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Efeitos de altas concentrações de cortisol em culturas em monocamada e 3D de 

linhagens HEp-2 e L929 

 

RESUMO 

Ao longo do século XX, o câncer se tornou uma das doenças mais letais entre as 
enfrentadas pela humanidade, levando anualmente centenas de milhares de 
pessoas à morte, mesmo com a franca evolução dos tratamentos e dos métodos 
diagnósticos. Frente a esse panorama, cada vez mais estudos relacionam a doença 
à influência de fatores emocionais, seja em sua gênese ou em seu prognóstico. O 
cortisol é descrito como o principal hormônio do estresse no corpo humano. Os 
corticoides podem aumentar a proliferação celular e as espécies reativas de oxigênio 
que contribuem para o dano ao DNA, e a exposição prolongada ao estresse pode 
contribuir para que os tecidos se tornem insensíveis ao cortisol. Este estudo explora 
a influência do cortisol no desenvolvimento de células tumorais, particularmente em 
células humanas de carcinoma da laringe humana (HEp-2). Para tanto, as células 
HEp-2 foram expostas a concentrações crescentes de cortisol (hidrocortisona) por 
24 ou 48 horas, e o ensaio de proliferação de citotoxicidade (ensaio de MTT) (ensaio 
de cristal violeta) e cultura 3D imunomarcada para fibronectina e FAK foram 
realizados. O grupo tratado com hidrocortisona apresentou aumento significativo da 
atividade mitocondrial, enquanto o grupo tratado para avaliação pelo cristal violeta 
apresentou comportamento semelhante ao grupo de controle. O presente estudo 
concluiu também que a administração de hidrocortisona em esferóides tumorais de 
linhagem HEp-2 afetou a estabilidade da matriz extracelular, o que sugere uma 
possível relação entre a substância e uma maior chance de metastização, caso o 
ambiente tumoral adequado esteja presente, sendo esse seu principal achado. Os 
resultados apresentados demonstram a influência de corticoides em células 
tumorais. Concluiu-se que a administração de hidrocortisona em esferoides tumorais 
de linhagem HEp-2 afeta a estabilidade da matriz extracelular, o que sugere uma 
possível relação entre a substância e uma maior chance de metastização, caso o 
ambiente tumoral adequado esteja presente. Embora alguns casos tenham 
favorecido o uso de corticosteroides em pacientes com câncer, uma análise mais 
detalhada é necessária antes de prescrevê-los.  
 

Palavras-chave: Cortisol. Stress. Câncer. 3D. HEp-2. L929. 
  

 
 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

 



Effect of high concentrations of cortisol in monolayer and 3D cultures of HEp-2 

and L929 cells 

 

ABSTRACT 

 

Throughout the 20th century, cancer has become one of the most lethal diseases 
faced by humanity, annually leading hundreds of thousands of people to death, even 
with the frank evolution of treatments and diagnostic methods. Faced with this 
panorama, more and more studies relate the disease to the influence of emotional 
factors, either in its genesis or in its prognosis. Cortisol is described as the main 
stress hormone in the human body. Corticosteroids can increase cell proliferation and 
reactive oxygen species that contribute to DNA damage, and prolonged exposure to 
stress can contribute to tissues becoming insensitive to cortisol. This study explores 
the influence of cortisol on tumor cell development, particularly human laryngeal 
carcinoma (HEp-2) cells. Therefore, HEp-2 cells were exposed to increasing 
concentrations of cortisol (hydrocortisone) for 24 or 48 hours, and the proliferation 
cytotoxicity assay (MTT assay) (crystal violet assay) and 3D culture immunolabeled 
for fibronectin and FAK were done. The group treated with hydrocortisone showed a 
significant increase in mitochondrial activity, while the group treated for evaluation by 
crystal violet showed a similar behavior to the control group. The present study also 
concluded that the administration of hydrocortisone in tumor spheroids of the HEp-2 
lineage affected the stability of the extracellular matrix, which suggests a possible 
relationship between the substance and a greater chance of metastasis, if the 
appropriate tumor environment is present. this is your main finding. The results 
presented demonstrate the influence of corticosteroids on tumor cells. It was 
concluded that the administration of hydrocortisone in tumor spheroids of the HEp-2 
cells line affects the stability of the extracellular matrix, which suggests a possible 
relationship between the substance and a greater chance of metastasis if an 
adequate tumor environment is present. Although some cases have favored the use 
of corticosteroids in cancer patients, a more detailed analysis is needed before 
prescribing them. 
 
Keywords: Cortisol. Stress. Cancer. 3D. HEp-2. L929. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

Câncer é a denominação para um conjunto de patologias que envolvem a 

proliferação anormal das células do organismo, que podem invadir tecidos 

adjacentes ou mesmo órgãos distantes do seu ponto de desenvolvimento. 

Segundo a Internacional Agency for Research on Cancer (2021), uma 

importante característica associada ao câncer se refere a sua gênese multifatorial, o 

que em outras palavras significa que o desenvolvimento e a proliferação das células 

doentes podem ser desencadeados por fatores diversos, como ambientais, 

genéticos ou infecção viral, assim como pela exposição a substâncias químicas 

descritas como cancerígenas. 

Toda a sintomatologia e as características relacionadas ao câncer, tais como 

sequelas ou recidivas, associam-se às duras e desgastantes formas de tratamento, 

seja radioterapia, quimioterapia ou cirurgia, causando apreensão ao paciente e a 

seus familiares (MUTSAERS et al, 2020; CHOI et al., 2019; BROEMER et al., 2021; 

FRIEDRICH et al., 2007). 

Sob essa perspectiva, tanto a sintomatologia relacionada à doença quanto as 

características relacionadas a suas formas de tratamento (radioterapia, 

quimioterapia e cirurgia) interferem significativamente na rotina e na qualidade de 

vida dos pacientes, em muitos casos caracterizando importantes agentes 

estressores (MUTSAERS et al., 2020). 

Dessa forma, faz-se necessária a investigação de aspectos como a 

colaboração de quadros de estresse no agravamento da doença ou em alterações 

de seu prognóstico. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

Nesta seção serão apresentados alguns fundamentos que embasaram esta 

pesquisa, tais como as características do câncer, as alterações celulares associadas 

ao estresse psicológico e sua relação com a manifestação dessa condição, assim 

como embasamentos teóricos para os procedimentos de cultura realizados.  

 

2.1 O CÂNCER E SUAS PRINCIPAIS CARACTERÍSTICAS 

 

Segundo Carvalho (2002), câncer ou enfermidades oncológicas são 

denominações utilizadas para descrever um grupo de doenças que se caracterizam 

pela anormalidade das células e por sua divisão excessiva. 

Não se pode determinar uma única causa para o desenvolvimento de um 

câncer. Acredita-se que, para todos os tipos de câncer, existe uma etiologia 

multifatorial (HUGUES, 1987 apud CARVALHO, 2002).  

Na ocorrência da doença, vários fatores têm sido apontados como 

contribuintes, tais como “a predisposição genética, a exposição a fatores ambientais 

de risco, o contágio por determinados vírus, o uso do cigarro, a ingestão de 

substâncias cancerígenas e muitos outros” (TRICHOPOULOS; LI; HUNTER, 1996 

apud CARVALHO, 2002, p. 155). 

Acredita-se na possibilidade de contribuições de fatores psicológicos no 

desenvolvimento do câncer, dado aos efeitos de estados emocionais na modificação 

hormonal e desta na alteração do sistema imunológico (BOVBJERG, 1990). 

 A partir dessas possibilidades, estudos buscam relacionar ou mensurar 

possíveis influências de aspectos psicológicos e sociais no desenvolvimento e 

possível agravamento de patologias oncológicas (OGINSKA-BULIK; MICHALSKA, 

2020; VAN MONTFORT et al., 2020). 

Figueiredo (2005) descreve que o recebimento da confirmação de diagnóstico 

de câncer é vivenciado pelo paciente como uma situação limite, podendo 

desencadear alterações significativas em seu estado emocional, causando 

interferências no tratamento e no processo de restabelecimento e podendo 

ocasionar, muitas vezes, a aceleração da doença. 

Da mesma forma, o diagnóstico de câncer provoca usualmente um efeito 

devastador, pois culturalmente está associado à ideia de morte.  
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Nos casos em que há uma terminalidade declarada pelos médicos, o paciente 

terá que adaptar-se à situação de pouco tempo de vida, levando-o ao “processo de 

luto” em relação à própria existência, assim como ao desenvolvimento ou à 

acentuação de sintomas relacionados ao estresse, processo esse descrito por 

Kübler-Ross (1998) e Van Montfort et al. (2020). 

 Partindo desses estudos, aponta-se a possibilidade de interferência dos 

fatores psicológicos no desenvolvimento ou no agravamento do câncer, tornando as 

questões relacionadas aos quadros de estresse e ao estado emocional desses 

pacientes cada vez mais relevantes, buscando assim contribuir para investigações 

que objetivem identificar os mecanismos biológicos associados a essas influências.  

 

2.2 O ESTRESSE E O ESTRESSE PSICOLÓGICO 

 

O termo estresse foi empregado pelo fisiologista austríaco Hans Selye, em 

1936, para designar uma "síndrome geral de adaptação" (MARTINELLI et al., 2020). 

Segundo Straub (2005), a palavra estresse, algumas vezes, é utilizada para 

descrever uma “situação ou estímulo ameaçador e, em outras, para descrever a 

resposta a um evento ou situação ameaçadora (síndrome geral de adaptação)” 

(STRAUB, 2005, p. 116).  

Para Straub (2005), a síndrome geral de adaptação é uma resposta do 

organismo frente a um perigo, que prepara o corpo para fugir ou lutar (reação de luta 

ou fuga). Esse sistema de resposta emergencial parece muito funcional e adaptativo 

e, sem dúvida, foi essencial para a sobrevivência de nossos antepassados na época 

em que os seres humanos enfrentavam inúmeras ameaças físicas, como possíveis 

ataques de animais selvagens.  

Embora atualmente estejamos mais expostos a estressores psicológicos 

quando comparados a nossos ancestrais, as reações do corpo não mudaram: “ele 

ainda reage ao estresse de hoje como se estivéssemos enfrentando um impasse 

com um animal selvagem” (STRAUB, 2005, p. 118). O autor explica que 

 
A reação do corpo ao estresse é constituída por três fases (reação de 
alarme, fase de adaptação e fase de exaustão). Reação de alarme é 
essencialmente a mesma que a resposta de “luta ou fuga”. A força da 
reação de alarme depende do grau em que o evento é percebido como uma 
ameaça. Quando uma situação estressante persiste, a reação do corpo 
progride para a fase 2, a fase de adaptação, onde a excitação fisiológica 
permanece alta, à medida que o corpo tenta adaptar-se a uma emergência, 
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restabelecendo-se. Uma manifestação desse défict é que as pessoas ficam 
irritadas, impacientes e cada vez mais vulneráveis a problemas de saúde. 
Se a situação estressante persistir e a resistência não for mais possível, o 
corpo entra na fase final, a fase de exaustão. Nesse ponto, as reservas de 
energia do corpo são exauridas. Se o estresse continuar podem ocorrer 
doenças e deterioração física, ou até mesmo a morte (STRAUB, 2005, p. 
118). 

 

Dessa forma, a resposta ao estresse está relacionada a componentes 

psicológicos (envolvendo emoções, comportamentos e pensamentos) e fisiológicos 

(envolvendo sintomas de excitação corporal). 

 
A resposta ao estresse depende, em grande medida, da forma como o 
indivíduo filtra e processa a informação e sua avaliação sobre as situações 
ou estímulos a serem considerados como relevantes, agradáveis, 
aterrorizantes, etc. Essa avaliação determina o modo de responder diante 
da situação estressora e a forma como o mesmo será afetado pelo 
estresse. Podemos então distinguir quatro componentes: 1) avaliação inicial 
automática da situação ou estímulo, também conhecida como reação 
afetiva, em que o sujeito avalia inicialmente o potencial de ameaça para si. 
Essa avaliação global afetiva determina um padrão de respostas do tipo 
defesa ou conferência e orientação. Quando a situação ou estímulo é 
percebido como ameaçador, então uma resposta de defesa é ativada. 
Porém, se a avaliação for de não ameaça, a resposta de conferência e 
orientação é a escolhida, e o sujeito se prepara para recolher mais 
informações. As respostas de conferência e orientação ou de defesa irão 
provocar diferentes respostas fisiológicas; 2) avaliação da demanda da 
situação ou avaliação primária, em que o sujeito avalia a situação 
estressora, não por seu significado intrínseco, mas de acordo com sua 
história pessoal e seu aprendizado e experiências prévias. Nessa fase, o 
relevante é como o sujeito vivencia a situação de estresse; 3) Avaliação das 
capacidades para lidar com a situação estressora ou avaliação secundária, 
quando o sujeito avalia a situação em relação às suas capacidades e 
recursos de enfrentamento para manejá-la, e; 4) organização da ação ou 
seleção da resposta, a partir das avaliações anteriormente descritas, em 
que o sujeito elabora suas respostas às demandas percebidas (LABRADOR 
et al., 1994 apud MARGIS et al., 2003, p. 65-74). 

 

As respostas podem ser exclusivas para a situação alvo, ou pode não haver 

resposta disponível para o indivíduo, que resolverá arriscar uma nova resposta ou 

tolerar passivamente a situação estressora. “Os recursos comportamentais e 

fisiológicos a serem mobilizados dependem, em grande medida, dessa escolha” 

(MARGIS et al., 2003, p. 67). 

Nas respostas fisiológicas, o sujeito irá reagir com comportamentos potentes 

de luta ou fuga. Para isso, fazem-se necessárias “alterações cardiovasculares, 

constituindo em elevação da pressão arterial, taquicardia, vasoconstrição na pele e 

nas vísceras e vasodilatação nos músculos estriados, bem como hiperventilação” 

(RIBEIRO; KAPCZINSK, 2000 apud MARGIS et al., 2003, p. 68). 
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Entre os problemas de saúde relacionados ao estresse (STRAUB, 2005) 

podemos encontrar patologias e sintomas como bruxismo, sensação de asfixia, 

erupções na pele, vômitos, cansaço, tremores musculares, hipertensão, batimentos 

cardíacos rápidos ou irregulares, suores e problemas estomacais, entre outros.  

Da mesma maneira, segundo o autor, podemos encontrar alterações 

psicológicas e comportamentais, como pensamentos ansiosos, dificuldade de 

memória, raiva, fadiga, incapacidade de relaxar, depressão, redução da 

concentração, inquietação, problemas para dormir, punhos cerrados, temperamento 

agressivo, fuga das tarefas, choro, entre outros. 

Outro fator importante na análise da relação entre estresse e problemas de 

saúde seria que, com a mudança no padrão de estresse, observam-se mudanças no 

padrão dos sintomas. Em outras palavras, a relação é proporcional: “quanto maior a 

exposição ao estressor, mais intensa a sintomatologia” (RUETER et al., 1999 apud 

MARGIS et al., 2003, p. 71). Essas características dizem respeito, inclusive, ao fato 

de eventos estressantes interferirem indiretamente no surgimento dos transtornos de 

ansiedade e depressivos (RUETER et al., 1999 apud MARGIS et al., 2003). 

 

 2.3 O ESTRESSE E O CORTISOL 

 

Quando se consideram os efeitos neurofisiológicos do estresse, pode-se 

mencionar como o principal deles a hiperfunção do sistema nervoso simpático e do 

sistema endócrino, mais particularmente da glândula suprarrenal. Observa-se que o 

aumento dos níveis de estresse se relacionará com a ativação do sistema endócrino, 

tendo como resultado a maior liberação de hormônios, como o cortisol, pela glândula 

supra-renal.  

Partindo desse raciocínio, Brandão (1995) relaciona diretamente momentos 

de distresse (estresse negativo) ao aumento dos níveis de cortisol, como um 

possível fator fisiológico para quadros de estresse. 

Da mesma maneira, estudos demonstram que o cortisol também pode 

interagir com outros hormônios, como o Glucagon, assim como com a excitação do 

Sistema Nervoso Simpático (SNS) por meio da síntese de Epinefrina (E) (COHEN et 

al., 1997). 

A desregulação dos níveis de cortisol, sintoma associado a quadros de 

estresse, também tem sido avaliada como contribuinte para fatores relacionados a 
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morbidade, severidade e mortalidade no processo de doenças, dentre elas inúmeros 

tipos de enfermidades oncológicas, como a progressão em tumores mamários 

(MCEWEN, 1998; SEPHTON et al., 2000).  

Um importante exemplo dessa ação pode ser observado no trato 

gastrointestinal, onde o cortisol em excesso pode estimular a secreção gástrica de 

forma a provocar a ulceração da mucosa gástrica, frequentemente associada ao 

desenvolvimento de tumores do trato gastrointestinal. (SHELBY; KATHRYN, 2001). 

A Figura 1 representa parte da cascata neuroendócrina associada aos efeitos 

do cortisol, seja esse produzido naturalmente ou administrado via medicamentosa, 

como no caso da medicação corticosteroide, e de sua interação com inúmeras 

células imunitárias, como explica Tofoli (2013). 

 
Figura 1: Metabolismo do cortisol 

 
Fonte: Cohen et al. (1997). Elaborado pelo autor. 
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Inúmeros estudos abordam os efeitos do cortisol sobre o sistema imunológico, 

ora auxiliando em seu funcionamento adequado frente a situações de sobrevivência, 

ora reduzindo sua resposta e influenciando o desenvolvimento de patologias 

(SOARES; ALVES, 2006).  

É comprovado que essa substância em altas doses apresenta ação 

imunossupressora, efeito causado pela interrupção da síntese proteica, 

principalmente das imunoglobinas. Esse efeito se manifestará principalmente na 

concentração de populações de células periféricas, sendo populações de 

macrófagos, linfócitos e eosófilos (SOARES; ALVES, 2006).  

Estudos de Sapolsky, Romero e Munk (2000) relataram como altas doses de 

cortisol levam à atrofia do tecido linfoide do timo, do baço e ao surgimento de 

nódulos linfáticos, assim como ao aumento de apoptose em linfócitos (FUKUZUKA 

et al., 2000; HOFFMAN-GOETZ; ZAJCHOWSK, 1999), fatores diretamente 

relacionados à imunossupressão. Quanto à função imune do cortisol, pode-se citar a 

diminuição de citoquinas, que por sua vez inibem a atividade de células como as 

TH1 e TH2, levando logo à supressão de respostas imunes relacionadas às células 

T (RABIN, 1999). 

Embora esteja relacionado a quadros patológicos, o cortisol também realiza 

inúmeras funções em nosso organismo em seu estado saudável, dentre as quais 

podemos citar a manutenção da produção de glucose, bem como a facilitação do 

metabolismo lipídico. Outras funções incluem ações anti-inflamatórias e de 

regulação imunológica, renal e muscular (SOARES; ALVES, 2006). 

 

2.4 ESTRESSE E ALTERAÇÕES CELULARES 

 

Segundo estudos de Reiche, Nunes e Morimoto (2004), Sephton et al. (2000), 

Spiegel e Giese-Davis (2003), Price et al. (2001) e Lillberg et al. (2003), existem hoje 

comprovações claras de que fatores psicológicos, como quadros depressivos e 

suporte social, influenciam na progressão tumoral. Dessa maneira, inúmeros 

estudos relacionaram fatores associados a estresse com biologia tumoral, 

destacando-se aqueles que abordaram os efeitos dos glicocorticoides e suas 

relações com a biologia das células tumorais.  

Distelhorst (2002) demonstrou a relação entre os glicocorticoides na indução 

de apoptose de linfócitos. Da mesma forma, Herr et al. (2003) e Wu et al. (2004) 
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demonstraram a ativação de genes que protegem células tumorais dos efeitos da 

quimioterapia in vivo e in vitro por meio da ação dos glicocorticóides.  

Outro fator observado pode ser encontrado nos estudos de Dave et al. (2000) 

e Clevenger et al. (2003), que demonstram o aumento de prolactina relacionado ao 

cortisol e sua consequente ação, promovendo o crescimento e a sobrevivência de 

tumores de mama.  

É possível descrever, pelos estudos de Thaker et al. (2006), que quadros de 

estresse colaboram para o aumento de fatores de angiogênese em células tumorais 

por aumento de VEGF e, segundo os estudos de Ohm et al. (2003) e Gabriolovich et 

al. (1996), também comprometem o desenvolvimento de células T.  

Outro ponto importante relacionando alterações dos níveis de cortisol e 

tumorgênese vem dos estudos de Rich et al.  (2005), relacionando essas alterações 

ao aumento de expressão de citocinas pró-inflamatórias como IL-6 e fator de 

necrose tumoral alfa (TNFα) em pacientes com câncer. 

 

2.5 CULTURA 3D POR LEVITAÇÃO MAGNÉTICA 

 

Nas chamadas culturas em três dimensões, as células podem ser agregadas 

por diferentes métodos, sendo os mais comuns por magnetismo, por levitação ou 

por impressão. A técnica escolhida para este estudo foi a de levitação magnética, 

conhecida como N3D, da empresa norte-americana Greiner. A escolha se 

fundamentou principalmente devido à técnica apresentar formação rápida dos 

modelos em 3D e fácil manuseio, associados à imitação do tecido nativo descrito por 

Friedrich et al. (2007). 

Na técnica utilizada, as nanoshuttles consistem em pequenas esferas de 

ouro, óxido de ferro e epoli-L-lisina. Essas esferas magnetizam as células da 

amostra por acoplamento eletrostático às membranas celulares, que ocorreu durante 

a noite do primeiro dia de incubação. Após a incubação, as células magnetizadas 

apareceram salpicadas com nanopartículas escuras que ficaram aderidas à amostra, 

podendo ser observadas em microscopia. Porém, como sugerem os estudos de 

Souza et al. (2010) e Tseng et al. (2013), essas partículas são biocompatíveis, não 

apresentando efeito sobre o metabolismo celular nem proliferação ou inflamação, 

além de não apresentarem interferências em técnicas como fluorescência e western 
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blotting, segundo Castro-Chavez et al. (2013), Tseng et al. (2014) e Daquinag, Souza 

e Kolonin (2013). 

Na cultura em 3D por levitação magnética com esferoides utilizando 

nanoshuttles, as células apresentam um crescimento tridimensional, que propicia a 

formação de zonas de heterogeneidade celular, e diferenças em gradiente de 

oxigenação, que refletem o microambiente tumoral in vivo, como descrito por 

Friedrich et al. (2007). Segundo Ekert et al. (2014), quando comparadas às culturas 

tumorais em monocamadas, as culturas 3D apresentam padrões de comportamento 

celular mais próximos aos tumores in vivo, o que torna essa técnica uma referência 

para os estudos de comportamento tumoral.  

 

2.6 PROTEÍNAS DE CHOQUE TÉRMICO E CÂNCER 

 

 Proteínas de choque térmico (HSPs) são um grupo de proteínas que 

funcionam para manter a homeostase celular em resposta a estressores como 

hipóxia, anoxia, alta temperatura, drogas e outros agentes químicos que induzem a 

desnaturação de proteínas. Facilitam o enovelamento das proteínas e mantêm as 

estruturas das proteínas que regulam o metabolismo celular, essenciais para a 

sobrevivência e a proliferação celular (ZOU et al., 2014; PERAZELLA, 2003). As 

células cancerosas, por sua vez, sequestram os papéis protetores das HSPs durante 

a carcinogênese (GHANE SHAHRBAF; ASSADI, 2015). 

As HSPs são classificadas com base nos pesos moleculares. Esta revisão 

concentrou-se nas HSPs mais estudadas, que são HSP27, HSP40, HSP60, HSP70 

e HSP90. HSP27 (HSPB1) é um tipo de HSPs pequena (12–43 kDa), que funciona 

independentemente do ATP. Induzida por choque térmico, estressores ambientais e 

fisiopatológicos, a HSP27 forma complexos multiméricos e estabiliza proteínas 

desnaturadas ou agregadas, devolvendo-as à sua forma original (LIU et al., 2012). 

Outras funções de HSP27 incluem interferência direta com a via apoptótica e 

regulação da dinâmica do citoesqueleto (CLEMONS; ANDERSON, 2006; CHOI et 

al., 2019).  

Considerando que sua função primária é promover a homeostase celular sob 

condições estressantes, a super-expressão de HSP27 está intimamente relacionada 

a tumorigênese, metástase e invasividade em vários cânceres, como carcinoma de 

células escamosas de cabeça e pescoço, leucemia mieloide aguda pediátrica, 
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câncer de mama e câncer colorretal (ZHU et al., 2010; YANG et al., 2013; HOMAEI-

SHANDIZ et al., 2016; SCHWEIGER et al., 2015). 

O aumento da expressão de HSP27 também estimula a migração celular 

induzida pelo fator de crescimento epidérmico (EGF), a invasão e a atividade da 

metaloproteinase da matriz (MMP), bem como a expressão de marcadores de 

transição epitelial para mesenquimal (EMT) via ativação ou super-expressão de AKT, 

GSK3β, e β-catenina (CORDONNIER et al., 2015). 

 Além disso, a modulação do influxo de cálcio intracelular mediada por HSP27 

aumenta a proliferação, a migração e a invasão de células cancerígenas colorretais 

(HUANG et al., 2018). 

Codificada por genes HSPA, a HSP70 consiste em 13 membros que 

desempenham papéis essenciais no enovelamento de proteínas, homeostase de 

proteínas e promoção da sobrevivência celular sob vários estresses (MURPHY, 

2013).  

Em células cancerosas, a HSP70 funciona para induzir sinais mitóticos e 

suprimir apoptose, bem como senescência induzida por oncogene (SHERMAN, 

2010). A expressão aumentada de HSP70 foi indicada como um marcador de mau 

prognóstico para uma variedade de cânceres, incluindo câncer de mama, pulmão, 

ovário, colorretal, pancreático e glioblastoma (MURPHY, 2013; SHERMAN; GABAI, 

2015; GRAF et al., 2018; GUPTA et al., 2017; LEE et al., 2017; CHOI et al., 2019). 

Em relação ao grupo HSP70, cinco membros foram especialmente bem 

examinados em associação com câncer, que são os HSP70s induzíveis por 

estresse: HSP72 (HSPA1) e HSP70B (HSPA6) e HSP70s expressos 

constitutivamente, HSC70 (HSPA8), GRP75 / Mortalin (HSPA9), e GRP78 (HSPA5) 

(KAMPINGA et al., 2009; ARISPE; MAIO, 2000). 

Em células cancerosas super-expressas de HSP70, a HSP70 pode 

translocar-se para a membrana plasmática ou pode ser liberada extracelularmente, 

mediando as respostas imunes antitumorais (JEGO et al., 2013).  

Embora a função da HSP70 extracelular em relação à carcinogênese seja 

amplamente desconhecida, a forma extracelular pode oferecer uma vantagem 

adicional às células cancerosas, estimulando o sistema imunológico a remover as 

células indesejadas da circulação (MERCHANT; KORBELIK, 2011). 

Curiosamente, a HSP70 extracelular forma o complexo de ativação com 

várias co-chaperonas, incluindo HSP90α, Hop e HSP40, que juntas promovem a 



21 

 

migração e a invasão das células do câncer de mama por meio da atividade 

aumentada de MMP2 (NOORDHUIS et al., 2004). A HSP70 também pode estar 

localizada na membrana endolisossômica de células cancerosas e serve para 

resistir à morte celular induzida por catepsina lisossomal (GYRD-HANSEN; 

NYLANDSTED; JAATTELA, 2004). 

 

2.7 PROTEÍNA QUINASE DE ADESÃO FOCAL (FAK) E FIBRONECTINA 

 

 Os tecidos são compostos por células ancoradas em uma matriz extracelular 

(MEC), formando uma rede proteica que mantém unidas as células vizinhas e facilita 

a comunicação célula a célula. Como um elemento estrutural, a MEC ajuda a 

orientar a polaridade das células e a fixá-las.  

As interações das células com o ambiente extracelular regulam muitas 

funções celulares básicas, incluindo diferenciação, migração, crescimento celular e 

morte celular programada (apoptose). Muitos desses sinais da MEC, incluindo 

aqueles necessários para a sobrevivência celular, são retransmitidos para a 

maquinaria de sinalização intracelular por integrinas, receptores transmembrana 

heterodiméricos com especificidade de sobreposição para componentes ECM 

(DAMSKY; WERB, 1992; HYNES, 1992; HOWLETT et al., 1995; MEREDITH; 

FAZELI; SCHWARTZ, 1993; GIANCOTTI; RUOSLAHTI, 1999).  

 Entre os elementos envolvidos na adesão celular, podemos citar duas 

proteínas relacionadas com o estresse e o câncer: a proteínas quinase A ou de 

adesão focal (FAK) e a fibronectina. 

 A quinase de adesão focal (FAK) é uma tirosina quinase não receptora e uma 

proteína adaptadora, que regula principalmente a sinalização de adesão e a 

migração celular. No entanto, a FAK também pode promover a sobrevivência celular 

em resposta ao estresse. A FAK é comumente superexpressa em câncer e é 

considerada um alvo de alto valor para drogas. De acordo com Dawson et al. (2021), 

no cenário clínico o direcionamento de FAK será mais eficaz em combinação com 

outros agentes, de modo a reverter à falha de quimioterapias ou de terapias 

direcionadas, aumentando a eficácia de tratamentos imunológicos de tumores 

sólidos (DAWSON et al., 2021).  

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0923753419480228#!
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           Resumidamente, o envolvimento de receptores de integrina transmembrana 

com matriz extracelular (ECM) recruta FAK para locais onde as integrinas se 

agrupam, constituindo as denominadas 'adesões focais'. 

 A fibronectina (FN) desempenha um papel importante na patobiologia do 

câncer. Numerosos estudos forneceram possibilidades de direcionar a FN para a 

luta contra o câncer (ABDEL-GHANY et al., 1998; CHANG et al., 2012; 

BERNDORFF et al., 2005; WANG et al., 2017; MOSCHETTA et al., 2012; CHENG; 

ABDEL-GHANY; PAULI, 2003). 

 O envolvimento da FN no câncer advém do acúmulo de evidências referentes 

à expressão de FN cancerígena, contribuindo de forma crítica para a malignidade do 

tumor, a metástase e o mau prognóstico dos pacientes, uma vez que estudos 

afirmam controversamente que a FN atua como um ligante ao endotélio em células 

tumorais sanguíneas para mediar e promover a colonização pulmonar e a metástase 

(ABDEL-GHANY et al., 1998; CHENG et al., 1998; CHENG et al., 1999; CLARK et 

al., 2000).   

Vários autores também empregaram abordagens genéticas ou proteômicas 

para demonstrar que a expressão de FN em vários tipos de células tumorais está de 

fato experimental e clinicamente associada à malignidade tumoral, à metástase ou 

ao mau prognóstico (CHENG et al., 2012; HAN et al., 2008; WONG et al., 2009; 

REUTER et al., 2009; STEFFENS et al., 2012; MA et al., 2014; LI et al., 2017; 

FERNANDEZ-GARCIA et al., 2014; KENNY et al., 2014; NIKNAMI et al., 2017).  

Níveis mais elevados de expressão de FN no plasma, soro ou urina podem 

ser detectados em estágios finais e em pacientes com carcinoma de células renais 

metastático ou câncer colorretal, e podem servir clinicamente como excelentes 

biomarcadores de prognóstico não invasivos (HEGELE et al., 2004; SAITO; 

NISHIMURA; KAMEOKA, 2008). Em linha com esse papel de promoção metastática, 

a FN é altamente expressa nas células tronco cancerígenas CTCs pancreáticas, que 

possuem um alto potencial metastático potencializado pela sinalização WNT (YU et 

al., 2012).   
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3 HIPÓTESES 

 

- A administração de cortisol causará um aumento do crescimento tumoral 

em células cancerosas. 

- Dosagens mais altas de cortisol, administradas em células cancerosas, 

terão ação inibitória do crescimento, podendo exercer certo grau de letalidade. 

- Tumores de linhagem HEp-2, inoculados com cortisol, avaliados em cultura 

3D, apresentarão menor matriz celular e menor integridade. 
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4 OBJETIVOS 

 

 Nesta seção são descritos os objetivos: geral e específicos que nortearam 

esta pesquisa, gerados a partir do problema que se pretendeu investigar, a fim de 

corroborar ou não as hipóteses apresentadas.  

 

4.1 OBJETIVO GERAL 

 

Verificar possíveis influências da administração de diferentes níveis de 

cortisol no desenvolvimento de culturas de célula de carcinoma de laringe em 

cultura monocamada e 3D. 

 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

- Investigar as influências do cortisol (hidrocortisona), em diferentes 

dosagens, na proliferação celular, em períodos de 24 e 48 horas. 

- Investigar possíveis diferenças no comportamento frente ao cortisol das 

linhagens de células HEp-2 e L929, buscando explicar possíveis alterações entre o 

comportamento em linhagens tumorais e saudáveis. 

- Investigar os efeitos da incubação com cortisol em linhagens HEp-2 em 

modelo de cultura 3D. 
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5 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Nesta seção são descritos e detalhados os materiais e métodos empregados 

nos procedimentos de investigação, relacionados à cultura, à incubação e à 

atividade metabólica das células estudadas, assim como sua análise estatística, com 

o fim de alcançar os objetivos propostos.  

 

5.1 CULTURAS DE CÉLULAS 

 

Células L929 (linhagem celular de fibroblasto de camundongo, provenientes 

do banco de células do Rio de Janeiro sob registro BCRJ 018), usadas como padrão 

para avaliação de citotoxicidade e HEp-2 (carcinoma epidermoide de laringe, 

provenientes do banco de células do Rio de Janeiro sob registro ATCC – CCL-23), 

foram cultivadas garrafas de cultura NUNC 25 cm2 com meio DMEM, suplementado 

com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de antibiótico e antimicótico (Life 

Technologies), a 37°C em atmosfera de 5% de CO2. 

 

5.2 INCUBAÇÃO COM HIDROCORTISONA 

 

As células HEp-2 e L929 foram plaqueadas (1x105 células/mL) em 

microplacas de 24 poços, com meio de cultura DMEM suplementado com 10% de 

soro fetal bovino (SFB) para adesão celular, incubadas a uma temperatura de 37ºC e 

atmosfera 5% CO2, durante a noite. No dia seguinte, as células foram submetidas a 

tratamento com hidrocortisona 500 mg (nome comercial Androcortil, fabricante Teuto, 

Lote: 2596897), diluída em PBS, por períodos de 24 e 48 horas nas seguintes 

concentrações: 0,5 µM, 1,0 µM, 1,5 µM, 2 µM e 2,5 µM (ABDANIPOUR et al., 2015; 

FONSECA et al., 2019).   

 

5.3 ATIVIDADE METABÓLICA MITOCONDRIAL (ENSAIO DE MTT) 

 

Células HEp-2 e L929, submetidas ao tratamento com hidrocortisona nos 

períodos de 24 e 48 horas foram lavadas com PBS três vezes incubadas com MTT 

(0,5 mg / ml) por 1 hora a 37° C em atmosfera de 5% de CO2. Sobre os precipitados 

de formazana, o solvente orgânico DMSO (50 μL) foi adicionado a cada poço. A 
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placa é mantida sob agitação durante 10 minutos para solubilizar os cristais de 

formazana e a leitura da absorbância realizada em 570nm em espectrofotômetro 

Packard SpectraCount de 570 nm. Os dados obtidos foram plotados em gráfico pelo 

programa GraphPad 6.0.  

Neste ensaio também foram utilizados dois grupos não tratados com 

hidrocortisona, o grupo intitulado controle (não tratado), em que as células tiveram 

seu processo de crescimento sem a administração de nenhuma dose de 

hidrocortisona, e o grupo intitulado morte celular, sendo essa induzida pela 

administração de solução de peróxido de hidrogênio a 10%. 

 

5.4 ENSAIO DE CRISTAL VIOLETA 

 

A coloração com cristal violeta é utilizada para inferir a densidade 

populacional, em um teste clonogênico. O método é descrito como colorimétrico 

para a determinação de células adequadas, conforme definido por Fernandes et al. 

(2010). 

O cristal violeta, substância usada para o teste, atravessa células e 

membranas nucleares, ligando-se a DNA, RNA e proteínas e identificando células 

viáveis. Em seu contorno, a quantificação espectrofotométrica de células aderentes 

identifica indiretamente o número de células viáveis utilizadas neste estudo para 

medir a variação da população de linhagens celulares. 

O HEp-2, submetido ao tratamento com cortisol nos horários citados, teve o 

meio de cultura retirado em seguida e incubado com 100 µL de cristal violeta por 3 

minutos, em temperatura ambiente. Em seguida, a placa foi lavada duas vezes em 

água de torneira por imersão e incubada por 1 hora com 100 µL de DMSO. A leitura 

da absorbância realizada em 570nm em espectrofotômetro Packard SpectraCount 

de 570 nm. 

 

5.5 CULTURA 3D   

 

As culturas foram realizadas com o kit Bio-AssemblerTM desenvolvido para 

placas de 24 poços (n3D Biosciences Inc., Houston, TX, EUA) (SOUZA-ARAÚJO et 

al., 2020). Foram utilizadas NanoShuttlesTM para incubação e placas de 24 poços, 

em uma proporção de 1 µL de NanoShuttlesTM por 20.000 células incubadas a 37° C 
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e 5% de CO2, por 18 horas. As células foram, a seguir, incubadas com 5 mL de 

tripsina por 5 min e lavadas por centrifugação (600 g / 5 min) com solução salina 

tamponada com fosfato (PBS). A viabilidade celular foi determinada pelo método de 

exclusão de azul de Tripan (1% p / v em PBS), e a densidade de células foi ajustada 

para 106 células / mL em meio DMEM, suplementado com 5% de soro fetal bovino. 

As células HEp-2 conjugadas com NanoShuttlesTM foram semeadas em uma 

placa ultralow-attach de 24 poços (ULA, Cellstar® Greiner Bio-one, Kremsmünster, 

Áustria) em 105 células e um volume final de 400 µL /poço.  

A cultura 3D foi obtida incubando-se as placas sob o campo magnético a 37°C 

e 5% de CO2, utilizando-se inicialmente uma unidade de bioimpressão por três horas 

e, em seguida, a unidade de levitação durante todo o período de cultura. Esse 

procedimento permite o crescimento do esferoide celular. A placa de cultura 3D foi 

reabastecida com meio frasco a cada dois dias, até o uso do esferoide. 

 

5.6 MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA 

 

 Após 24 horas do tratamento com hidrocortisona, os esferoides foram fixados 

com uma solução de paraformaldeído a 4 % em PBS durante 60 minutos, para 

avaliação. A seguir, as células foram lavadas duas vezes com PBS para a remoção 

da solução fixadora e foi realizada a desidratação das amostras com incubação 

crescente de acetona a 30%, 50%, 75%, 90% e 100%, com tempo de exposição de 

20 minutos para cada concentração.  

Para a finalização da desidratação utilizou-se uma solução de acetona + 

HMDS (Hexametildisilazano – Sigma-Aldrich®) na proporção 1:1 por 30 minutos, e 

em seguida foi utilizado HMDS 100 % por mais 30 minutos, estando assim as 

amostras prontas para a metalização.  

 Posteriormente a toda a preparação para a Microscopia Eletrônica de 

Varredura, as amostras foram metalizadas com ouro no equipamento EMITECH 

K550X. A seguir, foi possível obter as imagens por microscopia eletrônica de 

varredura (EVO MA10) no Laboratório Multiusuário, localizado no IP&D (Instituto de 

Pesquisa e Desenvolvimento) da Universidade do Vale do Paraíba – Univap, campus 

Urbanova. 
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5.7 IMUNOMARCAÇÃO 

 

Para a imunomarcação, as células foram plaqueadas na concentração de 

1x105 células por poço, em placas de 24 poços (NUNC), contendo lamínula redonda 

estéril em cada poço. Essas células permaneceram incubadas com meio DMEM 

suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibiótico e antimicótico, em 

estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO2, 18 horas de incubação. Dois grupos 

foram utilizados, um grupo de controle (sem incubação) e um grupo incubado com 

2,5 µM de hidrocortisona, nos períodos de 24 e 48 horas. 

Para os cálculos da intensidade de fluorescência, foi utilizada a fórmula 

abaixo, de acordo com o protocolo do programa ImageJ e a fórmula para calcular a 

fluorescência celular total corrigida (CTCF). 

Measuring cell fluorescence using ImageJ — The Open Lab Book v1.0 

(theolb.readthedocs.io) 

CTCF = Densidade Integrada (Área da célula selecionada x média da 

fluorescência de fundo). 

O processo descrito conferiu os valores apontados nos Gráficos 5, 5A, 5B, 

Gráfico 6 e Gráfico 7, como Intensidade de fluorescência (AU), que representam 

unidades arbitrárias. 

As imagens foram capturadas com o auxílio do microscópio de fluorescência 

Leica DMLB com sistema de captura de imagem Leica DFC 310 FX acoplada, 

localizado no IP&D (Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento) na UniVap, campus 

Urbanova, em São José dos Campos. 

 

5.7.1 Células em Monocamada (2D) Imunomarcadas para HSP-27 e HSP-70 

 

Logo após os períodos acima citados, foram utilizados os seguintes 

anticorpos: anti-HSP27 (produzido em coelho, da Sigma-Aldrich®) e anti-HSP 70 

(produzido em camundongo, da Invitrogen®), na diluição 1:1000. As células foram 

incubadas em temperatura ambiente por 1 hora com cada um dos anticorpos. 

Ao término do período de incubação com os anticorpos primários, as células 

foram lavadas com PBS + soro albumina bovina (BSA) e incubadas com anticorpos 

secundários, anticoelho (FITIC) e anticamundongo (TRICT), na diluição 1:1000, por 

30 minutos em temperatura ambiente e ao abrigo da luz. 
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Foram capturadas e utilizadas 16 imagens, divididas em grupos controle (24 e 

48 horas) e tratados (24 e 48 horas) para DAPI, HSP27 e HSP70, acrescidas de 4 

imagens de overlay. A captura das imagens foi realizada com o auxílio do 

microscópio de fluorescência Leica DMLB com sistema de captura de imagem e 

Leica DFC 310 FX acoplada, localizados no IP&D (Instituto de Pesquisa e 

Desenvolvimento) na Univap, campus Urbanova em São José dos Campos. 

Para os cálculos da intensidade de fluorescência foi utilizada a fórmula 

abaixo, de acordo com o protocolo do programa ImageJ.  

Measuring cell fluorescence using ImageJ — The Open Lab Book v1.0 

(theolb.readthedocs.io) 

Fórmula para calcular a fluorescência celular total corrigida (CTCF). 

CTCF = Densidade Integrada (Área da célula selecionada x média da 

fluorescência de fundo). 

O processo descrito conferiu os valores apontados nos gráficos 5, 5A, 5B, 

Gráfico 6 e Gráfico 7, como Intensidade de fluorescência (AU), que representam 

unidades arbitrárias. 

 

5.7.2 Células em Cultura 3D Imunomarcadas para Proteína Quinase de Adesão 

Focal (FAK) e Fibronectina 

 

Após sete dias de cultura, os esferoides de células HEp-2 foram divididos em 

quatro grupos: (i) um grupo de controle, apenas com células e (ii) um grupo de 

tratamento, no qual as células foram incubadas com hidrocortisona (2,5 µM) por 24 e 

48 horas em 37ºC em uma atmosfera de 5% de CO2. Em seguida, os esferoides 

foram fixados com paraformaldeído 4% em PBS por 15 minutos, em temperatura 

ambiente.  

As células foram então permeabilizadas com 0,2% de Triton X-100 em PBS 

por 10 minutos e então bloqueadas com 1% de BSA em PBS por 30 minutos. 

Posteriormente, os esferoides foram incubados com anticorpo monoclonal anti-

humano de camundongo contra anticorpo de fibronectina (1: 500 / 1h) e anticorpo 

monoclonal anti-humano de coelho contra FAK (1: 500 / 1h), e a seguir incubados 

com anticorpo secundário policlonal anticamundongo conjugado com FITC e o 

anticorpo secundário policlonal de cabra anticoelho conjugado com TRITC (todos os 
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anticorpos da Sigma Aldrich® Co). Os núcleos foram marcados com DAPI (4', 6-

diamidino-2-fenilindol).  

Quanto às imagens, essas foram capturadas com o auxílio do microscópio de 

fluorescência Leica DMLB com sistema de captura de imagem Leica DFC 310 FX 

acoplada, localizado no IP&D (Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento) na Univap, 

campus Urbanova em São José dos Campos. Foram capturadas 6 imagens 

(controle + tratado para DAPI, Fibronectina e FAK) para o período de 24 horas e 

outras 6 para o período de 48 horas 

Para mensuração da intensidade de fluorescência foi utilizada a fórmula 

abaixo, de acordo com o protocolo do programa Image J.  

Measuring cell fluorescence using ImageJ — The Open Lab Book v1.0 

(theolb.readthedocs.io) 

Fórmula para calcular a fluorescência celular total corrigida (CTCF). 

CTCF = Densidade Integrada (Área da célula selecionada x média da 

fluorescência de fundo). 

O processo descrito conferiu os valores apontados nos gráficos 5, 5A, 5B, 

Gráfico 6 e Gráfico 7, como Intensidade de fluorescência (AU), que representam 

unidades arbitrárias. 

 

5.8 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

O software GraphPad Prisma 6® foi usado para realizar análises estatísticas 

e gráficos. Os dados estão na forma de média e desvio padrão, comparados pelo 

teste ANOVA two-way, normalizados e analisados pelo teste de Dunnett’s para os de 

MTT e Cristal Violeta e teste de Tukey para os experimentos de fluorescência. Os 

experimentos foram realizados em três repetições independentes com n = 8. 
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6 RESULTADOS 

 

Nesta seção são apresentados, comentados e detalhados os resultados 

referentes aos procedimentos a que foram submetidas as células objeto de estudo, 

apresentados na seção anterior.  

 

6.1 AVALIAÇÃO DE ATIVIDADE MITOCONDRIAL 

 

 A avaliação mitocondrial por MTT teve como objetivo mensurar possíveis 

influências da incubação com hidrocortisona, nas concentrações de 0,5, 1,0, 1,5, 2,0 

e 2,5 µM, em cultura de células HEp-2 e L929, relacionando os possíveis achados 

aos resultados de densidade populacional então analisados.  

 

6.1.1 Linhagem HEp-2 

 

O Gráfico 1 revela os resultados da atividade mitocondrial da linhagem 

tumoral HEp-2 à incubação por período de 24 e 48 horas com hidrocortisona. São 

observadas 5 dosagens distintas da droga (0,5, 1,0, 1,5, 2,0 e 2,5 µM), acrescidas 

de 2 grupos de controle, do grupo não tratado e do grupo de morte celular.  

 
Gráfico 1 – Teste MTT linhagem HEp-2. 

 
Valores estatísticos de P foram de *** P˂0,0008 e **** P˂0,0001 

Fonte: elaborado pelo autor. 
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O Gráfico 1 representa a atividade mitocondrial da linhagem HEp-2, por meio 

do método MTT. Nele, novamente observamos a divisão dos grupos por dosagens 

de hidrocortisona, assim como por duração de incubação, ambas anteriormente 

descritas.  

 

6.1.2 Linhagem L929 

 

O Gráfico 2 revela os resultados da atividade mitocondrial da linhagem 

saudável L929 à incubação por período de 24 e 48 horas com hidrocortisona. São 

observadas 5 dosagens distintas da droga (0,5, 1,0, 1,5, 2,0 e 2,5 µM), acrescidas 

de 2 grupos de controle, do grupo não tratado e do grupo de morte celular.  

 
Gráfico 2 – MTT Linhagem L929. 

 
Valores estatísticos de P foram de ** P˂0,0027; *** P˂0,0005 e **** P˂0,0001. 

Fonte: elaborado pelo autor. 

 

6.2 AVALIAÇÃO DO CRESCIMENTO POPULACIONAL CELULAR  

 

De forma geral, os dados encontrados demonstraram claramente uma 

interferência distinta entre as linhagens quanto à administração de hidrocortisona e a 

proliferação celular. Enquanto a linhagem tumoral HEp-2 não apresentou redução 
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populacional, a linhagem saudável apresentou ora redução, ora aumento 

populacional, como demonstrado nos gráficos seguintes. 

 

6.2.1 Cristal Violeta (Crescimento Celular) - Linhagem HEp-2 

 

O Gráfico 3 apresenta a dispersão populacional de crescimento da linhagem 

tumoral HEp-2 sob efeito das concentrações de 0,5; 1; 1,5; 2 e 2,5 µM, acrescida do 

grupo de controle, sem qualquer indução, e do grupo de morte celular, induzida por 

peróxido de hidrogênio a 3%. A incubação por hidrocortisona também foi dividida em 

dois períodos distintos, sendo incubação por 24 horas e por 48 horas.  

 

Gráfico 3 – Cristal Violeta HEp-2 

 
Valores estatísticos de P foram de * P˂0,0219; *** P˂0,0006 e **** P˂0,0001. 

Fonte: elaborado pelo autor. 

 
Os dados descritos pelo Gráfico 3 revelam que, mesmo sob exposição a 

diferentes dosagens de hidrocortisona em dois períodos distintos, as linhagens não 

sofreram redução populacional, com exceção do grupo incubado a 2,0 µM por 

período de 24 horas, no qual se observou leve redução populacional (* P˂0,0219). 

Embora relevante, como o cálculo estatístico sugere, a pequena redução 

populacional poderia ser explicada por alguma variável externa não identificada, 

uma vez que ocorreu somente neste grupo, não apresentando correlação com os 

outros dados da mesma placa. 
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Quando comparados ao grupo de controle, não são observadas alterações 

significativas na proliferação celular no período de 24 horas. Entretanto, na 

comparação entre as concentrações, observa-se alteração significativa, de 0.5 µM 

para 2.5 µM (p>0.005). A avaliação do período de 48 horas em comparação ao 

controle não apresenta alteração significativa. 

 

6.2.2 Cristal Violeta - Linhagem L929  

 

O Gráfico 4 descreve os achados quanto à população celular por meio de 

teste de cristal violeta, de linhagem L929, fibroblasto de tecido conjuntivo de 

camundongo.  

Gráfico 4 – Cristal Violeta L929 

 
Valores estatísticos de P foram de * P˂0,004; *** P˂0,0003; **** P˂0,0001 (para 24 horas) 

e **** P˂0,0001 e *** P˂0,0006 (para 48 horas). 

Fonte: elaborado pelo autor. 

 

Observam-se resultados dispersos por dosagem de cortisol utilizado para 

incubação, nas dosagens 0,5; 1; 1,5; 2 e 2,5 µM de hidrocortisona, divididos em dois 

períodos de incubação, 24 e 48 horas, acrescidos de grupo de controle e de grupo 

de morte celular.  

Observa-se redução populacional no período de 24 horas nas concentrações 

tratadas com 0,5; 1,0 e 1,5 µM, e aumento das populações em dosagens 2,0 e 2,5 
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µM, ainda em 24 horas. Já quanto ao período de 48 horas de incubação, observa-se 

redução de viabilidade somente na dosagem 2,5 µM, enquanto em todas as outras 

observa-se leve aumento populacional, comparadas ao grupo de controle. Esses 

dados sugerem uma variação do efeito quanto à viabilidade celular dependente do 

tempo de exposição, assim como uma associação à dose dependente. 

 

6.3 MARCAÇÃO IMUNOQUÍMICA DE PROTEÍNAS DE CHOQUE TÉRMICO EM 
MONOCAMADA, LINHAGEM HEP-2 

 

Os Gráficos 5, 5A e 5B apresentam as marcações de fluorescência em cultura 

monocamada das proteínas de choque térmico HSP27, HSP 70 e DAPI em células 

HEp-2 incubadas com hidrocortisona (2,5µM), por período de 24 e 48 horas, 

respectivamente.  

 
Gráfico 5 – Intensidade de Marcação Imunoquímica para proteína HSP27. 
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Gráfico 5A – Intensidade de Marcação Imunoquímica para proteína HSP 70. 
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Fonte: elaborado pelo autor. 

 

 
Gráfico 5B – Intensidade de Marcação Imunoquímica para DAPI. 
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Os Gráficos 5, 5A e 5B revelam os resultados da marcação de 

imunofluorescência para as proteínas de choque térmico HSP27 e HSP70 e para 

DAPI, por período de 24 e 48 horas de incubação, comparando grupos de controle e 

grupos tratados com hidrocortisona.  

Vale ressaltar que os valores foram representados por unidades arbitrárias de 

coloração descritas em metodologia, que têm unicamente por objetivo quantificar a 

expressão das cores de cada marcador encontrados nas imagens de microscopia, 

processo descrito em métodos. 

 Como demonstrado nos Gráficos 5 e 5A e na Figura 2, a incubação com 

hidrocortisona apresentou resultados distintos sobre as chamadas proteínas de 

choque térmico, variando de acordo com a duração do período. 

No período de 24 horas, pode-se notar redução dos marcadores de DAPI 

(Gráfico 5B) comparando-se os grupos tratado e de controle. Porém, por meio da 

análise estatística não foi possível encontrar significância.  

Quanto às marcações da proteína HSP27 (Gráfico 5), no período de 24 horas 

não se observaram alterações significativas de sua marcação, comparando os 

grupos tratado e de controle.  

Por último, observa-se que os resultados relativos às marcações da proteína 

HSP 70 (Gráfico 5A), ainda em período de 24 horas de incubação, mostraram 

redução significativa desses marcadores (* P˂0,01), se comprados ao grupo de 

controle.  

No que se refere ao período de 48 horas, pode-se notar que não houve 

alterações significativas em DAPI (Gráfico 5B); porém, observa-se significativo 

aumento, *** P˂0,0005 em valores estatísticos, em HSP27 (Gráfico 5) e leve 

aumento em HSP 70, * P˂0,01 em valores estatísticos (Gráfico 5A). Esses 

resultados são opostos aos encontrados em 24 horas, o que sugere novamente uma 

relação dependente do tempo de incubação, uma vez que só foi utilizada uma 

concentração de hidrocortisona. 

Na Figura 2, podem ser observadas as imagens que deram origem aos 

gráficos acima discutidos.  
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Figura 2 – Imagens de microscopia de fluorescência. 

 

Fonte: elaborado pelo autor. 

 

6.4 MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA DOS ESFEROIDES 

 

 As imagens da Figura 3, a seguir, revelam os resultados da microscopia 

eletrônica de varredura dos esferoides de linhagem HEp-2, sendo A e B controle e C 

e D, tratados com hidrocortisona por 24 horas com 2,5 µM. As imagens B e D tem 

aumento de 1,00 K e as imagens A e C 350X. 

           A Figura 3 (A e B) apresenta a microscopia eletrônica de varredura dos 

esferoides de células HEp-2 em grupo de controle (não tratado). Nas imagens 

podemos observar a formação esperada de elementos da MEC (matriz extracelular), 

sem a interferência da incubação com hidrocortisona.  

 Nota-se que a MEC está presente de forma significativa, favorecendo a 

formação de uma massa tumoral estável e bem delimitada, em que a interação 

célula-célula é evidente, denotando atividade tumoral que não sugere degradação 

da MEV, processo associado à formação metastática, como descreve Pereira et al. 

(2005).  



39 

 

 Quanto ao crescimento normal dos tumores, é importante lembrar que muitas 

das alterações necessárias para a invasão e a metastização de tumores ocorrem 

após a alteração de genes específicos, como sugerem Niu, Huang e Zhang (2015). 

Dessa forma, não seria esperado que um tumor sem essas alterações apresentasse 

características de processo metastático, como alterações de MEC.  

 
Figura 3 – Microscopia eletrônica de varredura dos esferoides de células HEp-2 – Tratados 

(C e D) e não tratados (A e B). A e C aumento 350X e B e D de 1,00K. 

 
Fonte: elaborado pelo autor. 

 

 A Figura 3 (C e D) apresenta esferoides após incubação com hidrocortisona 

2,5µM por 24 horas. Observa-se nesse grupo espaçamento entre as células, quando 

comparado ao grupo de controle.  

 Nas imagens, observa-se menor interação célula-célula, com espaços 

consideráveis na massa tumoral. Da mesma forma, é possível relatar um menor 

agrupamento de células nas imagens, denotando uma massa tumoral menos 

compacta e um possível impacto do tratamento na estabilidade da MEV, o que, 

novamente vale lembrar, apresenta associação com quadros metastáticos. 
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6.5 MICROSCOPIA DE FLUORESCÊNCIA DOS ESFEROIDES PARA DAPI, FAK E 

FIBRONECTINA. 

 

O Gráfico 6 revela os resultados encontrados na incubação com hidrocortisona 

(2,5µM) de esferoides marcados para DAPI, FAK e Fibronectina por 24 horas.  

 
Gráfico 6 – Marcadores DAPI, FAK e Fibronectina incubados em esferoides por 24h. 

***

***

***

 

   O valor estatístico de P foi de *** P˂0,0005. 

 

Fonte: elaborado pelo autor. 

 

          O Gráfico 7 revela os resultados encontrados na incubação com 

hidrocortisona (2,5µM) de esferoides marcados para DAPI, FAK e Fibronectina por 

48 horas. 

 
Gráfico 7 – Marcadores DAPI, FAK e Fibronectina incubados em esferoides por 48h. 
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As Figuras 4 e 5, na sequência, apresentam as fotomicrografias de 

imunomarcação dos esferoides, com respectivamente 24 e 48 horas de incubação, 

sendo possível visualizar a marcação fluorescente para as proteínas FAK e 

fibronectina. 

 
Figura 4 – Fotomicrografias de imunomarcação dos esferoides 24h. 

 

Fonte: elaborado pelo autor. 

 

A análise das proteínas de adesão ou proteínas de matriz celular, FAK e 

fibronectina demonstrou que os efeitos da incubação com hidrocortisona em 

esferoide se restringiram à exposição por período de 24 horas, sendo os resultados 

em 48 horas não significativos estatisticamente, como demonstrado nas Figuras 4 e 

5. 
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Figura 5 – Fotomicrografias de imunomarcação dos esferoides 48h. 

 

Fonte: elaborado pelo autor 

 

Após 24 horas, foram encontradas reduções significativas dos valores de 

intensidade de coloração/fluorescência para fibronectina, representando redução 

superior a 50% dos valores observados no grupo de controle. Portanto, é possível 

afirmar que a incubação com hidrocortisona exerceu efeito significativo na redução 

de fibronectina nas primeiras 24 horas de incubação.  
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7 DISCUSSÃO 

 

Após o detalhamento dos procedimentos de pesquisa e a apresentação dos 

resultados nas seções anteriores, nesta seção são discutidos os resultados da 

pesquisa.  

 

7.1 ATIVIDADE MITOCONDRIAL 

 

A investigação dos efeitos da incubação sob a atividade mitocondrial, como 

Oliveira et al. (2013) descrevem, se dá por sua importante participação nos 

processos de morte celular, assim como por sua clara importância no fornecimento 

de energia para as células e sua participação em importantes processos 

metabólicos. 

Porém, como descrito no trabalho de Deus et al. (2014), importantes estudos 

têm demonstrado que, em inúmeras linhagens tumorais, a redução do metabolismo 

mitocondrial e a síntese de ATP via fosforilação oxidativa mitocondrial estão 

associadas à proliferação tumoral, fazendo com que o núcleo celular busque glicose 

em seu citoplasma para potencializar processos de mitose. 

Essas evidências confrontam os achados do presente estudo em um primeiro 

momento, uma vez que quando se comparam população celular e atividade 

mitocondrial, na maioria dos grupos da linhagem HEp-2 existe uma relação entre 

aumento de atividade mitocondrial associada à manutenção das populações de 

célula. 

Uma possível explicação para essa evidência pode estar relacionada às 

características multifatoriais envolvidas no fator proliferação e, possivelmente, na 

disponibilidade de glicose em citoplasma celular. Da mesma maneira, deve-se 

considerar que o aumento da atividade mitocondrial pode estar relacionado a outros 

processos celulares que também ocorrem no período de proliferação, como sugerem 

Silva e Ferrari (2011) quando descrevem a importância do metabolismo mitocondrial 

para a boa função celular, assim como que seu oposto estaria associado ao 

envelhecimento das células e a inúmeros problemas. 

Prosseguindo na avaliação de atividade mitocondrial das linhagens 

estudadas, o Gráfico 2 descreve o comportamento mitocondrial da linhagem L929. 

Pode-se observar ocorreu diferença de atividade mitocondrial entre grupo de 
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controle e quatro dos grupos tratados, sendo valores estatísticos marcados por ** 

P˂0,0027; *** P˂0,0005 e **** P˂0,0001. Uma pequena redução da atividade 

mitocondrial foi observada na dosagem 2,5 µM em período de 48 horas (*** 

P˂0,0005). Embora estatisticamente comprovada, pode-se sugerir que, em células 

saudáveis, a exposição ao cortisol não parece afetar de maneira contundente a 

atividade mitocondrial, ao menos nas dosagens estudadas.  

Oliveira et al. (2013) descreveram em seu estudo que as atividades 

mitocondriais de células tumorais apresentam evidenciadas diferenças de 

comportamento se comparadas a células saudáveis. Esse fato pôde ser comprovado 

no presente estudo pela diferença de absorbância dos ensaios de MTT, em que esse 

valor se refere ao marcador utilizado para avaliar a atividade mitocondrial que, na 

linhagem saudável L929, permanece entre valores que vão de 0,0 a 0,15 (D.O 

densidade de observância), enquanto na linhagem tumoral Hep-2, encontram-se na 

faixa de 0,0 a 0.3 densidade de observância.  

Portanto, os valores de atividade mitocondrial da linhagem tumoral são, 

mesmo em seu grupo de controle, superiores aos da linhagem saudável, guardadas 

as diferenças de cada tecido. Essa característica é representativa de como o 

metabolismo da linhagem tumoral apresenta sensíveis diferenças se comparado ao 

de linhagens não tumorais. 

Assim, pode-se considerar que, em linhagem L929, as cinco dosagens 

utilizadas apresentaram resultados estatisticamente semelhantes ao grupo de 

controle, e significativamente superiores ao grupo de morte celular.  

 

7.2 CRESCIMENTO POPULACIONAL POR MEIO DE CRISTAL VIOLETA 

 

A investigação voltada ao crescimento populacional das linhagens L929 e 

HEp-2 foi realizada por meio do teste de cristal violeta, que mensura a população 

celular pela marcação nuclear de células aderidas. A avaliação foi realizada com o 

intuito de aferir possíveis interferências da administração de hidrocortisona na 

proliferação celular, tema chave desta pesquisa. 

Essa investigação se justifica pelas possíveis relações entre quadros de 

estresse caracterizados pelo aumento do cortisol circulante e a proliferação de 

células tumorais, assim como pela análise dos resultados deste estudo, em especial 

os encontrados no teste de MTT, em que foram observadas alterações.  
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Quanto aos resultados do teste de cristal violeta para a linhagem HEp-2, os 

dados descritos pelo Gráfico 3 revelam que, sob exposição a diferentes dosagens de 

hidrocortisona, nos períodos de 24 e 48 horas, nas células incubadas a 2,5 µM por 

período de 24 horas, foi observada leve redução populacional (* P˂0,0219). Sendo 

assim, não é possível afirmar que a linhagem em questão sofreu aumento 

populacional, embora o oposto também não tenha sido evidenciado. 

 Quanto aos valores de cristal violeta para linhagem L929, Gráfico 4, em 

análise inicial, observamos uma interferência das incubações com hidrocortisona no 

desenvolvimento populacional.  

No primeiro período de 24 horas, nota-se que nas duas primeiras dosagens 

de hidrocortisona (0,5 e 1) ocorreu redução populacional da linhagem, evidenciada 

pela comparação com o grupo de controle em análise estatística (*** P˂0,0003 e **** 

P˂0,0001). Essa redução não se comprovou estatisticamente nas dosagens 1,5; 2,0 

µM por período de 24 horas (* P˂0,004), sendo a dosagem 2,5 µM novamente 

estatisticamente significativa (**** P˂0,0001). 

Porém, quando são observados os resultados da incubação por 48 horas, 

verifica-se aumento populacional na dosagem de 1,5 µM, com diferença em relação 

ao controle comprovada por cálculo estatístico e redução de proliferação em 

dosagem 2,5, µM, também com relação demonstrada em ferramenta estatística (**** 

P˂0,0001). Portanto, é possível evidenciar que, no período de 48 horas, o fator dose 

foi suficiente para que a linhagem tumoral apresentasse dois comportamentos 

distintos, sendo ora proliferativo, ora de inibição. 

Relacionando-se os dados de atividade mitocondrial e a alteração de 

população em linhagem L929, observa-se um fato importante: embora os valores de 

atividade mitocondrial não tenham sofrido alterações, quando analisados os valores 

referentes à viabilidade celular podemos observar que o número de células foi 

impactado pelas concentrações de hidrocortisona, como descrito acima. Tal achado 

pode ser relacionado aos resultados do estudo de Du et al. (2009), em que os 

pesquisadores descrevem o que chamaram de “efeitos bifásicos dos 

glicocorticóides” sobre a atividade mitocondrial de neurônios. Para os autores, a 

atuação dos glicocorticóides na dinâmica mitocondrial pode variar de acordo com a 

sua concentração. 

Quando analisados e comparados esses achados com os resultados do 

mesmo método aplicado à linhagem tumoral HEp-2, evidencia-se uma clara 
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alteração de comportamento entre células saudáveis e células tumorais quando se 

avalia a população celular, o que sugere que não somente as diferenças de 

concentração e de tempo de exposição à hidrocortisona favorecem alterações na 

atividade mitocondrial e da viabilidade celular, como também se pode afirmar que 

essas interferências possivelmente são distintas entre linhagens saudáveis e 

tumorais.  

Tal pressuposto levanta a hipótese de que células saudáveis, como a L929 

usada em literatura para avaliação de cito toxicidade, tendem a ser mais sensíveis à 

exposição ao cortisol e, consequentemente, a quadros de estresse crônico se 

comparadas a células tumorais, principalmente se avaliado o período de 24 horas de 

exposição, em que a linhagem L929 pareceu sofrer maior impacto populacional 

quando comparada ao grupo de controle, nas dosagens 0,5 e 1,0 µM (sendo *** 

P˂0,0003 e **** P˂0,0001).  

Esse maior impacto observado em período de 24 horas permite levantar a 

hipótese de que, embora essas células se mostrem sensíveis ao hormônio, parecem 

adaptar-se melhor no período de 48 horas, levando suas populações a níveis 

semelhantes aos encontrados no grupo de controle em três dos cinco grupos 

tratados. 

A importância desses dados se refere principalmente à demonstração de uma 

diferença de resposta celular à incubação com cortisol, refletida aqui no aspecto da 

proliferação celular. De maneira clara se evidencia que a resposta proliferativa da 

linhagem saudável L929 e da linhagem tumoral HEp-2 são distintas quanto expostas 

ao cortisol. 

Após a análise dos dados de cristal violeta e do teste de MTT encontrados na 

linhagem (HEp-2), foram observadas alterações que sugerem uma variação de 

população celular não clarificada.  

Esses achados justificam maiores estudos comparativos da atividade 

mitocondrial e da proliferação celular em linhagem HEp-2, a fim de esclarecer 

possíveis influências nos dados populacionais dessa linhagem. 

 

7.3 PROTEÍNAS DE CHOQUE TÉRMICO  

 

De acordo com Garrido et al. (2003), as proteínas de choque térmico HSP27 

e HSP 70 apresentam importante relação com o processo de tumorigênese, 
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relacionada principalmente à resistência apoptótica desempenhada pela 

superexpressão das proteínas. 

Quando observados os resultados em monocamada dos marcadores de 

fluorescência da proteína HSP27, verificou-se que após 24 horas de incubação não 

foram encontradas alterações; porém, após 48 horas de incubação os marcadores 

de fluorescência revelaram importante aumento de concentração da proteína.  

O aumento da concentração de HSP27 após 48 horas de incubação deve ser 

considerado um importante achado, uma vez que, como demonstrado por Lee et al. 

(2007), o aumento da expressão de HSP27 em tumores de laringe é associado a um 

pior prognóstico do tratamento, com as células tumorais oferecendo resistência a 

quimioterápicos, como a cisplatina. Estudo semelhante de Aloy et al. (2008) 

demonstrou a relação entre a proteína HSP27 e a maior resistência apoptótica de 

algumas linhagens tumorais, mesmo quando expostas à radiação. 

Embora estudos como os de Barr e Dokas (1999), Kozawa et al. (2002) e de 

Son et al. (2005) demonstrem as relações entre o aumento da expressão de HSP27 

mediada por glicocorticóides em células saudáveis, não foram encontrados estudos 

que relatassem o aumento de expressão da proteína em células tumorais induzidas 

por glicocorticóides.  

Quantos aos resultados voltados à intensidade de fluorescência das proteínas 

de choque térmico, o presente estudo não encontrou alterações significativas na 

proteína HSP70, independentemente do tempo de incubação. Esse resultado 

permite questionamentos sobre as possíveis relações entre os níveis de HSP70 em 

células tumorais com os glicocorticoides, uma vez que em células saudáveis o 

aumento de cortisol circulante induzido por quadros de estresse foi relacionado ao 

aumento de expressão da proteína, como relatado nos estudos de Basu, Kennedy e 

Iwama. (2003), Bei et al. (2013) e Benavides (2013).  

É possível considerar que as ligações entre a expressão de proteínas de 

choque térmico HSP27 e HSP70 e os níveis de glicocorticóides ainda não foram 

totalmente compreendidas, principalmente quando se consideram linhagens 

tumorais como as HEp-2.  

O presente estudo descreve o que poderia se relacionar a uma possível 

influência voltada à proteína HSP27 após 48 horas de incubação com hidrocortisona 

que, segundo os estudos de Lee et al. (2007) e Aloy et al. (2008), poderia 

representar importante aspecto prognóstico tumoral. Da mesma forma, este estudo 
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levanta dúvidas quanto à possível relação entre o cortisol e a expressão da proteína 

HSP70 em células tumorais. 

 

7.4 MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA EM ESFEROIDE 

 

 De acordo com Wernert (1997) e Liotta (1986), já é reconhecida a importância 

do estroma tumoral no comportamento biológico dos tumores, principalmente no que 

se refere aos processos metastáticos. 

 Estudos como os de Juhász et al. (2000) e Thomas, Lewis e Speight (1999) 

descreveram como a capacidade de destruição da membrana basal e de outros 

componentes da matriz extracelular estão diretamente relacionados ao potencial 

invasivo de tumores de cabeça e pescoço, apresentando relação com a formação de 

metástases e, consequentemente, o mau prognóstico do tratamento.  

No que diz respeito aos tumores de cabeça e pescoço, Koivisto et al. (2000) 

relatam que as alterações na membrana basal e a alteração de proteínas da MEC 

estão relacionadas diretamente à invasão local e ao desenvolvimento de metástases 

nesses tumores. Segundo os autores, dentre as proteínas de matriz extracelular, a 

fibronectina teria papel importante nesse processo. 

De acordo com Thomas, Lewis e Speight (1999), quando tumores 

epidermóides de cabeça e pescoço se desenvolvem, o tecido marginal passa por 

inúmeras alterações que incluem a lise do estroma e a degradação da MEC, o que 

corrobora o estudo de Rich e Read (2001), que descrevem ser esse um caminho 

preparatório para uma invasão tumoral. Segundo Wilson et al. (1999), o processo de 

interação entre as células tumorais se dá tanto na membrana basal quanto no 

estroma intersticial, influenciando na invasão tumoral. 

De acordo com Shrestha et al. (1996), a MEC pode ter contribuição direta ou 

indireta no processo de formação tumoral, uma vez que apresenta componentes que 

podem ser descritos como moduladores de adesão, assim como moderadores de 

proliferação e de migração celular. A participação multifatorial da MEC na formação 

tumoral também fica expressa nos estudos de Wernert (1997) e Sottile (2004), 

quando a relacionam à angiogênese tumoral. 

No que diz respeito ao papel da MEC nos tumores de laringe, investigados 

neste trabalho, Hagedorn et al. (2001) verificaram problemas na membrana basal 
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desses tumores, principalmente pela perda significativa de colágeno IV, importante 

constituinte da membrana. 

Partindo de tais achados, nesta pesquisa foram encontrados bons indicadores 

da existência de uma relação entre a presença do cortisol em ambiente tumoral e de 

seu efeito sobre a MEC. As imagens de microscopia eletrônica mostram uma 

redução clara no número de células do esferoide tratado, evidenciado principalmente 

por uma redução na ligação e na conexão das células tumorais por meio da matriz 

extracelular. Em outras palavras, são visíveis as alterações na ligação entre as 

células do esferoide tratado, em que algumas células podem ser vistas se 

desprendendo do tumor, o que sugere perda de adesão, associada ao processo 

metastático.  

Embora os estudos anteriormente descritos relatem ao longo de anos relações 

entre alterações em MEC e progressão tumoral e metastização, não foram 

encontrados estudos que evidenciem relações claras entre a presença de cortisol e 

uma possível perda de coerência de MEC, o que agrega significativa importância ao 

resultado desta pesquisa.  

 

7.5 MICROSCOPIA DE FLUORESCÊNCIA DE ESFEROIDE PARA PROTEÍNAS DE 

ADESÃO (FIBRONECTINA; FAK E DAPI) 

 

No que diz respeito à fibronectina, estudos como os de Kosmehl et al. (1999), 

Armstrong e Armstrong (2000) e Lyons et al. (2001) têm sugerido que sua redução 

ao longo da formação tumoral pode ter relação direta com a livre migração de 

células tumorais, responsável pela formação de metástases. A relação fibronectina e 

mau prognóstico também foi abordada por Huang et al. (2001), que descreveram a 

ação antiaderente causada pela tenascina, prejudicando a função adesiva da 

fibronectina, o que poderia levar a um aumento na proliferação e na migração 

celular. 

Da mesma maneira, Zidar et al. (2001) também relacionaram o mau 

prognóstico de carcinomas epidermoides de laringe com a expressão de 

fibronectina, cuja expressão era inversamente proporcional à densidade do infiltrado 

inflamatório associado e ao grau de diferenciação tumoral.  

No que tange à participação da fibronectina no prognóstico dos tumores de 

cabeça e pescoço, Miranda (2002) relata que as células tumorais possuem a 
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capacidade de sintetizar a fibronectina, fato que poderia estar relacionado a 

processos de aderência tumoral e posterior migração através do estroma tumoral, 

novamente descrevendo que o papel da fibronectina e da MEC na dinâmica tumoral 

pode variar de uma para outra linhagem tumoral, assim como pode sofrer variações 

de acordo com o grau de evolução da doença. 

Quando analisadas as chamadas proteínas de adesão ou proteínas de matriz 

celular, FAK e fibronectina, o presente estudo demonstrou que os efeitos da 

incubação com hidrocortisona em esferoide se restringiram à exposição por período 

de 24 horas, sendo os resultados em 48 horas não significativos estatisticamente, 

como mostram as Figuras 3 e 4. 

Após 24 horas de incubação, foram encontradas reduções significativas dos 

valores de intensidade de fluorescência para fibronectina, representando redução 

superior a 50% dos valores observados no grupo de controle (*** P˂0,0005). Assim, 

é possível afirmar que a incubação com hidrocortisona exerceu efeito significativo na 

redução de fibronectina nas primeiras 24 horas.  

Esse achado deve ser relacionado com os estudos de Pereira et al. (2005), 

Cucielo (2018), Kosmehl et al. (1999), Lyons et al. (2001) e Zidar et al. (2001), que 

demonstraram relação entre diferentes expressões da proteína e infiltração tumoral, 

principalmente em tumores de cabeça e pescoço. 

Em especial relevância encontra-se o artigo de Armstrong e Armstrong (2000), 

que relata achados em que o papel da fibronectina na progressão tumoral pode 

variar, ora sendo mais expressa, ora menos expressa, dependendo do tipo de tecido 

às margens do tumor. Em outras palavras, enquanto a proliferação tumoral em 

alguns casos é auxiliada pela maior expressão da fibronectina, em outros a redução 

dessa expressão faz o papel de facilitador da dinâmica tumoral.  

Outro estudo que levanta importantes discussões sobre a variação de 

expressões de fibronectina entre tumores e momentos diferentes do 

desenvolvimento oncológico foi o de Lin et al. (2020). Para o autor, embora 

conclusões sobre o tema no momento não sejam possíveis, seria correto afirmar 

que, no estágio inicial da progressão tumoral, os valores de fibronectina são 

regulados para baixo, a fim de auxiliar as células tumorais a melhorar suas 

oncogêneses e evitar a limitação senescente da progressão do ciclo celular.  

O autor, corroborado por estudos como os de Ogura et al. (2019) e Postow, 

Callahan e Wolchok (2015), afirmam que seria possível se pensar em estratégias 
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terapêuticas que favorecessem a maior expressão de fibronectina em células 

tumorais recém transformadas, forçando uma parada de ciclo celular seguida por 

processo apoptótico. 

Para Lin et al. (2020), embora seja uma alternativa terapêutica possível, 

inúmeros cuidados deveriam nortear essa prática, visando a detecção no estágio 

tumoral propício. Caso contrário, o aumento de expressão da proteína em células 

com expressão já aumentada favoreceria o aparecimento de novas anormalidades.  

É possível concluir que não existe consenso ou conclusão sobre o real papel 

da fibronectina na progressão tumoral. Afirmar que unicamente níveis elevados da 

proteína são responsáveis pelo mau prognóstico pode ser descrito como prematuro, 

uma vez que, dependendo do estágio tumoral, níveis baixos da proteína também 

favorecem o desenvolvimento tumoral.   

Essas discussões são recentes e fortalecem a ideia de que os estudos acerca 

das contribuições da fibronectina no desenvolvimento tumoral devem levar em 

consideração não somente o tipo de tumor, mas principalmente o estágio em que se 

encontra.   

Em última análise, estudos como os de Cucielo (2018) relatam que a 

expressão de fibronectina estaria relacionada à inibição de comportamento 

migratório e a projeções citoplasmáticas de células tumorais, o que poderia auxiliar 

na elucidação dos achados do presente estudo quanto às imagens de microscopia 

eletrônica de varredura.  

No que diz respeito à proteína FAK, os valores observados no período de 

incubação de 24 horas revelaram redução estatisticamente significativa das 

marcações. Esses achados não se repetiram no período de incubação de 48 horas, 

o que pode sugerir que, após o estresse inicial induzido pela presença de 

hidrocortisona, a presença da proteína retornou aos níveis observados no grupo de 

controle (sendo * P˂0,01 apenas para DAPI, sendo os valores estatísticos de FAK e 

Fibronectina considerados “não significativos”). 

Analisando os dados encontrados e correlacionando-os aos achados em 

literatura, é possível afirmar que os resultados aqui apresentados não corroboram 

interpretações de piora da dinâmica tumoral. São inúmeros os estudos que 

demonstraram que uma maior expressão de FAK estaria diretamente associada a 

mau prognóstico, metastização tumoral e progressão dos tumores, como sugerem 

alguns autores (CARY et al., 1998; ILIC et al., 1995; GOLUBOVSKAYA et al., 2009; 
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ZHAO; GUAN, 2009; OWENS et al., 1996; SLACK et al., 2001; WANG; PARK; 

GROOPMAN, 2000; HAUCK et al., 2002a; HAUCK et al., 2002b). 

Embora muitos estudos associem a maior expressão de FAK a 

desenvolvimento tumoral, poucos se dedicaram a avaliar os reais efeitos da 

expressão e da atividade de FAK no desenvolvimento e no transcorrer de 

carcinomas de células escamosas de cabeça e pescoço. Canel et al. (2006) 

analisaram em seu estudo a expressão de FAK nesses tumores e fatores como 

metastização e invasão, assim como a existência de alterações associadas a FAK 

em todos os estágios da doença.  

No estudo de Canel et al. (2006), os resultados mostraram diferenças 

significativas entre os tumores com e sem metástases, e os níveis de expressão 

mais altos de FAK foram associados a metástases nodais. Segundo os autores, os 

achados do estudo sugerem que a desregulação da FAK durante a progressão das 

células tumorais de cabeça e pescoço pode ter um papel ativo no desenvolvimento, 

na manutenção e progressão e, talvez, no processo de invasão dos tumores de 

cabeça e pescoço estudados. Outro ponto importante descrito pelo estudo é a 

aparente independência da superexpressão de FAK de alterações no número de 

cópias do gene correspondente a FAK, o que sugere outros fatores envolvidos no 

aumento da expressão. 

Embora estudos relacionando maior expressão da proteína sejam frequentes, 

exceções também podem ser encontradas, como os achados de Ayaki et al. (2001) 

sobre metástases hepáticas de adenocarcinoma colorretal, em que essas 

metástases apresentaram menor expressão de FAK que seus tumores primários, e o 

estudo de Gabriel et al. (2006), que encontrou baixa expressão da FAK associada à 

metástase nodal e mau prognóstico em tumores de colo de útero. 

Sendo assim, até o momento não é possível afirmar que o grau de malignidade 

esteja correlacionado com o aumento da expressão de FAK em todos os cânceres 

de maneira tão clara, sugerindo a presença de mecanismos independentes do tipo 

tumoral e uma complexidade incompreendida dos mecanismos associados, bem 

como associações que necessitam de maior investigação, como a relação de 

mutações em p53 e a maior expressão no mRNA FAK e sua expressão em tumores 

mamários, como descrito por  Golubovskaya et al. (2009). 

Os resultados encontrados neste estudo, demonstrando a redução dos valores 

de intensidade de fluorescência para FAK pós 24 horas de incubação de cortisol, 



53 

 

são importantes para impulsionar o entendimento dos mecanismos associados à 

flutuação das concentrações de FAK e de como essas podem estar associadas a 

fatores desconhecidos, como a presença de glicocorticoides.  

Os achados deste estudo, embora demonstrem uma redução dos valores de 

FAK, não devem ser necessariamente associados a um possível efeito terapêutico 

da hidrocortisona, uma vez que, no mesmo período de incubação, ela também 

apresentou efeito sob outra proteína de matriz, a fibronectina, o que torna sua 

interação mais complexa do que se supunha. 

Finalmente, quando observados os resultados encontrados na marcação para 

DAPI, que visa marcar núcleos e, consequentemente, informar sobre possíveis 

alterações no número de células, verificou-se redução dos valores em 24 e 48 horas, 

como revelam os Gráficos 6 e 7. A maior redução foi observada no período de 24 

horas, embora em 48 horas os valores também tenham se demonstrado reduzidos 

em comparação com o grupo de controle.  

Esse resultado apresenta importância significativa quando comparado com as 

imagens obtidas por meio de microscopia eletrônica de varredura (Figura 2), uma 

vez que essas revelaram uma redução populacional no esferoide, que sugere, 

quando os dados são confrontados, uma possível perda de adesão da MEC e 

consequente desprendimento de células do tumor. 

O resultado das análises da interação entre a incubação com hidrocortisona em 

tumores 3D de linhagem HEp-2 demonstradas por MEV sugerem que a incubação 

favoreceu alterações significativas da estabilidade e da viabilidade da MEC da 

linhagem celular, comprometendo a ligação entre as células tumorais e fazendo com 

que o número de células fosse menor, se comparado ao tumor do grupo de controle. 

Esses resultados, quando relacionados com os valores encontrados para as 

proteínas de adesão e para as proteínas de choque térmico, sugerem uma provável 

relação entre a disponibilidade do cortisol em ambiente tumoral com as alterações 

observadas em microscopia eletrônica.  

Trata-se de uma interpretação plausível, uma vez que o presente estudo 

também demonstrou que a incubação com hidrocortisona afetou os marcadores 

associados à fibronectina e à FAK de maneira diferente, dependendo do período de 

incubação. Essas alterações podem ter sido significativas para modificar a 

estabilidade da MEC, levando à diminuição das ligações celulares e ao 
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desprendimento das células ainda viáveis do tumor observado, processo que, 

associado à angiogênese em organismos, levará à formação de metástases.  

Concluindo a discussão deste estudo, quanto às hipóteses inicialmente 

levantadas sobre o tema, não foi possível afirmar que a administração de 

hidrocortisona tenha aumentado a proliferação das linhagens estudadas. No entanto, 

foi possível concluir que altas doses de cortisol podem ser significativamente letais, 

uma vez que a substância influencia o metabolismo de inúmeras proteínas 

essenciais descritas ao longo do estudo. Por último, o estudo também pode 

confirmar que a administração de cortisol em linhagem HEp-2 apresentou correlação 

com uma redução de estabilidade de MEC, sendo este o principal achado desta 

tese. 

 Partindo desses resultados, importantes discussões devem ser levantadas 

sobre a participação do cortisol na estabilidade da matriz extracelular e, 

consequentemente, no possível favorecimento de metástases em tumores de 

laringe, assim como em outros tipos de câncer, sejam essas causadas pelas 

alterações na presença de fibronectina e FAK ao longo de diferentes períodos de 

exposição, pela possível relação com outras proteínas da MEC ou por outros 

motivos que possam estar associados a tais alterações.  

Novas discussões devem contemplar a possibilidade de que essas alterações 

possam também ser causadas por alterações nos níveis de cortisol circulante, 

comuns em quadros de estresse crônico, como sugerem Cohen et al. (1997), o que 

poderia levar a resultados desastrosos se considerados os efeitos imunitários dos 

mesmos quadros de estresse. Da mesma maneira, sugere-se que os estudos 

futuros sobre o tema avaliem conjuntamente a expressão gênica das proteínas aqui 

descritas, assim como a expressão de genes associados ao processo metastático, 

antes e após a administração do cortisol. 
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8 CONCLUSÕES  

 

Os resultados demonstram que existe uma diferença clara entre a reação das 

linhagens L929 e HEp-2 quando incubadas com hidrocortisona. Essa reação se 

mostrou diferenciada entre as linhagens tanto em atividade mitocondrial quanto em 

proliferação, o que pode representar diferenças de metabolismo de células tumorais 

e saudáveis.  

Embora os resultados sejam claros, a continuidade da investigação poderá 

oferecer maiores informações sobre a causa das variações, assim como averiguar 

quais os seus reflexos na formação de tumores, uma vez que os efeitos do cortisol 

também parecem distintos entre células tumorais, como sugere estudo anterior 

(FONSECA et al., 2019) 

O presente estudo concluiu que a administração de hidrocortisona em 

esferoides tumorais de linhagem HEp-2 afetou a estabilidade da matriz extracelular, 

o que sugere uma possível relação entre a substância e uma maior chance de 

metastização, caso o ambiente tumoral adequado esteja presente, sendo esse seu 

principal achado.  
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