al., 2006). Na caquexia ha alteragcbes no metabolismo dos
carboidratos, sendo que o consumo de glicose de uma célula tumoral chega a ser de
10 a 50 vezes mais que uma célula normal (MATIAS, 2002; GUPPY et al., 2002).
Nesses pacientes, o metabolismo de proteinas e lipidios também esta alterado,
predominando o catabolismo. Esses fatores estdo diretamente relacionados com a
perda involuntaria de peso (INUI et al., 2002; BERTEVELLO; SEELAENDER, 2001).

A fisiopatologia da caquexia envolve resposta inflamatéria, onde
algumas citocinas desempenham um papel fundamental. A produgdo de citocinas
pré-inflamatérias como IL-1, IL-6, IFN-y e TNF-a ativam a transcricdo de fatores
nucleares, como NF-kB, resultando na diminuicdo da sintese protéica muscular
(GUTTRIDGE et al., 2000). Além disso, a ativagao dessas citocinas é responsavel
pela reducdo da proteina MyoD, um fator regulador da transcrigdo de proteinas
musculares que age como modulador da sinalizagdo envolvida no desenvolvimento
muscular (ACHARYYA et al., 2004).

Alguns horménios também podem estar envolvidos na fisiopatologia
da caquexia. A testosterona, que tem seus niveis diminuidos com o avancgo da idade

e algumas doengas como o cancer avangado, estimula mioblastos, promovendo
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sintese protéica e reparando células musculares lesadas (BHASIN et al., 2003).
Além disso, os hormdnios adrenais, especialmente os glicocorticbides suprimem a
captacédo de glicose e aminoacidos por células musculares por inibir transportadores
celulares. Esses efeitos levam a protedlise e diminuicdo de sintese protéica,
observada na caquexia (EWART, 1998).

Outra apresentacdo clinica comum em pacientes portadores de
cancer € a anorexia, caracterizada pela perda de apetite, saciedade precoce,
combinagdo de ambas ou alteragdo das preferéncias alimentares (DAVIS et al.,
2004). Sua incidéncia é cerca de 40% em pacientes com diagnostico recente,
podendo ultrapassar 66% em pacientes terminais (WAITZBERG et al., 2004).

A reducédo da ingest&o alimentar causada pela anorexia, junto com a
diminui¢ao involuntaria de peso corpdéreo por perda de massa muscular e tecido
adiposo levam a caquexia. O conjunto de manifestagdes da caquexia e anorexia
leva a chamada sindrome da anorexia-caquexia (SAC). Essa sindrome, de etiologia
complexa e multifatorial, ndo pode ser revertida por simples suplementagao
alimentar de curto prazo (MACDONALD et al., 2003).

Segundo Waitzberg (2004) mais de 50% dos pacientes com cancer
apresentam SAC. Essa sindrome € mais comum em criangas e idosos e seus
sintomas estdo relacionados com a resposta imune do hospedeiro e caracteristicas
de malignidade do tumor (INUI, 2002). O paciente com SAC pode apresentar maior
susceptibilidade a infecgcbes, bem como complicagbes pds-operatdrias e diminuigao
da tolerancia ao tratamento oncolégico (CABRAL, 2004; MARTIN, 1999).

O diagndstico da SAC é feito através da combinagédo de parametros
clinicos associados ao cancer, laboratoriais € do peso corpéreo dos pacientes
(PINHO et al., 2004; INUI, 2002). Segundo Ferreira (2003) e Inui (2002), a variagao
de 2% em um més, 3,5% em trés meses e 5% em seis meses € aceitavel. A suspeita
de caquexia ocorre quando a perda é maior que 5% em seis meses. Uma perda
involuntaria de 10% ja indica deplegao severa.

Para o tratamento da SAC, o suporte nutricional aumenta a
qualidade de vida do paciente, mas ndo melhora as taxas de mortalidade associadas
aos diversos tipos de cancer. A caquexia nesses pacientes ndo pode ser revertida
apenas com terapia nutricional, pois varios outros fatores além da anorexia
interferem no metabolismo levando a perda de peso (JATOI et al., 2004). Agentes 2

adrenérgicos, inibidores de citocinas e hormdnios anabodlicos podem ser utilizados
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para impedir a excessiva protedlise observada na SAC (ARGILES et al., 2004). Os
estimulantes de apetite, como dronabinol e megestrol também sao utilizados, sendo
este ultimo mais eficiente (JATOIl et al, 2002). Por fim, drogas de efeito
glicocorticéide, como dexametasona sado utilizadas no controle de alguns tipos de
cancer, especialmente cancer de mama, préstata e gastro-intestinais (OSBORNE et
al., 1979; KEITH, 2008).

1.2 CANCER AVANGADO E 0 Eixo HPA

A produgéo de citocinas nas doengas malignas aumenta a produgéo
do horménio liberador de corticotrofina (CRH), um potente agente anorexigeno, que
somado com as prostaglandinas, suprime a produgdo do agente orexigeno
neuropeptideo Y, causando anorexia (INUI, 2002). Pacientes com cancer avangado
podem apresentar estresse crénico, que influencia a resposta neuroimunoenddcrina
através da alteragao do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (HPA).

O CRH e a vasopressina (ou horménio anti-diurético: ADH) sao
produzidos nos nucleos para-ventriculares do hipotalamo e secretados na circulagao
sanguinea pelo hipotalamo e neuro-hipdfise, respectivamente. Esses horménios
agem na hipdfise anterior para promover a secre¢gdo do hormdnio
adrenocorticotrofico (ACTH). O ACTH age na camada intermediaria do cortex
adrenal (zona fasciculada) para produzir os hormdnios glicocorticéides, como por
exemplo o cortisol (figura 1).

A hipdfise, também denominada pituitaria, € uma pequena glandula
com cerca de 1 cm de diametro, pesa 0,5 a 1 g no homem adulto, esta situada na
sela turcica, uma cavidade Ossea na base do cérebro e esta conectada ao
hipotalamo pelo pediculo hipofisario. Em ratos adultos, o peso da hipofise varia entre
7 e 14 mg (ANDERSEN, 1935; EWAN, 1975).
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Figura 1 — Regulacéo da producéao de cortisol através do eixo HPA

Essa glandula pode ser dividida em 2 porgdes distintas: a neuro-
hipofise (hipofise posterior) e adeno-hipdfise (hipofise anterior), além de uma regiao
intermediaria que divide as duas porgbes denominada de parte intermédia, mais
desenvolvida em ratos. A neuro-hipofise é responsavel pela secrecdo do horménio
ADH, responsavel pelo equilibrio hidrico-eletrolitico, e ocitocina, que promove a
ejecao do leite das glandulas mamarias e auxilia na expulsao do feto no trabalho de
parto.

Na adeno-hipofise encontram-se diferentes tipos de células
secretoras especializadas na produgao de diversos horménios peptideos que agem
em glandulas-alvo, promovendo efeitos sistémicos diversos (figura 2). Dentre os
horménios esta o GH (horménio do crescimento), responsavel pelo anabolismo
protéico, multiplicagdo e diferenciacdo celular. Outro horménio produzido pela
glandula é o adenocorticotréfico (ACTH) que regula a secregéo de alguns horménios

do cértex adrenal (glicocorticdides) que por sua vez afeta o metabolismo da glicose,
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proteinas e gordura. O hormodnio tireoestimulante (TSH) regula a secregcao dos
hormonios T3 e T4 pela glandula tiredide que por sua vez controla a velocidade das
reagdes quimicas intracelulares do organismo. A prolactina promove o
desenvolvimento da glandula mamaria e a produgdo de leite. Os horménios
gonadotroéficos denominados foliculo-estimulante (FSH) e luteinizante (LH) agem nas
gbnadas, controlando o crescimento dos ovarios e testiculos, bem como suas
atividades hormonais e reprodutoras. (PAEZ-PEREDA et al., 2005; KELBERMAN,;
DATTANI, 2007; STUMPF, 1980).
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Figura 2 — Hormoénios hipdfisarios e suas agdes nos érgaos-alvo.
Fonte: CESAR; CEZAR. Biologia 2. S&o Paulo, Ed Saraiva, 2002.

As glandulas adrenais sdo 6rgaos enddcrinos pares, situados nos
polos superiores dos rins. Elas sdo formadas pelo parénquima glandular (cortex e
medula) e por tecidos de sustentacdo, estruturas vasculares e nervos formando o
estroma. O cértex e a medula s&o duas regides muito distintas na glandula adrenal.
O coértex estd subdividido em trés partes: zona glomerular, responsavel pela
producao de mineralocorticéides, como a aldosterona; zona fasciculada, onde ocorre
a produgao de glicocorticoides; e zona reticular, que tem como seus principais
produtos os horménios sexuais. A medula adrenal, por¢do central da glandula é

composta por células cromafins, as quais sintetizam e secretam catecolaminas,
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especialmente adrenalina, além de outros neurorménios (IDELMAN, 2000;
STEWART, 2003).

O eixo HPA e o sistema simpatico adrenomedular sdo componentes
fundamentais da reagdo de estresse (CHROUSOS, 1995). Em condi¢des
patolégicas como o céancer, esta reacdo € mediada por citocinas inflamatérias que
incluem o TNF-a, IL-1 e IL-6. Essas sdo capazes de estimular a producao
hipotalamica do horménio liberador de corticotrofina (CRH) e entdo ativar o eixo
HPA, resultando na secrecao de glicocorticoides, que agem como hormdnios anti-
inflamatdrios enddégenos, além de influenciarem o metabolismo glicidico, lipidico e
protéico (ZALOGA et al., 2001). Além disso o CRH estimula a secrecdo de
norepinefrina pela medula adrenal através de receptores especificos, assim como as
catecolaminas estimulam a secre¢do de CRH / ACTH e cortisol (CHROUSOS, 1992;
SAPER et al., 1976).

1.2.1 Sistema Imune e a Resposta de Estresse

O timo é um o6rgéo linféide primario bilobado, situado no mediastino
anterior, e cada lobo da origem a multiplos l6bulos. Cada I6bulo se divide em cortex
e medula, sendo a primeira uma regiao rica em linfocitos T, e a segunda, mais clara,
composta por células dendriticas, macrofagos originados da medula 6ssea e menor
quantidade de linfocitos. E no timo que ocorre a maturagéo dos linfécitos, ou seja, os
timocitos, que sao linfécitos mais imaturos, comegam a adquirir receptores para
antigenos e marcadores de superficie, transformando-se em linfécitos T maduros
(CD4 e CD8). A selecao timica e a delegao de linfocitos incompetentes também é
uma das fung¢des associadas ao timo (CORY, 1995).

Um exemplo de o6rgao linféide secundario € o bago que esta
localizado no quadrante superior esquerdo do abdémen. E constituido pela polpa
branca, uma regiao rica em linfécitos (B e T) e polpa vermelha, onde pode se
observar numerosos macréfagos, ceélulas dendriticas, linfocitos esparsos e
plasmdcitos. O bago é o sitio principal das respostas imunes aos antigenos
provenientes do sangue, além de atuar como depurador de eritrocitos senis e

substancias estranhas da corrente sanguinea (MACLENNAN, 1994).
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Em uma resposta de estresse cronico, como ocorre no cancer
avancado, o sistema imune pode sofrer diversas modificacbes. Selye (1936)
observou que ratos expostos a agentes estressores apresentavam adrenais de
tamanho aumentado e o timo e linfonodos reduzidos de tamanho devido a sua agao
imunossupressora. Além disso, Hench et al (1949) demonstraram que a cortisona
produzida pelas glandulas adrenais era capaz de suprimir 6rgaos imunes. Esses
mecanismos de supressdo envolvem a inibicdo de diversas citocinas proé-
inflamatérias como IL-1, IL-6 e TNF-a, moléculas-chave presente na resposta
inflamatéria como 6xido nitrico e PAF (fator de ativagdo plaquetaria), além da
inibicdo do acido aracddnico com consequente inibicdo da producdo de
prostaglandinas e leucotrienos (IMURA et al.,, 1991; REICHLIN, 1993; CHAPMAN;
GOODELL, 1963).

O resultado dessas alteragbes € uma resposta imunoldgica
totalmente comprometida devido ao bloqueio da quimiotaxia de leucécitos e células
inflamatérias e bloqueio da resposta dessas células de defesa no combate ao
agente agressor, além da supressédo de 6rgados imunes (CRONSTEIN et al., 1992;
ZITNIK et al., 1994).

1.3 ASPECTOS MOLECULARES E FUNCIONAIS DO CORTEX ADRENAL

Conforme explicado anteriormente, o CRH e ADH produzidos no
hipotalamo promovem a secre¢cdao de ACTH por células especializadas da adeno-
hipofise. Apds atingir a corrente sanguinea, o ACTH se liga a receptores especificos
denominados MC2R (receptor para melanocortina tipo 2) (figura 3) que faz parte da
familia de receptores com 7 dominios trans-membrana acoplados a proteina G e
estdo localizados no cortex da gléandula adrenal (IDELMAN, 2000; CLARK et al.,
2003). O ACTH liga-se nesse receptor e a subunidade a da proteina Gs ativa a
enzima adenilato ciclase (AC), que leva a producao de AMP ciclico (LEFKOWITZ et
al., 1971). Outros mecanismos de agcdo do ACTH também envolvem o citoesqueleto
e outros segundo-mensageiros, tais como o calcio e a proteina quinase C. O
segundo-mensageiro mais importante € o AMPc que promove o aumento do numero

de receptores para LDL, transporte do colesterol para as mitocondrias, sintese de
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novo do colesterol, fosforilagdo de proteinas via proteina quinase A (PKA), sintese
de DNA, transcricdo de RNAm e sintese protéica, ativagdo da cascata das enzimas
da esteroidogénese, multiplicagdo celular in vivo, metabolismo dos fosfolipidios e
lipoproteinas. Um dos efeitos da estimulagdo dos receptores MC2R é a conversao
do colesterol em pregnenolona, catalisada pela enzima colesterol desmolase.

Algumas proteinas como StAR (proteina regulatéria aguda
esteroidogénica) e Tspo (proteina translocadora) funcionam também como co-
fatores da esteroidogénese e sdo responsaveis pelo transporte do colesterol para
dentro das mitocondrias (RAFF et al., 2003). A StAR é expressa na zona fasciculada
e glomerular do cértex adrenal de ratos, estando envolvida na regulagado dos niveis
de cortisol e aldosterona no plasma e em situagbes de estresse agudo, onde sua
expressado € estimulada pelo ACTH (PETERS et al., 1998; KHISTI et al., 2003;
ARIYOSHI et al, 1998). A Tspo é uma proteina que limita a etapa da
esteroidogénese e esta envolvida no transporte do colesterol, como a StAR, e sua
expressdo parece estar mais envolvida com a estimulagdo cronica pelo ACTH
(RAFF et al., 2003; LEE et al., 2004).

Além disso, algumas enzimas sao fundamentais na progressédo da
cascata enzimatica de sintese do cortisol. E o caso da enzima 3-beta-
hidroxiesteroide desidrogenase tipo I (3BHSDI), que e uma
desidrogenase/isomerase expressa na adrenal, responsavel pela conversdo da
pregnenolona em progesterona no interior do reticulo endoplasmatico (ABBAZADE
et al., 1995; ZHAO et al., 1991).
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Figura 3 — Aspectos moleculares envolvidos na sintese da corticosterona.

1.4 GLICOCORTICOIDES E SEUS EFEITOS

Os glicocorticoides naturais sao sintetizados a partir do colesterol de
acordo com as necessidades, sob a influéncia do ACTH. Além disso, a secre¢ao de
ACTH é regulada tanto pelo hormdnio hipotaldamico CRH como pelo nivel de
glicocorticéides no sangue por feedback negativo (figura 1). Na espécie humana o
cortisol é o principal glicocorticoide e possui ritmo circadiano, com um pico de manha
ao acordar (16 pg/dL) e um segundo pico (menor) no final da tarde (4 pg/dL), com
seus niveis plasmaticos decrescendo ao longo do dia chegando a baixos niveis
durante a noite e novamente aumentando progressivamente durante a madrugada
até novamente atingir niveis maximos durante a manha. Os ratos possuem habitos

noturnos, e por isso o ciclo é invertido e os niveis plasmaticos elevados de
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corticosterona (principal glicocorticdide nos murinos) ocorrem no inicio da noite
(BLISS et al., 1953; HERMAN et al., 1996).

Os (glicocorticoides sintéticos sdo medicamentos analogos aos
glicocorticéides naturais, utilizados com finalidade terapéutica. Exemplos desses
medicamentos s&o a dexametasona, hidrocortisona, betametasona, beclometasona
e prednisolona. Variam em poténcia farmacolégica e meia-vida, além de diferentes
afinidades pelos receptores para glicocorticéides e mineralocorticéides (IDELMAN et
al., 2000).

A interagao dos glicocorticdéides com receptores intracelulares (GR)
especificos de alta afinidade no citoplasma (GRa e GRB) pode promover a indugao
ou repressao da transcricdo génica através da migracdo do complexo esterodide-
receptor para o nucleo e ligagado a elementos do DNA. A repressao € obtida através
da inibicdo de diversos fatores de transcricdo, como NF-kB e AP-1 (TAK et al.,
2001). A indugao envolve a formacao de mRNAs especificos, que dirigem a sintese
de proteinas, como quinase dependente de AMPc (LAMBERTS et al., 1997). Um
dos principais efeitos é a inibicdo da expressdo de genes da fosfolipase A2,
ciclooxigenase 2 e Oxido nitrico sintase 2, diminuindo a produgdo de PAF,
prostandides e oxido nitrico, substancias-chave da resposta inflamatéria (NAKANO
et al., 1990; O’BANION et al., 1992; MONCADA et al., 1993).

Os glicocorticoides também influenciam no trafego de leucécitos
circulantes, através da inibicdo da expressdao de moléculas de adesdo e seus
respectivos receptores, além de inibir muitas fungdes dessas células. Eles suprimem
a ativagdo de leucécitos, especialmente linfécitos Th1, inibem a produgdo de
citocinas pro-inflamatdrias, como IL-6 e IL-1B e outros mediadores inflamatérios,
além de causar resisténcia a essas substancias. A apoptose de eosindfilos e alguns
grupos de células T podem ser resultado da acédo dos glicocorticoides (MONCADA
et al., 1993).

Dentre as fungdes fisiologicas dos glicocorticoides (cortisolemia de
até 400 nmol/dL) estdo a manutencdo da glicemia, pressao arterial, temperatura
corporal e massa muscular, controle da ingestdo de alimentos, agao
imunomoduladora e neurotrasmissora. As propriedades antiinflamatérias (acima de
1000 nmol/dL) e imunossupressoras (acima de 2000 nmol/dL) dos glicocorticéides
promovem uma série de alteragdes metabdlicas e imunoldgicas no organismo (figura
4) (BOUMPAS et al., 1993).
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Figura 4 — Glicocorticoides e seus efeitos.

Seu uso é indicado como droga antiinflamatdria, no tratamento de
asma, algumas doengas auto-imunes, como artrite reumatoide e lupus eritematoso
sistémico, além da ag¢ao imunossupressora contra rejeicao de enxerto em pacientes
trasplantados (BARNES, 2006; BOUMPAS et al., 1993). Em pacientes com céancer,
especialmente de prostata e mama, os glicocorticoides s&o utilizados na prevengao
da progressao tumoral e melhora na taxa de sobrevivéncia, além de efeitos
estimulantes sobre o apetite no curto prazo (OSBORNE et al, 1979; VAN
HALTEREN et al., 2003).

Altas doses de glicocorticoides podem resultar em aumento da
protedlise, hiperglicemia, aumento da resisténcia a insulina, osteoporose, dificuldade
de cicatrizagao e diminuicdo da resposta imunologica (BOUMPAS et al., 1993). Além
disso, a administragdo de doses elevadas de glicocorticoides pode causar atrofia
muscular em humanos (DARDEVET et al., 1995; MITCH; GOLDBERG, 1996). Esse
efeito é devido a acgédo inibitdria da sintese protéica somada a acao estimulatéria da
degradacido de proteinas em musculo esquelético causado pelos glicocorticéides
(ROY et al., 1983; SAVARY et al., 1998; SEENE, 1994; FERRANDO et al., 1999).

Outra explicagao para a perda de massa muscular é a inducdo da expressao de
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miostatina pelos glicocorticéides. A miostatina, que € conhecida como fator 8 de
diferenciacao e crescimento, € um membro da superfamilia do fator transformante
de crescimento-B e funciona como regulador negativo da massa muscular
esquelética (MA et al., 2003). Assim, o uso crénico de glicocorticoides por pacientes

com cancer avanc¢ado pode levar a caquexia.

1.5 O MEGESTROL NO TRATAMENTO DA ANOREXIA NO CANCER AVANGADO

O megestrol € um hormdnio pertencente a classe das progestinas
sendo um analogo da progesterona utilizado como terapia hormonal de segunda
linha para o cancer de mama metastatico dependente de hormbnio, bem como para
o tratamento do carcinoma endometrial previamente tratado por cirurgia e
radioterapia. Na hipdfise, o0 megestrol possui propriedades agonistas
progestacionais, reduzindo a secregao de LH. Além disso, as progestinas estimulam
o apetite e restauram a sensacao de bem-estar em pacientes caquéticos com cancer
e AIDS em estagios avancados (LOPRINZI et al., 1992; LUNDGREN et al., 1996;
NAING et al.,, 1999). Seu mecanismo de agdo ndo é muito bem conhecido, mas
acredita-se que a estimulacdo do apetite possa ser explicada pela acdo mediadora
do megestrol na inibigdo da produgado de citocinas, indugao do apetite por agao
hipotalamica ou ambos (MANTOVANI et al., 1998; MCCARTHY et al., 1994).

Outra propriedade importante do megestrol € a sua agao
antiandrogénica, agindo como agonista parcial fraco e inibidor competitivo do
receptor de androgénio no tecido-alvo. Assim, € eficaz no tratamento de canceres
dependente desses receptores (Liu et al., 2002).

Além disso, o megestrol possui a propriedade de suprimir a secregéo
de ACTH e cortisol, provavelmente através de efeitos agonistas sobre os receptores
GR (BOTELLA et al.,, 1986; DAVID et al., 1963). A agdo sobre esses receptores
também pode induzir o apetite em pacientes tratados com megestrol (MANN et al.,
1997).
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1.6 JUSTIFICATIVA

As taxas elevadas de morbidade e mortalidade causadas pelo
cancer avancgado justificam a necessidade de maiores estudos sobre a sua
fisiopatologia. Esta cada vez mais evidente que os mecanismos que envolvem a
regulacdo bioldgica do organismo estdo baseados em uma interagdo funcional e
coordenada entre o sistema enddcrino (células neurosecretoras hipotalamo-
hipofisarias e seus 6rgaos-alvo), o sistema nervoso central e periférico e o sistema
imune (POLAK; BLOOM, 1986; KVETNOQY et al., 2000). O sistema neuroenddécrino
exerce influéncia em praticamente todos os o6rgdos e participa da producédo de
substancias biologicamente ativas que possuem um papel fundamental na regulagéo
da homeostase, agindo através de mecanismos por via neuroenddcrina, endécrina e
paracrina. Além disso, sabe-se que neurdnios e células imunocompetentes possuem
interagcbes muito proximas e bem estabelecidas que regulam a homeostase
sistémica através da producdo e secrecdo de uma variedade de mediadores
celulares, como citocinas, hormdnios peptidicos e quimiocinas (SALZET, 2002). Por
outro lado, algumas citocinas, incluindo o TNF- a, sdo produzidas pelo cancer
avangado, sendo determinantes no desenvolvimento da anorexia e da caquexia
(GUTTRIDGE et al.,, 2000). Portanto, o sistema neuroimunoendécrino tem
participacdo fundamental neste contexto e suas respostas merecem estudo para
melhor compreensao da SAC relacionada ao cancer.

Pacientes portadores de céancer avancado e SAC sado tratados
empiricamente com esterdides cujos mecanismos de acdo estdo relacionados ao
seu efeito glicocorticoide, com potencial efeito inibitério sobre o eixo HPA e demais
efeitos colaterais ja descritos, mas que dependem da dose utilizada. Em certos
casos ha relato de redugao da anorexia, enquanto que em outros pode acontecer
reducdo da progressédo tumoral, porém tais efeitos ainda n&do foram totalmente
compreendidos. Nesse contexto, esses farmacos podem agir inibindo ou
favorecendo o desenvolvimento tumoral dependendo da dose utilizada, condigcéao
clinica e estagio de evolugédo da doenga, bem como promover agao deletéria sobre o
sistema neuroimunoenddcrino nesses pacientes ou piorar a caquexia devido ao
possivel efeito farmacolégico indesejado (BARNES, 2006). Entretanto, se

considerarmos que a anorexia decorre de mediadores inflamatorios produzidos em
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resposta a presenga do tumor, a inibigdo do crescimento tumoral como resultado
terapéutico com esterodides poderia ser benéfica sobre a anorexia e a caquexia.
Diante dos fatos mencionados, o estudo de 6rgaos envolvidos nesse
complexo sistema neuroimunoendécrino se fundamenta na necessidade de
compreensao do processo de caquexia neoplasica. Esses resultados, juntamente
com a avaliagado da resposta ao tratamento com esterdides utilizando um modelo
animal de SAC, poderado proporcionar subsidios e informagdes relevantes para o
estabelecimento de medidas visando reduzir as taxas de morbimortalidade causada

pelo cancer avangado.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

e Estabelecer o padrdo de resposta morfologica e funcional do
eixo hipofise-adrenal e do sistema imune no desenvolvimento do cancer avangado
associado a caquexia.

e Analisar o efeito de medicamentos com acao esterdéide utilizados
na terapéutica clinica no quadro de caquexia neoplasica, através de um modelo

experimental de caquexia em ratos induzida por tumor Walker-256.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estudar o efeito da dexametasona em doses antiinflamatoria e
imunossupressora, e do megestrol, sobre a anorexia, a perda de peso, a evolugao
tumoral e o sistema neuroimunoenddcrino, em ratos caquéticos induzidos por tumor
Walker-256.

e Padronizar uma técnica de coloragéo histoldgica especifica para
a glandula hipdfise, a partir das técnicas originais de Tetracrdmio de Herlant e AB-
PAS-Orange-G, permitindo interpretar suas alteragdes histopatolégicas nos animais
estudados.

e Caracterizar a resposta adrenal de secregcao de corticosterona
nos ratos com caquexia neoplasica, comparativamente ao aspecto morfolégico dos
corticotrofos na hipdfise.

e Analisar o perfil de expressao dos genes que codificam o
receptor MC2R, proteinas StAR e Tspo (co-fatores para o transporte do colesterol) e
3BHSDI (uma enzima-chave da esteroidogénese para produgéo de corticosterona) e
comparar a resposta morfolégica das glandulas adrenais de animais portadores de
caquexia neoplasica sob diferentes tratamentos.

e Estudar as alteragbes histopatolégicas do timo e do bago bem

como a porcentagem leucocitaria nesses animais.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar, machos, adultos pesando entre (200-
300 g) provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual de Londrina. Os
animais foram mantidos em gaiolas individuais de polipropileno com cepilho, nas
dimensdes de 20 cm de largura por 35 cm de comprimento por 18 cm de
profundidade. Os animais permaneceram em ambiente com temperatura controlada,
sob ciclo de claro/escuro de 12 horas, sendo alimentados ad libitum com agua e
alimento completo durante o experimento com 52% de carboidratos, 21% de
proteinas e 4% de gorduras (Nuvital Nutrientes, Curitiba-PR, Brasil).

Todos os grupos receberam pré-tratamento com dexametasona
(dexametasona 0,5 mg/5 mL elixir - Genérico — EMS) em dose imunossupressora
(1mg/Kg) na agua de beber por 2 dias (24 horas antes e no dia da inoculagao das
células tumorais). Esse protocolo foi padronizado a fim de permitir a obtencao de
animais com crescimento tumoral semelhante.

No momento da inoculagdo (dia 0), os animais do grupo tumor
receberam injecdo de células tumorais enquanto que os animais do grupo controle
receberam injecao de PBS (16,5 mM, NaCl 137 mM e KCI 2,7 mM pH 7,4) (figura 5).
A partir do 5° dia até o dia do sacrificio (10° dia), os animais dos grupos controle e
tumor receberam um dos seguintes tratamentos:

e Veiculo: PBS via subcutanea, ou 6leo de milho via gavagem.

e Dex-Al: dexametasona (dexametasona fosfato dissddico
4mg/mL injetavel — Decadron® - Ache) em dose antiinflamatéria (0,05 mg/Kg/dia)
diluida em PBS via subcutanea.

e Dex-IS: dexametasona em dose imunossupressora
(1mg/Kg/dia) diluida em PBS via subcutanea.

e Meg: megestrol (acetato de megestrol 160 mg comprimidos —
Femigestrol® - Bergamo) na concentragao de 100 mg/Kg/dia dividido em duas doses

diarias (uma de manha e uma a tarde) dissolvido em 6leo de milho via gavagem.
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Os animais sem tumor sob diferentes tratamentos (Dex-Al, Dex-IS
ou Meg) foram estudados apenas quanto a perda de peso corporal e indice de
caquexia.

Para a realizagdo dos experimentos, foram utilizados de 3 a 10
animais por grupo e o presente trabalho foi aprovado pelo comité de ética e esta
cadastrado sob o numero 43/07 (CEEA/UEL).

dias 0 5 10
| | ] ]
| | 1 1
\ ) g /
/' T 1 Pe_:f‘ia 1
Imunessupressio Inicio do tratamento: NN
rdurante 2 dias) Transplante: r . ‘ wratamente
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-Dex Al coletade
ppo  ———p Controle - Dox IS amostras
ou
-Mecg
[-Veiculo
células -Dex Al
wmorais — > Tumor - Dex IS
{Bx107céls) - HeX
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Figura 5 — Ordem cronolégica dos experimentos. Grupo controle: Animais inoculados
com PBS receberam veiculo (PBS via subcutinea ou 6leo de milho via
gavagem), dexametasona em dose antiinflamatéria (0,05 mg/Kg/dia via
subcutanea — Dex-Al), dexametasona em dose imunossupressora (1
mg/Kg/dia via subcutdnea — Dex-IS) ou megestrol (100 mg/Kg/dia dividido
em 2 doses diarias via gavagem — Meg) a partir do 5° dia. Grupo tumor:
Animais inoculados com células tumorais receberam veiculo, Dex-Al, Dex-
IS ou Meg a partir do 5° dia.

3.2 MANUTENGAO DAS CELULAS TUMORAIS DE WALKER-256

As células tumorais de Walker-256 foram mantidas em laboratério
através de passagens semanais de células viaveis para a cavidade abdominal de
ratos Wistar machos adultos. Os ratos com as células do tumor ascitico foram
anestesiados com éter etilico e inoculados por via intraperitoneal com cerca de 6 mL
de PBS gelado heparinizado para a remocéao do liquido ascitico. Apds centrifugacao
a 2500 rpm, durante 10 min e a 4°C, a fragdo composta por células tumorais foi

removida e adicionada a igual volume de PBS. A viabilidade celular foi determinada
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em camara de Neubauer, através do método de exclusao pelo azul de Tripan. Cerca
de 2 x 10° células/0,5 mL foram injetadas na cavidade abdominal de outro rato para

a manutencao das células do tumor.

3.3 IMPLANTAGAO DAS CELULAS TUMORAIS DE WALKER-256

Nos grupos experimentais com tumor foram inoculadas 8 x 107
células/0,5 mL na regiao posterior do flanco direito por via subcutanea com seringa e
agulha de 0,45x13 26G. Nos grupos sem tumor foram injetados 0,5 mL de PBS na
mesma regido por via subcutdnea. Os animais foram pesados antes do

procedimento.

3.4 ACOMPANHAMENTO DOS ANIMAIS

O peso dos animais e o consumo de racdo foram mensurados
diariamente. O volume do tumor foi medido no 4°, 6°, 8° e 10° dia apds inoculagao
das células tumorais utilizando um paquimetro. Foi utilizada a seguinte férmula: V; =
Ct x Lt x (Pt-prie) X 0,52333 (COCHAND-PRIOLLET et al., 2003).

Onde:

V= volume do tumor (em cm?®)

C¢= comprimento do tumor

L= largura do tumor

P= profundidade do tumor

pre= profundidade do flanco esquerdo (sem tumor)

0,52333= fator para calculo do volume de estruturas elipsoides
(3,14/6)
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3.5 COLETA DE AMOSTRAS

Os animais foram anestesiados com solugdo de xilazina (xilazina
2,3% injetavel - Anasedan® - Vetbrands) na concentracédo de 3 mg/Kg + ketamina
(Ketamina Agener® 10% injetavel - Agener Unido) na concentragéo de 90 mg/Kg via
intraperitoneal. Apos 5 minutos foi feito um corte com lamina de bisturi na
extremidade da cauda para a coleta de sangue em microtubo heparinizado
destinado a dosagem da corticosterona basal. Apdés o teste de estimulo das
glandulas adrenais foi realizada a puncgao intracardiaca para a coleta de sangue em
microtubo heparinizado destinado a realizagdo da dosagem da corticosterona
sanguinea pos-estimulo com ACTH e dosagem do colesterol total. Além disso, uma
pequena quantidade de sangue foi utilizada para a confecgado de laminas para a
contagem hematoldgica diferencial de leucdcitos. Os microtubos contendo plasma

foram armazenados a -80°C.

3.6 TESTE DE EsTimuLO DAS ADRENAIS coMm ACTH

Com os animais anestesiados, foi administrado ACTH na
concentracdo de 42 pm/Kg/100 pL via intraperitoneal para realizacdo do teste de
estimulo do coértex adrenal, sendo feita a coleta de sangue 15 minutos apos a
aplicacao de ACTH.

3.7 SACRIFicIO E COLETA DE ORGAOS

ApoOs a coleta de sangue, os animais foram sacrificados por injecao
intracardiaca de solugdo de KCIl 10%. Foram dissecados e pesados o tumor, baco,
timo, adrenal esquerda e hipofise e em seguida esses érgéos, foram colocados em
solucgdo fixadora de Bouin (75 mL de acido picrico concentrado + 25 mL de formol +

5 mL de acido acético concentrado) para processamento histopatoldgico. A adrenal
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direita dos animais foi retirada com l|admina de bisturi estérii e colocada em
microtubos estéreis, contendo solugdo conservadora de nucleotideos (TRIzol) para

estudo molecular, os quais foram armazenados a -20°C.

3.8 DETERMINAGAO DO ESTADO DE CAQUEXIA

A porcentagem de perda de massa corpérea foi determinada
utilizando-se a equacéao abaixo. Os animais foram considerados caquéticos quando

apresentaram perda de massa corporea maior ou igual a 10%.

% Perda de massa corpérea = __[mie—mfe+(mt)+gmc] x 100
(mie+gmc)

Onde:

mie = massa corporea inicial do animal com tumor

mfe = massa corpodrea final do animal com tumor
mt = massa do tumor

gmc = ganho de massa do grupo controle.

3.9 DETERMINAGAO DA CONCENTRAGAO DE CORTICOSTERONA

A concentracdo de corticosterona plasmatica foi determinada por
ensaio imunoenzimatico (Corticosterone EIA Kit, Cayman Chemical), baseada na
competicdo entre a corticosterona e um conjugado de corticosterona -
acetilcolinesterase (AChE) por um numero limitado de sitios ligadores em anticorpo
de coelhos especifico para corticosterona. Como a concentracdo de AChE é
constante e a concentragdo do analito corticosterona a ser dosado varia, a
quantidade de AChE que se liga no Ac de coelho € inversamente proporcional a
concentracdo do analito corticosterona na solugdo estudada. O complexo Ac-
corticosterona (analito ou AChE) se liga a um Ac monoclonal de camundongo anti-

IgG de coelho que foi anteriormente aderido a placa. Em seguida, a placa é lavada



40

para remogao de possiveis interferentes e entdo o substrato para AChE é
adicionado no poco. O produto da reacdo enzimatica tem coloragdo amarela e com
forte absorgcdo na regido de 412 nm. A intensidade dessa coloracdo, determinada
espectrofotometricamente, é proporcional a quantidade de AChE ligada e
inversamente proporcional a quantidade do analito corticosterona a ser dosado.

As amostras de plasma heparinizadas foram aplicadas em cada
poco, nas diluigdes de 1:25 para corticosterona basal e de 1:100 para corticosterona
pos-estimulo com ACTH. A leitura da placa foi realizada em espectrofotdbmetro de

placa 60 minutos apds a adigao do substrato.

3.10 DETERMINAGAO DA CONCENTRAGAO DE COLESTEROL TOTAL

A concentracdo de colesterol total no plasma foi determinada por
método enzimatico, conforme descrito por Tietz (1995), onde os ésteres de
colesterol sao clivados a colesterol e acidos graxos pela colesterol-esterase (CE). O
colesterol resultante é oxidado enzimaticamente pela colesterol-oxidase (CO) a
peréxido de hidrogénio e colest-4-en-3-ona. O perdxido de hidrogénio, em presenga
da peroxidase — POD (1000 U/L), produz a ligagdo oxidativa do fenol com a
4-aminoantipirina - 4-AAP (0,5 mmol/L) e da origem a um cromégeno com maximo
de absor¢cdo no comprimento de onda de 505 nm. A leitura pode ser feita em
espectrofotbmetro apos incubacéo de 10 minutos a 37 °C.

ésteres de colesterol — <€ colesterol + acidos graxos

colesterol + O, ——C°_, colest-4-en-3-ona + H,0,

2H,0, + 4-aminofenazona + fenol —F22» quinoneimina + 4 H,O
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3.11 EsTuDO MOLECULAR DA GLANDULA ADRENAL

3.11.1 Pesquisa de Sequéncia Génicas e Primers

Os genes estudados foram selecionados de modo que eles
participassem da cascata da esteroidogénese, para se estabelecer o padrdo de
resposta funcional da glandula adrenal e o controle da mesma pelo horménio
adrenocorticotrofico. Portanto os genes selecionados foram: gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH), gene de controle interno, sendo ele constitutivo (esta
presente em todas as células); receptor para melacortina tipo 2 (MC2R); 3R3-
desidrogenase | (3RBHSDI); proteina regulatéria aguda esteroidogénica (StAR) e
proteina translocadora (Tspo), que até recentemente era denominada de PBR
(receptor benzodiazepinico periférico). As sequéncias de RNA mensageiro (RNAm)
e DNA genbmico foram pesquisadas em bases de dados, NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e Ensembl
(http://www.ensembl.org/Rattus_norvegicus), respectivamente. Foram localizados os
exons e introns de cada gene, para permitir a construgdo ou checagem de
oligonucleotideos (primers) capazes de amplificar o RNAm dos genes de interesse
flanqueando pelo menos uma regido intrbnica, para diferenciagdo do fragmento

transcrito e do fragmento gendémico (a excegdo do MC2R, gene de apenas 1 éxon).


http://www.ensembl.org/Rattus_norvegicus
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Tabela 1 - Lista de primers utilizados para analise do receptor para ACTH, enzima e co-fatores da
esteroidogénese. MC2R: receptor para melanocortina tipo 2; 3RHSDI: 3R-desidrogenase
I; StAR: proteina regulatéria aguda esteroidogénica; Tspo: proteina translocadora;
GAPDH: gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (gene constitutivo de controle interno); pb:
pares de base; T.A.: temperatura de anelamento; S: sense; AS: anti-sense.

Genes N° de Produto Seqiiéncia do primer N° de T.A. Referéncia
acesso | de PCR (5°-3) ciclos
NCBI (pb)
MC2R | XM_001 150 S- TGATCTTCTCCCACCATATCC 35 53°C Salzmann, C., et
067549 AS- TCATGTTGGCTCTAGGAAGG al., 2004
HSD3R | | NM_001 264 S- TCACATGTCCTACCCAGG 35 51,8°C | Akingbemi, B. T.,
007719 AS- ATTTTTCAGGATGCTCCC et al., 2004
StAR NM_031 389 S- TTGGGCATACTCAACAACCA 35 53,0°C | Akingbemi, B. T.,
558 AS- ATGACACCGCTTTGCTCAG et al., 2004
Tspo NM_012 198 S- GCTATGGTTCCCTTGGGTCT 30 53,5°C | EMBOSS verséo
515 AS- 2.10.0 Win 0.8
CCAGGCCAGGTAAGGATACA
GAPDH | NM_017 493 S- 30 55°C Okamoto, T., et
00 ATGGTGAAGGTCGGTGTGAACG al., 1996
AS-
GTTGTCATGGATGACCTTGGCC

3.11.2 Extracao de RNA

Apds descongelamento, as adrenais direitas foram fragmentadas

utilizando-se um bastdo de vidro devidamente autoclavado. Em seguida, foram
agitadas em vortex por 30 a 60 segundos, seguida de 5 minutos de repouso em
temperatura ambiente, e centrifugadas em spin a 10.000 rpm por 5 minutos a 4°C.
Apds a centrifugacédo, foi adicionado 200 uL de cloroférmio gelado em cada
microtubo, agitado no vortex por 15 segundos e centrifugado em spin 10.000 rpm
por 15 minutos a 4°C. Em seguida, a fase superior aquosa contendo RNA foi retirada
e adicionada em microtubo contendo 500 pL de isopropanol gelado para
precipitacdo do RNA. Depois disso, as amostras foram agitadas, incubadas em
temperatura ambiente por 10 minutos e centrifugadas em spin 10.000 rpm por 10
minutos a 4°C. Finalizada a centrifugacéo, o pellet foi lavado com 1 mL de etanol a
75% gelado, agitado e centrifugado a 10.000 rpm por 10 minutos a 4°C seguido de
secagem em temperatura ambiente. Por fim, o RNA obtido foi ressuspendido em

agua ultrapura livre de RNases e as amostras foram armazenadas a -80°C.
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3.11.3 RT-PCR Semi — Quantitativa

A reacgao de RT (transcricdo reversa) para obtencdo do DNAc (DNA
complementar) foi realizada segundo protocolo da enzima MMLV-RT (Invitrogen),
seguida da quantificagao por densitometria Optica através da relagao A260/A280. Foi
realizada a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) com o DNAc obtido, usando os
primers especificos para cada gene com uma temperatura de desnaturagdo a 94° C
por 45 segundos, temperatura de anelamento especifica de cada primer (tabela 1)
por 45 segundos e extensdo a 72° C por 1 minuto e 30 segundos. Os fragmentos
amplificados foram depositados em gel de acrilamida 10% em corrida paralela com
um marcador de peso molecular padrdo (ladder). Em seguida, os géis foram
corados, revelados e fotodocumentados para quantificagdo computadorizada da
densitometria das bandas contendo os produtos de PCR de peso esperado. A

densitometria foi calculada utilizando-se o programa ImageJ 1,40g (NIH).

3.12 PROCESSAMENTO HISTOPATOLOGICO

A inclusdo do baco, timo, adrenal e hipdfise foi realizada em estufa
através de desidratagdo progressiva em alcool 70%, 80%, 95% e em seguida foram
dados 3 banhos de alcool absoluto. Depois disso, 3 a 4 banhos de xilol
(diafanizagéo), seguidos de 4 banhos de parafina para impregnagcdo seguida de
inclusdo. Os cortes para as coloragdes foram feitos em micrétomo com extensao
sobre lamina de vidro e apresentavam 5 um de espessura para baco e timo,

enquanto que adrenal e hipdéfise apresentavam 3 ym de espessura.

3.13 COLORAGOES HISTOLOGICAS

Apods a retirada da parafina com xilol e hidratagao dos cortes (alcool

absoluto, 95%, 80%, 70% e agua destilada), as laminas do baco, timo, adrenal e
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hipofise foram coradas pelo método tradicional de hematoxilina-eosina (H&E) para
analise estrutural e verificagdo da presenca de metastases. As coloragdes especiais
foram utilizadas somente para a hipofise, como descritos a seguir. Apos a realizagéo
de cada coloragdo, as laminas foram submetidas as etapas de desidratacao,
diafanizacao (xilol), montagem com xilol e laminula sobre os cortes utilizando-se

balsamo do Canada ou Entellan.

3.13.1 Coloragoes Especiais Para a Hipofise

Além da coloragdo de H&E (figura 6) para analise estrutural, foram
utilizadas duas coloragdes em tetracrbmio para, em associagdo, permitir a
interpretacao dos 5 subtipos celulares da adeno-hipdfise.

Esses protocolos foram elaborados apdés uma compilacdo dos
autores Herlant (1960), Kraicer (1967), Bencosme (1973), Baker (1977), Benjamin
(1982), Mourlan (1994) e Trouillas (2003) com algumas modificagdes.

Coloracao Tetracromio de Herlant (TH): Apds desparafinizagao e
hidratagdo dos cortes, as laminas foram coradas por 15 minutos com eritrosina 1%.
Apoés lavagem rapida em agua destilada os cortes foram corados com Mallory |l por
10 minutos. Em seguida, foram lavados com agua destilada e corados com azul de
alizarina por 20 minutos. Novamente, os cortes foram lavados em agua destilada e
depois foi adicionado acido fosfomolibdico 1% em solugdo aquosa por 15 minutos. A
diferenciagao citoplasmatica foi feita utilizando acido fosfomolibdico 1% em alcool
70% que permite diferenciar as células somatotrépicas (GH) com citoplasma
alaranjado das células produtoras de prolactina com citoplasma vermelho, sempre
acompanhando ao microscopio. Apos a diferenciagéo, foi feita a passagem rapida
em acido fosfomolibdico 1% em alcool 90%, seguida de alcool absoluto e xilol para
diafanizacdo e montagem.

Ao fim da coloracéo, as células somatotroficas se apresentam de cor
laranja, as produtoras de prolactina aparecem com granulos vermelhos, as células
gonadotroficas (FSH e LH) em azul claro e as células produtoras de ACTH em azul

turquesa (tabela 2).
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Tabela 2 - Interpretagdo dos tipos celulares da adeno-hipdfise através das
coloragdes de Tetracromio de Herlant, Alcian-Blue-PAS-Orange G e
Hematoxilina & Eosina. GH: horménio do crescimento; PRL:
prolactina; TSH: horménio tireoestimulante; ACTH: hormdnio
adenocorticotrofico, FSH: horménio foliculo-estimulante; LH:
horménio luteinizante.

Células Hipofisarias / Tipo de secrecio hormonal
Tipo de Coloracio  |Sormatotrofo| Lactotrofo Corticotrofo | Gonadotrofo

Tetracromio de Herlant]
{Lyon - J. Trouillas)
AB-PAS-Orange G

(1994 Mourlan)
Hematoxiling & Fosina| Aciddfila | Aciddfila Basdfila Bazdfila Basdfila
Artero-
Topografia Lateral Lateral | Ventro-medial | medial Lateral

Abundancia (%) 50% 20%0 2-5% 15 - M% 5%
Tipo Celular o Y il - Bfy

Pemquenas Grande e

Formaio da Célula  |Arredondada|com grimidos)  Poligonal | Arredondada | arredondada

Para a realizacdo da coloracdo por Tetracromio de Herlant foram
utilizados os seguintes corantes/reagentes e algumas técnicas importantes de
preparacao: a) Eritrosina (RAL 239 ou Erythrosine B Anachemia) 1% em tampao
acetato de sédio pH 6.21; b) Mallory Il : Azul de anilina hidrossoluvel (Chroma ou
Gurr) 0,5% e Orange G (Anachemia, Chroma ou Gurr) 2% em agua destilada pH<4.
Foi dissolvido no calor e, apds resfriado, foi acrescentado 8 mL de acido acético; c)
Azul de alizarina: azul de alizarina (acide alizarine blue BB michrome n° 9 E. Gurr)
0,5% e sulfato de aluminio 10% em agua destilada. As substancias foram fervidas
com um pouco de agua destilada durante cerca de 3 minutos até obter uma
coloracdo azul-violeta. Apos resfriado o volume foi completado para 100 mL (é
necessario formar uma superficie marrom-metalica ou laca de aluminio) e filtrado
apos 24 horas; e d) Acido fosfomolibdico 1% em alcool 70% e Acido fosfomolibdico
1% em alcool 90%.

Coloragéo de Alcian blue — Acido periddico de Schiff — Orange G
(AB-PAS-OG): Os cortes hidratados foram oxidados pela mistura de Gomori por 10
minutos e em seguida foram descorados pela solugdo de metabissulfito de potassio

2%. Depois disso, foram corados pela solucdo de Alcian Blue 2% por 20 minutos e
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lavados em agua destilada para retirar o excesso de corante. Foi feita a oxidagao
dos cortes pela solugdo de acido peridédico 1% por 15 minutos e tratados com
reagente de Schiff ao abrigo da luz por 20 minutos. Apds essa etapa, € necessario
que seja feita a viragem em agua corrente por cerca de 10 minutos. Por fim, os
nucleos foram corados com hematoxilina de Groat por 90 segundos, em seguida foi
lavado com agua destilada e as partes aciddfilas foram coradas com orange G-
fosfomolibdico por 10 minutos. As laminas foram desidratadas em alcool 95% e
alcool absoluto, seguida de xilol para diafanizagdo e montagem.

Foram utilizados os seguintes corantes/reagentes e algumas
técnicas importantes de preparacao para a realizagao da coloragdo de Ab-PAS-OG:
a) Mistura de Gomori: Solugdo de permanganato de potassio 2%, acido sulfurico 5%
e agua destilada na proporcao de 1:1:6 volumes; b) Alcian Blue 2% pH 2.5: Alcian
blue 2% em agua destilada com 3% de acido acético; c) Reagente de Schiff: Foi
dissolvido 1 g de fucsina basica em um becker com 200 mL de agua fervente, em
seguida a mistura foi resfriada até 70°C, adicionado 2 g de metabissulfito de sodio
ou bissulfito de sédio, agitado, resfriado novamente e adicionado 10 mL de &acido
cloridrico 9%. Em seguida a solugéo foi tampada e conservada ao abrigo da luz por
24 horas, quando entdo podia ser filtrada com carvao ativado (essa solugédo devera
sair incolor); d) Hematoxilina de Groat: Foi preparado um becker (1) com agua
destilada contendo 2% de acido sulfurico e 2% de sulfato de amdnio férrico. Além
disso, foi utilizado outro becker (2) com etanol 95% contendo 1% de hematoxilina.

Por fim, o Becker 1 foi vertido no Becker 2 e homogeinizado bem.

3.13.2 Interpretacao dos Cortes Histopatolégicos

Para a analise dos diferentes tipos celulares da adeno-hipéfise foram
feitas trés laminas histolégicas da hipéfise de cada animal para serem realizadas as
coloragcdes AB-PAS-Orange G, Tetracrobmio de Herlant e Hematoxilina & Eosina.

As laminas foram analisadas aos pares pelas coloracbes de AB-
PAS-Orange G e Tetracrbmio de Herlant, para a diferenciacdo dos cinco tipos
celulares presentes na adenohipdfise, de acordo com as cores da tabela 2. Os tipos

celulares pesquisados foram: células somatotroficas (produtoras de GH), células
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lactotréficas (produtoras de prolactina), células tireotréficas (produtoras de TSH),
células corticotréficas (produtoras de ACTH) e células gonadotréficas (produtoras de
FSH/LH). As laminas coradas em H&E foram utilizadas para a analise morfologica
geral da estrutura da hipdfise.

Para a diferenciacdo das células produtoras de GH foi observada a
existéncia de células com o citoplasma corado em laranja na coloragcado de TH (figura
8). Na observacéo de células produtoras de prolactina também foi utilizada a mesma
coloragcédo, observando-se a existéncia de células com granulos corados em
vermelho. Para a identificagdo de células produtoras de TSH foram analisadas as
duas coloragdes simultaneamente. Utilizando a coloragdo de AB-PAS-OG foi
verificada a presengca de células coradas em azul escuro, e em seguida foi
observada a existéncia de células com cor azul escura e formato poligonal pela
coloracédo de TH, na mesma regidao em que foram observadas na primeira coloragao,
para que fosse confirmada a presenca dos tireotrofos. Também foi necessario a
analise das 2 laminas em conjunto para a identificacdo das células produtoras de
ACTH. Apos verificada a existéncia de células coradas em rosa forte com formato
arredondado pela coloragdo de AB-PAS-OG (figura 7), foi confirmada a presenca
nos mesmos locais de células coradas em azul escuro com o mesmo formato
redondo pela coloragdo de TH, mostrando assim a presenga de corticotrofos
naquelas regides hipofisarias. Por fim, na identificacdo das células gonadotréficas
foram analisadas primeiramente as laminas coradas pelo TH, a procura de células
com citoplasma grande corado em azul claro e com granulos muito finos claros
(aspecto arenoso). Depois disso, foi confirmada pela coloragdo de AB-PAS-OG a
presenca de células grandes, redondas e coradas em azul escuro no mesmo local
em que foram encontradas as células de coloragdo azul-claras identificadas pela
coloracao de TH (essas células sao diferentes dos tireotrofos, que também se coram
em azul escuro pela coloracdo de AB-PAS-OG). Foi realizada uma analise da
quantidade de cada tipo celular especifico da adeno-hipdfise (somatotrofos,
tireotrofos, corticotrofos, lactotrofos e gonadotrofos) através de score. Em seguida os
scores foram transformados em porcentagem para posterior analise estatistica. Os
critérios de quantificacdo dos diferentes tipos celulares da adeno-hipéfise estédo
apresentados na tabela 3.

Na analise histopatolégica do bago, a analise morfolégica e

estrutural foi avaliada por score e a presenga/auséncia de imunossupressao e
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metastases foi dada em porcentagem de animais por grupo. Para a analise

morfoldgica foram utilizados os critérios de acordo com a tabela 4.

Tabela 3 — Interpretacdo da quantidade de células especificas (score) da
adeno-hipdfise.

Score Quantidade de células
0 auséncia da célula
+1 raras
+2 quantidade média
+3 muitas células
+4 em toda a glandula
Tabela 4 — Interpretacido das alteragbes estruturais (score) na analise
morfologica do bago. O sinal negativo indica caracteristicas de
imunossupressao.
Score Caracteristicas estruturais
0 polpas coalescentes e grandes (controle — veiculo)
-1

polpas pequenas € numerosas

polpas pequenas e esparsas
-3 polpas praticamente nao identificaveis
alteragao da arquitetura (centro diferente da periferia)




| Hematoxilina 2 Eosina

Figura 6 — Coloragéo de Hematoxilina&Eosina: A — panoramico (4x); B —
células basdfilas e aciddfilas (40x).
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AB=PAS=Drange &

Figura 7 — Coloragdo de Alcian blue-PAS-Orange G: A - fotografia
panoramica da glandula hipdfise (4x); B — células
corticotroficas (rosa forte e redondas), somatotropicas e
tireotropicas (azul) (40x com zoom de 3x).
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l Tetracrdmio de Herlant B

Figura 8 — Coloragédo de Tetracrémio de Herlant: A — panoramico (4x); B —
células lactotroficas (vermelhas) e gonadotréficas (citoplasma
grande e azul-claro de aspecto arenoso) (40x); C — células
somatotrépicas (laranja), tireotroficas (azul-escuro e poligonal) e
corticotréficas (azul-escuro e redondas).

3.14 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como média £+ desvio padrao da média
de 3 a 10 animais por grupo. Para analise dos dados, foram utilizados o teste t tipo
de Student para comparagao de 2 grupos, one-way ANOVA seguida do pos-teste
Newman-Keuls para comparagéao de 3 ou mais grupos, two-way ANOVA seguida de
Newman-Keuls ou Bonferroni para comparacdo de varios parametros entre os

grupos e teste de TUKEY para andlise histopatoldégica do bago. Foi utilizado o
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programa GraphPad Prism V.4.0. para a realizagdo dos testes estatisticos e
confecgdo dos graficos. A medida das areas do cortex e medula adrenais foi
realizada utilizando-se o programa Image Pro Plus 5.0.1. e a densitometria das
bandas eletroforéticas foi calculada utilizando-se o programa Imaged 1,40g (NIH).

Os valores foram considerados estatisticamente diferentes quando p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 COMPARAGCAO DE PARAMETROS RELACIONADOS A0S GRUPOS CONTROLE E TUMOR
(TRATADOS coM VEicCULO)

4.1.1 Caracterizagao da Sindrome de Anorexia-Caquexia

A figura 9 mostra a variagdo diaria do peso corporal, em
porcentagem, dos grupos controle e tumor. Como pode ser observado, houve
diminuicao significativa do peso corporal do grupo tumor a partir do 6° dia até o 10°
dia. No 9° e 10° dias a diferengca entre os grupos atingiu valores de
aproximadamente 11%. Em termos de valores absolutos, a média do peso (10° dia)
dos animais portadores de tumor foi de 227+17g enquanto que o grupo controle

apresentou valores de 262+24g.

—=— Controle
=~ Tumar

1104

100

Peso (% do peso inicial)

ﬂn ) L] I I T L] I I L] 1
0 1 2 3 4 5 & i & 9 1o

Dias apds inoculacéo

Figura 9 — Evolugdo do peso corporal diario (% do peso inicial) de ratos controle e
portadores de tumor Walker—256 a partir do dia 0 até o 10° dia apds inoculagao
das células tumorais. Resultados analisados por ANOVA two-way seguido de
Newman-Keuls. *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001 versus controle. n=7.
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Figura 10 — Consumo médio de ragdo de ratos controle e portadores de tumor. Foi
calculada a média de consumo dos ultimos 5 dias, a partir do inicio da perda
ponderal do grupo tumor. Resultados analisados por teste t Student. **p<0,01
versus controle. n=7.

Houve uma redugéo significativa no consumo de ragéo dos ratos portadores
de tumor Walker-256 nos ultimos 5 dias de aproximadamente 37%, comparados ao

grupo controle (figura 10).

4.1.2 Sistema Imunolégico e Caquexia Neoplasica

A figura 11 mostra um aumento de 121% no peso relativo do bago
de animais com tumor Walker-256 em relagdo ao grupo controle. Em relacdo ao
peso absoluto do bago, os grupos tumor e controle apresentaram valores de
1,361£0,36 g e 756£134 mg, respectivamente. Nao houve diferenca significativa no
peso relativo do timo entre os 2 grupos, sendo os valores absolutos de 15677 mg
para o tumor e 19091 mg para o controle. Foi possivel observar alteragao estrutural
do bacgo e timo de ratos portadores de tumor Walker-256 em relagdo ao grupo

controle, além da presenca de metastase naqueles animais (figuras 13, 14 e 17).
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Figura 11 — Peso do baco relativo ao peso corporal do animal no momento do sacrificio, em
ratos controle e portadores de tumor (subtraindo-se o peso do tumor do peso
corporal total). Resultados analisados por teste t Student. ***p<0,001 versus
controle. n=7.
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Figura 12 — Quantidade relativa de neutrdfilos e linfécitos em ratos controle e portadores de
tumor. Coloragcao utilizada: Rosenfeld. Resultados analisados por teste t
Student. *p<0,05 versus controle. n=5.
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Figura 13 — Cortes histopatolégicos do bago de animais do grupo controle (A
e B) e tumor (C e D) corados com Hematoxilina & Eosina. A:
Fotomicrografia mostra arquitetura do baco preservada
(aumento de 4x com zoom de 3x). B: Em objetiva de 10x e
zoom de 3x observa-se a polpa branca (Pb) e polpa vermelha
(Pv) integras. C: Fotografia mostra um animal com tumor
apresentando arquitetura do bago destruida (aumento 4x) D:
No aumento de 4x e zoom de 3x observa-se alteracéo
estrutural e destruicao das polpas.

56



57

TUMSR

Figura 14 — Cortes histopatologicos do timo de animais do grupo controle (A e
B) e tumor (C e D) corados com Hematoxilina & Eosina. A:
Fotomicrografia mostra arquitetura do timo preservada (objetiva
de 10x). E possivel observar as regides de cortex (C) e medula
(M) de cada Iébulo. B: Em objetiva de 40x observa-se o cértex e a
medula integros. C: Fotografia mostra um animal com tumor
apresentando arquitetura do timo destruida (aumento 4x e zoom
de 1.5x). Pode-se observar a perda dos lébulos, formando uma
massa Unica e auséncia de cértex e medula. D: No aumento de
10x e zoom 3x observa-se alteracao estrutural e destruicao dos
I6bulos.

Em relacdo a anadlise quantitativa de leucdcitos, observou-se na

figura 12 um aumento de 93% na quantidade relativa de neutrdfilos do grupo tumor
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em relagéo ao grupo controle. Porém, a porcentagem de linfécitos naquele grupo foi
reduzida em 75%.

4.1.3 Resposta Morfolégica e Funcional do Eixo HPA

Na analise do tamanho da glandula adrenal, observou-se aumento
de 521% no peso relativo da adrenal de animais portadores de tumor Walker-256 em
relacdo ao grupo controle (figura 15 e 16). A relagdo coértex/medula nao foi
estatisticamente diferente entre esses 2 grupos analisados exibindo valores de

5,611,9 unidades arbitrarias (ua) para o controle e 6,2+1,3 ua para o tumor.

35
301
151
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Pe=o relativo da adrenal x 1000

Controle Tumor

Figura 15 — Peso da adrenal relativo ao peso corporal do animal no momento do sacrificio,
em ratos controle e portadores de tumor (subtraindo-se o peso do tumor do
peso corporal total). Resultados analisados por teste t Student. **p<0,01 versus
controle. n=7.
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Figura 16 — Cortes histopatolégicos da adrenal de animais do grupo
controle (A e B) e tumor (C e D) corados com Hematoxilina
& Eosina. A: Fotomicrografia mostra a glandula adrenal
preservada (objetiva de 4x). B: Em objetiva de 10x observa-
se o cortex (C) e a medula (M) integros. C: Fotografia
mostra um animal com tumor apresentando aumento da
glandula adrenal (objetiva de 4x). D: No aumento de 10x é
possivel observar aumento da regiao cortical.
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ADREMNAL

Figura 17 — Cortes histopatoldgicos corados com Hematoxilina & Eosina apresentando
metastase no baco (A), timo (B) e adrenal (C) de ratos portadores de tumor
Walker-256 E possivel observar nos 3 cortes a presenca de células
metastaticas provenientes do tumor, com alteragées no tamanho e forma das
células. Algumas alteragdes encontradas: Pleomorfismo, hipercromasia,
multinucleacao, formas aberrantes (objetiva de 40x e zoom de 3x).

A avaliacdo dos niveis de corticosterona plasmatica basal n&o
demonstrou diferenca significativa entre os grupos controle e tumor (figura 18A).
Porém, apos o teste de estimulo na avaliagdo da fungdo da glandula adrenal,
observou-se uma redugao significativa no grupo tumor de aproximadamente 24%
(figura 18B). Em va lores absolutos de corticosterona plasmatica basal e pos-
estimulo com ACTH, o grupo controle apresentou diferenga significativa maior que o
grupo tumor (p=0,0032 e p=0,0308, respectivamente)(figura 18C).
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Figura 18 — Valores de corticosterona plasmatica basal (A) e apés teste de estimulo com
ACTH (B) em ratos controle e portadores de tumor. Elevacio da corticosterona
plasmatica por animal no teste de estimulo com ACTH nos mesmos grupos
(C). Resultados analisados por teste t Student. *p<0,05 e **p<0,01. n=4.

De acordo com os resultados desse trabalho, ndo foi observada
diferenca significativa na concentragéo de colesterol total plasmatico entre os grupos
tumor e controle (figura 19A). Da mesma forma, os valores de correlagdo entre os
dados de corticosterona plasmatica pods-estimulo por ACTH e colesterol total

plasmatico nesses grupos n&o foram significativos (figura 19B).
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Figura 19 — Concentracdao de colesterol total plasmatico (A); diagrama de
dispersao contendo os valores de corticosterona plasmatica apoés o
teste de estimulo com ACTH e os valores de colesterol total por
animal (B). Resultados analisados por teste t Student (A) e
coeficiente de correlagao linear de Pearson e Spearman (B). n=3 a
4.
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Figura 20 — Analise da expressao de genes da adrenal relacionados a
esteroidogénese. Nos painéis superiores: fotografias
representativas da eletroforese em gel de poliacrilamida
10% apo6s RT-PCR. MC2R: receptor para melanocortina
tipo 2; 3BHSDI: 3B desidrogenase |; Tspo: proteina
translocadora; GAPDH: gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase. Resultados analisados por ANOVA. C=
grupo controle, T= grupo com tumor, pb= pares de
bases. *p<0,05; **p<0,01 versus controle. n=3 a 4.

A figura 20 apresenta os resultados do estudo da expressdo dos
genes MC2R, 3BHSDI, Tspo e StAR localizados na glandula adrenal. A comparacgao
da densitometria das bandas dos produtos de RT-PCR mostrou que houve redugao
significativa da expressao dos transcritos MC2R e 3RHSDI no grupo tumor em

relacdo ao controle. A expressédo do co-fator Tspo tendeu a ser menor no grupo
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tumor, porém nao houve diferenga estatistica significativa (p=0,052). A expressao do
gene StAR foi variavel nos grupos estudados.

N&o foi observada diferenga significativa no peso relativo da hipéfise
entre os grupos analisados, cujos valores absolutos foram de 7,6£1,9 mg para o
tumor e 9,6+£2,5 mg para o controle. Porém, ratos portadores de tumor apresentaram
porcentagem de células produtoras de GH reduzidas em relagdao ao grupo controle
(figura 21A). Pelo contrario, a porcentagem de células produtoras de TSH no grupo
tumor foi significativamente maior que o controle (figura 21B). Nao houve diferenca
significativa na porcentagem de células produtoras de ACTH e Prolactina entre os

grupos analisados.
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Figura 21 - Porcentagem de células da adeno-hipofise em ratos
controle e portadores de tumor avaliadas através de
analise combinada das coloragdes TH e AB-PAS-OG.
A) Células produtoras de GH; B) Células produtoras de
TSH; C) Células produtoras de prolactina; D) Células
produtoras de ACTH. Resultados analisados por teste t
Student. **p<0,01 versus controle. n=4 a 5.
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4.2.1 Resposta Terapéutica na Evolugao do Peso Corporal, Ingestdao Alimentar,

Progressao Tumoral e Caquexia

A variagdo diaria do peso corporal

relativa ao peso

inicial,

apresentada na figura 22 mostra que houve redugéo significativa do peso corporal

dos animais dos grupos dexametasona antiinflamatéria (Dex-Al) e dexametasona

imunossupressora (Dex-I1S) a partir do 7° dia até o 10° dia. A diminuigdo do peso

verificada no 10° dia nos grupos Dex-Al e Dex-IS foi de 8% em relagdo ao grupo

tratado com veiculo.

Peso (% do peso inicial)
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Figura 22 — Evolugao do peso corporal diario (% do peso inicial)

de ratos portadores de tumor tratados com:
veiculo, dexametasona em dose antiinflamatéria
(0,05 mg/Kg, Dex-Al) ou em  dose
imunossupressora (1 mg/Kg, Dex-IS) a partir do
dia 5 dia até o 10° dia apds inoculagdo das
células tumorais. Resultados analisados por
ANOVA two-way seguida de Newman-Keuls.
**p<0,01 e ***p<0,001 versus veiculo. n=6 a 10.
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Observando o grafico do consumo de ragdo dos ultimos 5 dias
(figura 23) os tratamentos com dexametasona em dose antiinflamatéria e
imunossupressora ndo apresentaram diferenga significativa em relagcdo ao grupo
veiculo, indicando que ndo houve redugado da ingestdo alimentar quando os ratos

foram tratados com esses farmacos em diferentes doses.
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Figura 23 - Consumo médio de ragdo de ratos
portadores de tumor tratados com:
veiculo, Dex-Al ou Dex-IS. Foi
calculada a média de consumo dos
ultimos 5 dias apos a inoculagao das
células tumorais. Resultados
analisados por ANOVA one-way
seguida de Newman-Keuls. n=6 a 10.

No que se refere a evolugdo tumoral, somente o grupo Dex-IS
apresentou reducao significativa em relagédo ao grupo veiculo. Essa redugéo foi de
aproximadamente 47%, 44% e 42% nos dias 6, 8 e 10, respectivamente, apos

inoculagao das células tumorais (figura 24).
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Figura 24 — Curva de progressédo do volume tumoral (em
%) a partir do 4° dia de inoculagdo em ratos
portadores de tumor tratados com: veiculo,
Dex-Al ou Dex-IS e Meg. Resultados
analisados por ANOVA two-way seguida de
Newman-Keuls. **p<0,01 e ***p<0,001 versus
veiculo. n=5 a 10.

Analisando a figura 25A, somente o grupo Dex-IS apresentou indice
de perda de massa corporea maior que 10%, mostrando que o tratamento por
dexametasona em dose imunossupressora leva a caquexia. Além disso, o
tratamento com dexametasona em dose antiinflamatéria e imunossupressora
apresentaram aumento significativo da porcentagem de perda de massa corpérea
quando comparados ao grupo tratado com veiculo. Por fim, o grupo Dex-IS
apresentou aumento significativo da perda de massa corporea em relagcdo ao
tratamento Dex-Al.

Ao analisar o efeito dos farmacos nos ratos com tumor (figura 25B)

todos os grupos apresentaram caquexia (indice maior que 10%). Além disso
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nenhum grupo apresentou diferenca significativa em relagdo ao grupo tratado com
veiculo.

O efeito do tumor sobre a caquexia neoplasica foi analisado apdés
remover a fragdo de perda de peso correspondente ao efeito colateral de cada
farmaco (figura 25C). Podemos observar que somente o grupo Dex-IS mostrou
reducao significativa em relagao ao grupo tratado com veiculo. Assim, o grupo Dex-

IS apresentou porcentagem de perda de massa corporea menor que 10%.
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Figura 25 — Porcentagem de perda de massa corporea calculada nos
animais sob tratamento. A) Efeito do tratamento sobre ratos
controle; B) Efeito do tratamento sobre ratos com tumor; C)
Diferencial da perda de massa corpérea descontando o
efeito do tratamento (B-A). Resultados analisados por
ANOVA one-way seguida de Newman-Keuls. **p<0,01 e
***p<0,001 versus veiculo; ###p<0,001. A caquexia foi
avaliada através da perda de massa corporea, calculada
conforme descrito em materiais e métodos. n=3 a 10.
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Ao analisar o indice de perda de massa corporea do grupo tratado
com megestrol, observou-se que o grupo controle tratado com veiculo (6leo de milho
via gavagem) apresentou indice de 9,86+8,98%; animais do grupo controle tratados
com megestrol obtiveram indice de 7,67+£1,53% e o grupo de animais portadores de

tumor Walker-256 tratados com megestrol apresentou indice de 14+8%.

4.2.2 Efeito do Tratamento Sobre o Sistema Imunolégico

Houve uma reducgdo significativa no peso relativo do bago dos
grupos Dex-Al e Dex-IS em relagdo ao grupo veiculo (figura 26). Essa redugéo foi de
28% no grupo Dex-Al e 46% no grupo Dex-IS, aproximadamente. Ja o tratamento
com megestrol ndo reduziu significativamente o peso do bago, quando comparado
ao veiculo. Na analise histopatolégica do bago observou-se alteragdes
caracteristicas de imunossupressao (diminuicdo da celularidade das polpas, bem
como diminuigcdo do tamanho das polpas brancas) em 80% dos animais tratados
com dexametasona em doses antiinflamatéria e imunossupressora (tabela 5),
enquanto que no grupo Meg e veiculo (tumor) a imunossupressao ocorreu de forma
mais branda (20 e 40%, respectivamente). Por outro lado, animais dos grupos
veiculo (tumor) e Meg apresentaram metastases esplénicas em 60% dos animais.
Esse achado nao foi observado nos outros grupos. Em relacdo a alteragao
morfologica e estrutural do bago observou-se que somente o grupo Dex-Al nao
apresentou diferenga significativa em relacdo ao grupo veiculo (controle).

Nao se observou diferengas significativas no peso relativo do timo
(dados nao apresentados), apesar de ter sido encontrado células metastaticas em

alguns animais dos grupos portadores de tumor.



69

Tabela 5 — Analise histopatolégica do bago. Foi avaliada a alteragao estrutural

no érgao (score), e presenca ou auséncia de imunossupressao e
metastases. Os resultados estdo expressos pela média + desvio
padrdo e em porcentagem do numero total de animais. *p<0,05
versus veiculo (controle) dados analisados por teste de TUKEY.

n=5.
Grupos Alteragoes Imunossupressao| Metastase
estruturais no bago esplénica
Veiculo (controle) 00 0% 0%
Veiculo (tumor) 2,2+1,20* 40% 60%
Meg 2,0 £1,04* 20% 60%
Dex-Al 1,3+0,44 80% 0%
Dex-I1S 1,7 £ 0,67 80% 0%
90~

Peso relativo do bago x 100

Veiculo Dex-Al Dex-IS Meg

Figura 26 — Peso do bago relativo ao peso corporal do animal
no momento do sacrificio, em ratos portadores de
tumor tratados com: veiculo, Dex-Al ou Dex-IS e
Meg (subtraindo-se o peso do tumor do peso
corporal total). Resultados analisados por ANOVA
one-way seguida de Newman-Keuls. *p<0,05 e
***p<0,001 versus veiculo e #p<0,05. n=5 a 10.

Nao foi observada diferenga significativa na quantidade relativa de

neutréfilos entre o grupo tratado com veiculo (86+5%) e os grupos Dex-Al (90+4%),

Dex-IS (97+2%) e Meg (81£13%). Da mesma forma, os valores da porcentagem de

linfécitos também nao apresentaram diferenga significativa quando se comparou o
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grupo veiculo (1415%) em relagéo aos tratamentos Dex-Al (10£4%), Dex-IS (3£2%)
e Meg (1915%).

4.2.3 Efeito do Tratamento Sobre o Eixo HPA

Ao analisar o peso relativo da glandula adrenal (figura 27), pode-se
observar que houve uma diminuigdo estatisticamente significativa de 51% do grupo
Dex-Al e 56% do grupo Dex-IS em relagdo ao grupo veiculo. O grupo Meg nao
apresentou diferenca significativa em relagdo ao veiculo. Sobre a relagéo
cértex/medula, nenhuma diferenga significativa foi observada, quando comparado o
veiculo (6,2+1,3 ua) com os tratamentos Dex-Al (5,9+2,3 ua), Dex-IS (6,6£3,2 ua) e
Meg (9,214,2 ua).
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Figura 27 — Peso da adrenal relativo ao peso
corporal do animal no momento do
sacrificio, em ratos portadores de
tumor tratados com: veiculo, Dex-Al
ou Dex-IS e Meg (subtraindo-se o
peso do tumor do peso corporal
total). Resultados analisados por
ANOVA one-way seguida de
Newman-Keuls. **p<0,01 versus
veiculo e ##p<0,01. n=5 a 10.
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Em relacdo a comparacdo do peso relativo da hipdfise do grupo
veiculo e os grupos Dex-Al, Dex-IS e Meg, nenhuma diferenga significativa foi
observada (dados nao apresentados). Em termos de peso absoluto da hipodfise, os
valores foram de 7,6+1,9 mg para o grupo veiculo; 9,1+1,5 mg para Dex-Al; 7,6+1,5
mg para Dex-IS e 8,1+0,7 mg para Meg.

A figura 28 mostra a variagao da porcentagem de células da adeno-
hipofise em ratos do grupo veiculo (controle), veiculo (tumor), Dex-Al, Dex-IS e Meg.
A proporgdo de células somatotroficas oscilaram entre 41 e 64%, as células
lactotréficas ficaram na faixa de aproximadamente 3 a 19%, células tireotréficas
compreenderam 4 a 18%, as células adenocorticotréficas ficaram entre 13 e 30% e

as ceélulas gonadotroéficas situaram-se entre 7 e 14%.
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Figura 28 — Variacdo da porcentagem de diferentes tipos celulares da
adeno-hipofise em grupo de ratos controle tratados com
veiculo e grupo de ratos tumor tratados com veiculo, Dex-Al,
Dex-IS, ou Meg. GH: horménio do crescimento; PRL:
prolactina; TSH: horménio tireoestimulante; ACTH: hormbnio
adenocorticotrofico; FSH: horménio foliculo-estimulante; LH:
hormonio luteinizante. n=4 a 5.

Os valores de corticosterona plasmatica basal, demonstrados na
figura 29A, mostram que houve uma reducgao significativa dos grupos Dex-Al e Dex-
IS com valores de 82% e 86%, respectivamente, em relagdo ao grupo tratado com

veiculo. E interessante observar que mesmo o tratamento com dexametasona em
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menor dose (antiinflamatéria) ja foi suficiente para causar inibicdo da corticosterona
basal.

Resultado semelhante foi observado nos valores da corticosterona
plasmatica no teste de estimulo das glandulas adrenais apés indu¢do com ACTH
(figura 29B). Ocorreu uma diminuigcdo significativa de 79% no grupo Dex-Al
enquanto que o grupo Dex-IS apresentou reducao de 89%.

Ja os ratos tratados com megestrol ndo apresentaram diferenca
significativa nas concentragbes de corticosterona plasmatica basal e pds-estimulo

por ACTH, quando comparados ao grupo veiculo.
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Figura 29 — Valores de corticosterona plasmatica basal (A) e apds teste
de estimulo com ACTH (B) em ratos portadores de tumor
tratados com: veiculo, Dex-Al, Dex-IS ou Meg. Resultados
analisados por ANOVA one-way seguida de Newman-
Keuls. *p<0,05 e **p<0,01 versus veiculo e #p<0,05. n=3 a
4.
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5 DISCUSSAO

Nossos resultados demonstram que ratos portadores de tumor
Walker-256 apresentaram perda de peso e redugdo da ingestdo alimentar em
relagdo ao controle, nos ultimos 5 dias apds a inoculagdo das células tumorais.
Dessa maneira, os animais do grupo tumor desenvolveram caquexia (perda de
massa muscular maior que 10%) no dia do sacrificio (10°). Esses resultados
confirmam dados da literatura de que a linhagem de células tumorais LLC-WRC 256
do carcinossarcoma de Walker-256 € um excelente modelo experimental para
indugao da caquexia em ratos Wistar por possuir crescimento rapido (VICENTINO et
al., 2002). Além disso, ocorre bloqueio da resposta fisiolégica de ingestao alimentar
(sensacao de fome) com o avango progressivo do crescimento do tumor, o que,
associado a agao deletéria causada pela caquexia, leva a perda crénica de tecido
adiposo e massa muscular, caracterizando a sindrome da anorexia-caquexia nesse
modelo (MORRISON, 1972; GONCALVES et al., 2006). A perda acentuada de peso
observada em todos os grupos nos primeiros dois dias de tratamento pode ser
devida a manipulagdo dos animais em estudo, visto que ja foi observada perda
semelhante apos experimentos realizados com inoculagdo somente de PBS. A partir
do 7° dia da inoculagéo, houve redugéo significativa do peso dos animais tratados
com dexametasona em doses antiinflamatéria e imunossupressora, quando
comparadas ao grupo com tumor tratado com veiculo. Dados prévios confirmam que
os glicocorticdides podem induzir a protedlise e consequentemente a perda de
massa muscular devido a indugcdo da expressdo de miostatina, que é um fator
regulatorio negativo de sintese da massa muscular esquelética (MA et al., 2003).
Além disso, as drogas de efeito glicocorticdide promovem inibicao da sintese
protéica, hiperglicemia e gliconeogénese a partir de aminoacidos e glicerol
provenientes, respectivamente, da protedlise e lipdlise dependendo da dose em que
sdo utilizadas (BOUMPAS et al., 1993). Apesar da reducéo de peso desses animais,
essa nao esteve relacionada a redugcdo da ingestdo alimentar nesses grupos
(p>0,05).

O megestrol € um esteroide sintético da classe das progestinas que
possui como efeito colateral o ganho de peso. Nos centros oncoldgicos, essa droga

tem sido usada em adultos a fim de aumentar o apetite e preservar a massa
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corporea. Além disso, pode ser utilizada em adultos com cancer metastatico de
mama e cancer endometrial por suas propriedades antitumorais. A inibicdo de
citocinas e indugcdo do apetite em nivel hipotaldmico pode ser um dos seus
mecanismos de acdo (MANTOVANI et al., 1998; MCCARTHY et al., 1994). Outra
hipotese se refere a reatividade cruzada do megestrol sobre a estimulagdo dos
receptores para glicocorticéides (GR), levando ao aumento da fome (LUNDGREN et
al., 1996). O megestrol possui alta afinidade para esses receptores citossoélicos, com
capacidade de ligacdo correspondendo a metade daquela que ocorre com a
dexametasona, e o dobro da afinidade se comparado ao cortisol (KONTULA et al.,
1983). A ligacao do megestrol ao GR, porém, ndo parece promover os efeitos
sistémicos e imunossupressores caracteristicos dos glicocorticoides. Isso evidencia
a necessidade de estudo dos mecanismos que levam a esses efeitos colaterais
causados pelos glicocorticoides na ligacdo aos seus receptores (BAMBERGER et
al., 1999). A reducao da ingestdo alimentar e do peso dos animais tratados com
megestrol observada em nossos resultados (dados ndo apresentados) ndo parece
estar relacionada a mecanismos centrais de anorexia; decorre, provavelmente, do
tipo de via de administragao utilizada para o tratamento dos animais durante o
experimento. A utilizacdo da gavagem para aplicagcdo de 2 doses diarias causou
agressao esofagica inibindo a alimentagcéo ao longo do experimento. Tal hipotese foi
confirmada pelo tratamento de animais controle apenas com o veiculo (6leo de
milho) utilizando a mesma via de administracdo, apresentando indice de perda de
massa corporea de 9,86+8,98%. A administracdo de megestrol através de uma via
alternativa, menos agressiva, resultaria possivelmente em aumento do consumo de
racao desses animais e, consequentemente, aumento do peso e melhor indice de
perda de massa corporea.

Foi possivel observar em nossos estudos que o tratamento com
dexametasona em dose imunossupressora do grupo de ratos sem tumor foi capaz
de causar caquexia. Assim, esses dados confirmam a hipotese de que o tratamento
prolongado com drogas de grande poténcia glicocorticdide, como a dexametasona,
pode desenvolver caquexia através de efeitos lipoliticos, proteoliticos e atrofia
muscular (BOUMPAS et al., 1993; DARDEVET et al., 1995). Portanto, na presenga
de tumor, a caquexia neoplasica é acrescida a caquexia iatrogénica causada pelo

glicocorticéide utilizado em altas doses.
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De acordo com dados apresentados em nosso trabalho, animais
portadores de tumor Walker-256 apresentaram bago de tamanho aumentado em
relacdo ao controle. A esplenomegalia pode ser explicada, pela infiltracdo de células
metastaticas provenientes do tumor de Walker-256, pois a analise do sangue
periférico indicou a presenga de células tumorais em todos os grupos de animais
portadores de tumor. Além disso, foram observadas metastases esplénicas em 60%
dos animais do grupo tumor. Bergsagel et al (1968) demonstraram que a quantidade
de colbnias de células tumorais (tumor de célula plasmatica: Adj. PC-5) presentes no
baco foi diretamente proporcional a concentragao de células tumorais inoculadas na
circulagdo sanguinea de camundongos. Além disso, pode estar havendo maior
apresentacdo de antigenos de células tumorais aos macrofagos e células
dendriticas, pois o bagco é o principal sitio onde ocorrem as respostas imunes aos
antigenos provenientes do sangue (MACLENNAN, 1994).

Verificamos que o tratamento com dexametasona nas doses
antiinflamatéria e imunossupressora preveniu o aumento do bago. Os
glicocorticéides possuem amplo efeito antiinflamatério e regulador da resposta
imune do hospedeiro. Essas drogas diminuem a produgdo de citocinas pro-
inflamatdrias, prostaglandinas, espécies reativas do oxigénio e nitrogénio, além de
diminuir a migrac&o de leucdcitos para locais de inflamagé&o por inibir a expressao de
moléculas de adesao e seus receptores e promovendo a apoptose de leucécitos,
limitando a magnitude da resposta inflamatéria. Esses efeitos podem amenizar a
resposta inflamatéria e imune em 6rgaos linféides secundarios, como o baco,
prevenindo o aumento do tamanho (RHEN; CIDLOWSKI, 2005). Em relagdo aos
orgaos linféides primarios, foi observada perda da arquitetura estrutural do timo em
todos os grupos de ratos portadores de tumor, causada principalmente por invasao
tumoral. Desse modo, tornou-se impossivel a interpretacédo do padrao de resposta
celular do timo, habitualmente verificada pela relagao de celularidade entre cértex e
medula.

Em termos de leucécitos circulantes, nossos dados mostraram que
ratos portadores de tumor possuem elevagdao da porcentagem de neutrdéfilos
circulantes, enquanto que a porcentagem de linfécitos esta reduzida. Nossos dados
prévios mostraram que ratos portadores de tumor Walker-256 possuem neutrofilia e
linfopenia no 12° dia a partir da inoculagéo das células tumorais, além de leucocitose

absoluta (FONSECA et al., 2008) em relagdo ao controle. Neutrofilias podem ser
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resultantes de processos fisiolégicos como gravidez, estresse, neutrofilia do recém-
nascido, bem como processos infecciosos, inflamatérios e necrose tissular (KORPPI
et al,, 1993). A inflamagdo causada pela presenga do tumor pode resultar na
producao de citocinas inflamatérias como IFN-y e TNF-a (GUTTRIDGE et al., 2000).
Segundo Denis e Chadee (1989), a producdao aumentada de IFN-y e TNF-a em
processos inflamatérios podem induzir a ativacdo e aumento do numero de
neutrofilos na circulagédo sanguinea. A linfopenia observada em nossos resultados
pode ser apenas relativa devido ao aumento de leucécitos as custas de neutroéfilos.
Porém, linfopenias verdadeiras ou absolutas podem ocorrer devido a destruigao
morfolégica e funcional do timo. Esse 6rgao linféide primario é responsavel pela
maturagao dos linfécitos provenientes da medula 6ssea, que comegam a receber
marcadores de superficie e receptores para antigenos para depois serem liberados
na corrente sanguinea (CORY, 1995). Lima et al (2005) observaram que ratos
portadores de tumor Walker-256 apresentavam maior quantidade de apoptose de
linfécitos em relagdo a ratos controle. Esses dados foram confirmados através da
andlise de integridade de membrana, DNA, despolarizacdo de membrana
mitocondrial e expressédo de genes anti-apoptoticos e pro-apoptoticos. Vale ressaltar
que a corticosterona endoégena também possui efeitos sobre o numero de linfocitos,
0 que pode ter ocorrido na fase inicial de resposta ao cancer. A acao inibitoéria do
trafego de linfocitos circulantes, através da inibicdo da expressdo de moléculas de
adesdo e seus respectivos receptores, bem como a supressao da ativagao de
linfocitos, especialmente os linfocitos Th1, e a apoptose de células linféides podem
ser atribuidas a substéncias com efeito glicocorticoide (BARNES, 2006; RHEN;
CIDLOWSKI, 2005; BOUMPAS et al., 1993).

As adrenais de animais portadores de tumor apresentaram aumento
significativo em relagdo ao controle. Possivelmente, esse aumento foi devido a
hiperplasia da glandula em resposta ao estresse agudo com estimulo do eixo HPA
causado pelo crescimento tumoral desde o inicio do experimento. Ulrich-Lai et al
(2006) demonstraram que o estresse crénico poderia causar aumento do peso das
glandulas adrenais através do aumento do tamanho e numero de células em uma
regidao especifica do cortex, a zona fasciculada. Esse aumento pode ser explicado
pela produgdo aguda aumentada de corticosterona pelas células dessa camada em
resposta ao ACTH. Svaninger et al. (1987) demonstraram que animais portadores de

tumor possuiam uma excregao urinaria elevada de glicocorticides devido ao
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estresse causado pela anorexia. Em humanos, evidéncias de altos niveis de cortisol
e catecolaminas plasmaticas foram relatados em pacientes com cancer (RUSSEL et
al., 1984; SCHAUR et al., 1979). Além disso, foi relatado que adultos sofrendo de
desnutricao protéico-caldrica poderiam mostrar sinais de aumento da atividade do
eixo HPA (SMITH et al., 1975). Nossos resultados prévios em animais portadores de
tumor Walker-256, sem evidéncias de doenga metastatica avangcada, demontraram
aumento das adrenais devido a hipertrofia da regido cortical (aumento da relagéo
cértex/medula) que é compativel com o efeito do estresse cronico (FONSECA et al.,
2008). No presente trabalho, nado houve diferenga significativa na relagéo
cortex/medula de animais portadores de tumor comparados ao grupo controle
indicando um aumento proporcional de ambos. De acordo com dados da literatura, a
secrecdo do horménio liberador de corticotrofina (CRH) pelo hipotdlamo pode
estimular a secregdo de norepinefrina pelas células cromafins da medula adrenal
através de receptores especificos (SAPER et al.,, 1976; CHROUSOS et al., 1992).
Além disso, os glicocorticdides sao necessarios para a sobrevivéncia e manutengéo
das células cromafins, assim como pela produgao de epinefrina por essas células.
Outro fator que contribuiu para o aumento do tamanho da adrenal foi a presenga de
células tumorais metastaticas observadas nesse 6rgao, sem no entanto destruir a
arquitetura histoldgica.

Nossos resultados demonstraram que no 10° dia apds inoculacéo
tumoral (no momento do sacrificio) os animais ndo se encontravam em estado de
hiperfuncao do cértex adrenal. Desse modo, nao foi observada diferenca significativa
entre os valores de corticosterona plasmatica basal dos grupos controle e tumor.
Porém, os valores de corticosterona pés-estimulo por ACTH foram significativamente
menores no grupo tumor, quando comparados ao grupo controle. As possiveis
explicacbes para a disfuncdo adrenal seriam: insuficiéncia primaria da glandula
adrenal, faléncia hipofisaria (falta de estimulo pelo ACTH), ou ambas provocadas
pelo estresse crénico. Zepp et al (1983) demonstraram que ratos portadores de
carcinoma de Walker-256 apresentavam concentragcées plasmaticas de ACTH e
corticosterona progressivamente diminuidas com o passar do tempo. A diminuigao
significativa da express&o génica do MC2R e enzima 3R3HSDI, além da tendéncia de
diminuicdo do co-fator Tspo, participantes da cascata da esteroidogénese que leva a
producado de corticosterona, confirmam a hipofungdo da glandula adrenal. Ratos

portadores de tumor nao apresentaram diferenca significativa nos valores de
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colesterol total plasmatico, apesar de uma tendéncia a queda. Cassola et al (2008)
demonstraram que ratos portadores de tumor Walker-256 tendem a niveis
diminuidos de colesterol plasmatico a partir do 11° dia do desenvolvimento tumoral.
Estudos anteriores também relatam uma diminuicdo de 43% na concentracao
plasmatica de colesterol em ratos com caquexia relacionada ao cancer, além de
apresentarem niveis de HDL diminuidos (PIZATO et al., 2005; DESSI et al., 1991).
Segundo Shaw (2006), o estresse causado pela caquexia pode inativar a HMG-CoA-
redutase, enzima necessaria para a sintese de colesterol.

De acordo com nossos resultados, o tratamento com dexametasona
nas doses antiinflamatoéria e imunossupressora promoveram diminui¢ao do tamanho
da glandula adrenal, além de diminuir a concentragcédo plasmatica de corticosterona
basal e pdés-estimulo por ACTH, quando comparados com o grupo de animais
portadores de tumor tratados com veiculo. Nessa circunstancia, o glicocorticéide
exdgeno exerceu retrocontrole negativo sobre o hipotalamo e hipdfise, inibindo a
producdo de CRH e ACTH, respectivamente. Estudos mostram que pequenas doses
de dexametasona (1 mg em dose unica) é capaz de suprimir a produgéo de cortisol
pelo cértex adrenal de humanos em niveis abaixo de 1,8 ug/dL por no minimo 8
horas (IDELMAN et al.,, 2000). Segundo a literatura, a administracdo de
corticosteréides promove a supressdo da funcdo enddgena adrenocortical e a
terapia prolongada, principalmente com altas doses, pode ocasionar atrofia adrenal
(SMYTH et al.,, 1960; INGLE; KENDALL, 1937). O tratamento prolongado com
corticosterdides resulta em redugdo mais acentuada da resposta do cértex adrenal a
admninistragcdo de ACTH do que a terapia a curto-prazo (FREDELL et al., 1955). Ja
no grupo Meg, as concentragcdes de corticosterona plasmatica basal e pds-estimulo
por ACTH ndo apresentaram diferenga significativa em relagdo ao grupo veiculo.
Dessa maneira, o megestrol ndo promoveu disfungao cortico-adrenal basal, porém
houve perda de resposta apds estimulo com ACTH, indicando falha na resposta ao
estresse, possivelmente devido ao efeito sobre os GRs.

Em relacdo a morfologia hipofisaria, ndo houve diferenga de
tamanho da glandula nem de populacao de corticotrofos e lactotrofos nos animais
portadores de tumor em relagéo ao controle. Além disso, os niveis de ACTH nao sao
conhecidos nesses animais, visto que esse peptideo € bastante labil e sua dosagem
seria muito onerosa. O presente trabalho mostra que animais portadores de tumor

apresentaram diminuigdo da porcentagem de células somatotrépicas, quando
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comparados ao grupo controle. A literatura relata o aumento da porcentagem de
células produtoras de GH em resposta ao estresse agudo, decrescendo essa
quantidade quando evolui para a cronicidade (DORSHKIND; HORSEMAN, 2001).
Além disso, os animais portadores de tumor apresentaram elevagédo da porcentagem
de células tireotroficas, em relagdo ao grupo controle. Provavelmente esses animais
estejam com a sindrome do eutiredideo doente, caracterizada pela secregao
anormal dos hormdénios tireoideanos na auséncia de doenga primaria da tiredide.
Compreende basicamente a sindrome do T3 baixo e, em condi¢gdes de extrema
gravidade, com queda nos niveis de T4. Ocorre em pacientes hospitalizados nas
mais diversas condigdes como sepse, traumas, cirurgias, doenca, cancer e
transplantados (MCLVER; GORMAN, 1997) e os niveis diminuidos de T3 e T4
nesses pacientes provavelmente ocorrem por uma disfuncdo neuroenddcrina
causada pelo estresse e esta relacionada a agao de citocinas (IL-1, IL-6, TNF-a)
(DOCTER, 1993). O valor do TSH nessa sindrome é controverso e podem ser
encontrados valores diminuidos, normais ou elevados. Porém alguns trabalhos
relatam que a elevagcdo de TSH na sindrome do eutiredideo doente é indicativa de
mau prognostico estando relacionada a doenga mais grave e 6bito (LODHA et al.,
2007; JOOSTEN et al., 2000). A produgao de citocinas pré-inflamatérias em animais
portadores de tumor Walker-256 em estagio avangado pode estar contribuindo para
o comprometimento do sistema neuroenddcrino e desenvolvimento dessa sindrome.
Além disso, o aumento da porcentagem de tireotrofos em um momento da evolugéo
tumoral observado em nossos resultados pode indicar a severidade da doenca.
Desse modo, as alteragdes encontradas na celularidade da adeno-hipofise sugerem
que o0s animais portadores de caquexia tumoral apresentaram respostas
neuroenddcrinas adaptativas apos passar pela fase de resposta aguda.

Foi possivel observar em nossos resultados que somente o
tratamento com dexametasona em dose imunossupressora foi capaz de prevenir o
desenvolvimento tumoral. Como ja foi mencionado, algumas citocinas, como TNF-q,
IL-1 e IL-6 sdo mediadores importantes no desenvolvimento tumoral e progressao da
caquexia no cancer (MARNETT, 1981). Estudos revelaram que a inibicdo da sintese
de prostaglandinas e dessas citocinas com anticorpos especificos diminuiu a
progressao tumoral e a caquexia causada pelo cancer (GELIN et al.,, 1991). A
utiizacdo de drogas com essas propriedades seria utili para o controle do

desenvolvimento de neoplasias malignas, bem como a diminuicdo de seus efeitos
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deletérios. Estudos clinicos confirmam também que o tratamento com
glicocorticéides em curto prazo € uma ferramenta importante para a diminuicdo dos
sintomas progressivos causados pelo crescimento tumoral (BRUERA et al., 1985;
POPIELA et al., 1989). Dessa maneira, drogas com efeito glicocorticoide, como a
dexametasona, podem ser utilizadas no controle de alguns tipos de cancer, como o
cancer de mama, de proéstata e gastro-intestinal (OSBORNE et al., 1979; KEITH,
2008). O mecanismo pelo qual isso acontece inclui o efeito direto sobre a
proliferacdo das células tumorais, a diminuicdo da neovascularizagdo em tumores
primarios e secundarios, além da preservagao de recursos do hospedeiro contra o
tumor (MARNETT, 1992). Além disso, estudos in vitro demonstraram a presencga de
receptores para glicocorticbides com alta afinidade em tumores malignos
usualmente ndo considerados hormdnio-dependentes, mostrando a capacidade de
acao das drogas glicocorticéides sobre esses tumores. Exemplos de tumores que
apresentam receptores para glicocorticoides sdo carcinoma de célon, lipossarcomas
e sarcomas de tecidos moles (CHAUDHURI et al., 1980; WALKER et al., 1986).
Outros efeitos incluem a inibicdo da fosfolipase A2, ciclooxigenase 2 e éxido nitrico
sintase 2 que resulta na diminuigdo da produgédo de substancias que sao essenciais
para a resposta inflamatoria (NAKANO et al.,, 1990; O'BANION et al., 1992;
MONCADA et al., 1993).
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos no presente trabalho, pode-se

concluir que:

e O desenvolvimento de cancer avancado causou a SAC,
caracterizada por diminuicdo do peso corporal e anorexia. Os tratamentos com
diferentes doses de dexametasona aumentaram a perda de peso, sem influenciar na
ingestao alimentar.

e Baseado na perda de massa corpérea, o tratamento com
dexametasona causou caquexia somente na dose imunossupressora, independente
da presenca do tumor.

e Em relacdo ao sistema imune, a presenga de tumor causou
esplenomegalia, que poderia ser atribuido a reagéo inflamatéria frente ao tumor ou a
presenca de metastase, verificada no esfregaco sanguineo e bago. O tratamento
com as doses antiinflamatdria e imunossupressora de dexametasona preveniram o
aumento do baco. A presenca do tumor causou neutrofilia e linfopenia, além de
destruicao estrutural do timo.

¢ Animais portadores de tumor apresentaram adrenal de tamanho
aumentado, possivelmente devido a hiperplasia do cortex adrenal decorrentes do
aumento da corticosterona em resposta ao estresse agudo, aumento da regido
medular, além da presenga de metastases e reacado inflamatéria causada pelo
tumor. O tratamento com doses antiinflamatéria e imunossupressora de
dexametasona preveniram o aumento da adrenal, sugerindo o efeito inibitorio dos
glicocorticoides sobre o cértex adrenal.

e Ratos com tumor apresentam reducdo da resposta adrenal
frente ao estimulo por ACTH, caracterizando a fase tardia da resposta de estresse
ou exaustdo adrenal, compativel com a expressao reduzida de genes relacionados a
funcdo do coértex adrenal. Os tratamentos com dexametasona em dose
antiinflamatdria e imunossupressora inibiram a fungdo adrenal, conforme esperado
pelo seu efeito farmacologico inibitério sobre o eixo HPA. O tratamento com

megestrol ndo apresentou disfuncéo cortico-adrenal basal, porém houve perda de
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resposta apos estimulo com ACTH, indicando falha na resposta ao estresse,
possivelmente devido ao efeito sobre os GRs.

e A presenca de caquexia neoplasica esteve relacionada a
diminuicao da porcentagem de células somatotrépicas na hipdfise (caracteristica da
fase cronica), além do aumento da porcentagem de células tireotropicas (sindrome
do eutiredideo doente).

e Somente o tratamento com dexametasona em dose
imunossupressora foi capaz de prevenir a progressao tumoral em ratos portadores
de tumor Walker-256. Por outro lado, ndo houve beneficio terapéutico sobre a SAC

com o uso de dexametasona em dose antiinflamatéria.
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