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Resumo

Numerosos estudos descrevem efeitos causados pelo estresse no desenvolvimento, progressao e mau prognéstico
de diversas patologias, como o cancer. Nas tltimas décadas, pesquisadores tem investigado o papel dos horménios
associados ao estresse e a progressao do cancer. O cortisol é descrito como um horménio do estresse primario do
corpo humano. Estudos mostram uma correlagdo positiva dos niveis elevados de cortisol e a progressao do cancer. O
aumento da proliferacdo celular e o aumento das espécies reativas de oxigénio que contribuem para o dano ao DNA,
displasia e neoplasia sdo resultados de estresse prolongado onde o tecido torna-se insensivel ao cortisol, o horménio
do estresse primario humano. Este estudo explora a influéncia do cortisol, um importante horménio envolvido no
estresse no desenvolvimento de células tumorais, particularmente em células humanas de leucemia mieléide cronica
(K562). Células K562 foram expostas a concentracdes crescentes de cortisol (hidrocortisona), por 24 ou 48 horas e a
citotoxicidade (ensaio MTT [brometo de 3- (4,5- dimetiltiazolil-2) -2,5-difeniltetraziol) e os processos de morte celular
(microscopia de fluorescéncia) foram investigados. Nossos dados mostram um papel consideravel do cortisol ndo apenas
na atividade mitocondrial, mas também nos processos de proliferagdo e morte apoptética e necrética nas células K562.
Estes resultados demonstram a possivel influéncia do estresse no desenvolvimento do tumor e demonstra que as células
K562 podem ser adaptadas aos niveis de cortisol de acordo com o tempo.
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INTRODUCAO

Niveis fisiol6gicos de cortisol na circulagao
sanguinea, prejudicam a quimioterapia de
cancer de proéstata, pulmao, bexiga, renal,
ovario e de mama triplo negativo (TNBC)'.
Estudos clinicos tentam estabelecer a
interacdo entre o diagnodstico de cancer e
tratamento indicando que a supressdo de
emocgodes negativas como depressdo, rejeicao e
deficiéncia de suporte social estdo associadas
a menor sobrevida***. Dados clinicos também
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mostraram que o estresse induzido modula a
progressao do cancer®. Além disso, os produtos
neuro-hormonais  derivados do  estresse
cronico influenciam a progressao do cancer de
pele, mama, pulmao e célon. Varios estudos
sugerem que a tumorigénese humana faz parte
de um processo em varias etapas®’®. Esses
estagios sequenciais (mutagénicos quimicos
e fisicos, infeccdo por certos patégenos virais
ou bacterianos, constituintes dietéticos nao
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genotoxicos e estresse) levam a alteragoes
genéticas que causam alteracdo progressiva de
células humanas normais em células malignas.
A conversdo de células normais para um estado
canceroso parece requerer alteragdes genéticas
e epigenéticas’.

A interleucina-6 (IL-6), uma citocina que
desempenha importante papel na angiogénese
e progressao tumoral’®, tem sua producdo
aumentada por mediadores relacionados ao
estresse’’. No entanto, estudos correlacionando
a concentracdao de cortisol em células da
linhagem K562 (leucemia mieldide cronica)
sdo ausentes. No presente trabalho avaliou-se
o efeito do cortisol nas células de leucemia
mieloide, analisando a viabilidade celular e o
tipo de morte induzida por esse hormonio.

No presente estudo, propomos avaliar a
influéncia do cortisol nas células tumorais,
com base na influéncia do estresse como
elemento positivo para o desenvolvimento ou
resisténcia de células tumorais a tratamentos
antineoplésicos, particularmente em células
humanas de leucemia miel6ide cronica (K562).

MATERIAL E METODOS

Cultura celular e tratamento com

hidrocortisona

Células K562 (leucemia mieloide cronica -
ATCC - CCL 243) obtidas do banco de células
daAssociacaoTécnicaCientificaPaul Ehrlich -
Rio deJaneiro, R)) foram cultivadas em DMEM
(meio de Eagle modificado por Dulbecco)
suplementado com 10% de soro bovino fetal
(FBS) e 1 % antibiético e antimicético (Life
Technologies), a 37 numa atmosfera de 5%
de CO2.

As células em suspensdo foram plaqueadas
em 5x10* células/mL por poco em placas de
96 pocos com DMEM suplementado com
10% de FBS. As placas foram incubadas por
24 h a 37 °C e 5% de CO? para adesao das

células. Depoisdisto, as células foram tratadas
com diferentes concentragdes (0 pM, 0,25
HM, 0,5 pM, 1,0 pM, 2,5 pM, 5,0 pM, 10 pM,
15 uM e 20 pM) de cortisol (hidrocortisona
Sigma-Aldrich) durante 24 ou 48 h. Todos os
ensaios foram realizados em triplicata.

Ensaio MTT

Este ensaio quantifica a atividade
mitocondrial analisando os cristais de
formazana formados pela reducdo do sal
de brometo de 3- (4,5- dimetiltiazolil-2)
-2,5-difeniltetrazio (MTT - Sigma-Aldrich,
Steinheim, Alemanha). A reducdo do MTT
ocorre principalmente nas mitocondrias
por meio de acgdes de desidrogenases
mitocondriais presentes apenas em células
metabolicamente ativas (células vivas),
proporcionandomedirafungdomitocondrial'.
Ap6s exposicao a hidrocortisona, as células
foram lavadas com PBS e incubadas com
0,5 mg / mL MTT (brometo de 3- (4,5-
dimetiltiazolil-2) -2,5-difeniltetrazio) durante
1 h a 37°C em atmosfera de 5% de CO,.
Ao precipitado de formazana adicionou-se
50 pl de DMSO (dimetil sulféxido - Sigma) a
cada pocgo e a placa foi mantida sob agitacao
durante 30 minutos para solubilizar os cristais
de formazana. A leitura da absorbancia foi
realizada no leitor de ELISA Spectra Count-
Packard, comprimento de onda de 570 nm.

Marcacao com iodeto de Hoechst-
Propidium para células apoptoticas

Hoechst 33342, trihidroclorido, triidratado
(Thermo Fisher Scientific) corante de acido
nucleico, é um marcador permeavel que emite
fluorescéncia azul quando ligado a dupla
fita de DNA. Este corante é frequentemente
utilizado para distinguir ntcleos picnéticos
em células apoptéticas'. Apds exposicao
a hidrocortisona, as células foram lavadas
com PBS e incubadas com 1 pl de Hoechst
33342 e 1 pl de iodeto de propidio por 1
ml de suspensao de células e incubadas em
gelo durante 20-30 min. Apds incubacao,
as células marcadas foram analisadas por



microscopia de fluorescéncia (Leica DMIL)
utilizando excitacao dupla de filtro UV / 488
nm e a emissao de fluorescéncia foi medida a ~
460 nm e> 575 nm. A populagao de células foi
divididaemtrésgrupos: célulasvivas(marcadas
em azul), células em apoptose precoce (ntcleo
fragmentado marcado em azul), apoptose
tardia (ndcleo fragmentado, caracterizado em
células cor-de-rosa e necréticas marcadas com
nicleo vermelho inteiro).

RESULTADOS

A atividade mitocondrial foi avaliada pelo
ensaio colorimétrico de MTT (brometo de
3-(4,5-dimetiltiazolil-2)-2,5-difeniltetrazio),
que permite analisar a viabilidade celular por
meio da atividade mitocondrial. De acordo
com os resultados de MTT, a viabilidade das
células K562, incubadas com concentracgoes
crescentes de cortisol foi avaliada 24 e
48 horas ap6s interacdo com o hormonio,
apresentou reducdo significativa (p=0.01)
na atividade mitocondrial no periodo de 24
horas (Figura TA). As concentragdes de 0,5 a
20 pM de cortisol, demonstram reducado da
atividade mitocondrial de aproximadamente
30 a 45%, respectivamente, quando
comparada ao grupo controle. No entanto,
no periodo de incubacdo de 48 h com
cortisol, é possivel observarumarecuperacao
altamente  significativa  (p<0,001) da
atividade metabdlica das células, quando
comparada ao grupo controle (Figura 1B).
A atividade mitocondrial parece responder
de forma adaptativa ao hormonio e seus
efeitos, aumentando em 50% a atividade
mitocondrial, nas dosagens de 0,25 pM
e 5 pM. No periodo de 48 horas quando
comparado ao grupo controle, as dosagens
10 e 15 pM ndo apresentaram alteragdo
significativa (p = 0,001), a concentragao
de 20 pyM apresentou 21% de reducao na

Analise estatistica

Os calculos estatisticos foram realizados
usando o software de analise de dados
estatisticos GraphPad Prism® versao 6.0.
Os dados foram comparados pela anélise
de variancia seguida pelo teste de Tukey,
definindo o nivel de significancia de 5%
(p=<0,05). Todos os experimentos foram
realizados em triplicata.

atividade mitocondrial quando comparado
ao grupo controle (Figura 1C).

Quando os periodos de incubacao
sao comparados, observa-se atividade
mitocondrial significativa em 0.25, 0.5,
1.0, 2.5 e 5 pM 48 horas grupos quando
comparados grupos de 24 horas.

O crescimento  tumoral apresenta
equilibrio entre proliferacao e morte celular
envolvendo  mecanismos  apoptoéticos.
Para determinar o tipo de morte induzida
pelo cortisol, nas células incubadas com
concentragdes crescentes de hormonio
nos periodos de 24 e 48 horas, as células
forma marcadas com Hoechst 33342 e
iodeto de propicio. Quando comparada a
concentragao de 0.25 pM (figura 2b) com
o grupo de controle no periodo de 24
horas (figura 2a), os resultados mostram
que esta concentragdo nao acarreta danos
ao nucleo da célula; no entanto, na mesma
concentracdo ap6s 48 horas (figura 3b) foi
detectado inicio de apoptose nas células.
Na concentracdo de 0.5 pM, as células K562
exibiram morte por apoptose precoce e
tardia em ambos os periodos de incubagao
(figura 2c-3c). Para a concentragdo de 2.5
UM e superior, a apoptose precoce e tardia
foram observadas para 24 e 48 h (figura 2d-
3d).
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Figura 1- Atividade metabdlica no K562 apés incubagao com cortisol. A atividade metabélica foi avaliada
apos 24 (A) e 48 horas (B) da incubagdo com a concentracdo crescente da atividade metabélica do cortisol
(A) para o ensaio MTT em células K562. A atividade metabdlica comparativa das células apés 24 e 48 horas
de incubacdo com concentragdo crescente de cortisol (C).
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Figura 2- Coloracdo com Hoechst e iodeto de propideo de células K562. Células K562 foram tratadas
por 24h com concentragdo crescente de cortisol. Os nticleos marcados com Hoechst sdo azuis. O iodeto
de propideo marca as células necréticas vermelhas. As células nao tratadas demonstraram nticleos normais
com coloragdo com Hoechst e sem inducdo de necrose com coloragdo com iodeto de propideo. Nas
células apoptéticas, os nicleos sao geralmente fragmentados e corados mais intensamente por causa da
condensacdo do DNA. (*). As células em necrose sdo coradas de vermelho (seta).
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Figura 3- Coloragdo com Hoechst e iodeto de propideo de células K562. Células K562 foram tratadas
por 48h com concentragdo crescente de cortisol. Os nticleos marcados com Hoechst sdo azuis. O iodeto
de propideo marca as células necréticas vermelhas. As células ndo tratadas demonstraram ntcleos normais
com coloragdo com Hoechst e sem indugdo de necrose com coloragao com iodeto de propideo. Nas
células apoptéticas, os nicleos sdo geralmente fragmentados e corados mais intensamente por causa da
condensacdo do DNA. (*) As células em necrose sdo coradas de vermelho (seta).



DISCUSSAOD

A acdo do cortisol em células K562 foi
avaliada pelo teste de MTT, para viabilidade
celulare marcacao comHoechst 33342 eiodeto
de propidio, para morte celular. Os resultados
obtidos indicam que as células K562 incubadas
com cortisol por 24 horas, apresentaram
reducdo da atividade mitocondrial, indicando
o efeito citotoxico nas células tumorais. No
entanto muitas células sobreviveram a acao do
cortisol e apresentaram aumento da atividade
mitocondrial como observado no periodo de
48 horas de incubacdo. A marcacao das células
para avaliacao de morte celular indica morte
celular por apoptose intrinseca mediada pela
atividade mitocondrial®, sugerindo que, entre
outras causas, a morte celular por apoptose via
mitocondria pode ser iniciada pelo aumento
das concentracoes de corticosteroides no
interior das células.

As células K562 foram significativamente
resistentes a baixas doses de cortisol, enquanto
concentragdes superiores a 5 pM  foram
consideradas citotoxicas, corroborando com os
resultadosobtidosem células-tronconeurais'®. A
populagdode células permaneceu praticamente
inalterada apesar de um aumento de 20 vezes
na concentracao de cortisol. O cortisol é um
imunomodulador que reduz a capacidade do
sistema imunolégico de detectar e responder as
células tumorais''*, atua nos mecanismos de
reparo do DNA e modula a apoptose'" "¢,

CONCLUSAOQ

Este estudo demonstra que as células K562
podem adaptar-se aos niveis de cortisol de acordo
com o tempo e de acordo com a concentragdo

Diversos estudos descreveram a importancia
dos glicocorticéides na progressao das células
tumorais, ativando efeitos pré-apoptéticos ou
inibindoaacaoprotetoradeeventosapoptéticos.
Tais propriedades dependem das variagoes
da concentragdao de glicocorticoides, tempo
de exposicdo e caracteristicas do tecido'”'#1,
E necessario ressaltar que os estudos com
linhagem celular K562 tiveram a mesma
adaptabilidade caracteristica aos agentes
causadores de lesdo, que a anélise em questao
pode relacionar a provavel adaptabilidade
observada nas (Gltimas concentracoes de
cortisol®*.  Assim como descrito para as
células-tronco neurais, altas concentracées de
cortisol sdo inibitorias, resultando em perda
de viabilidade celular e proliferacdo através
do processo de apoptose e necrose'®. Sabe-se
que os glicocorticéides inibem a diferenciacao
celular e o desenvolvimento de varias
regides sinapticas do cérebro*'*. Os dados
apresentados nas imagens de fluorescéncia e
campo claro de células K562 demonstraram
que apos 24 e 48 h de exposicdo, é possivel
ver o aparecimento de quadros de apoptose
e necrose tardios. Da mesma forma, a morte
celular observada pode estar relacionada as
concentragdes crescentes de cortisol e seu
tempo de exposicdao. As mortes por necrose e
morte por apoptose tardia sdo obtidas a partir
de 5 uM e no tempo de 48 horas.

e este fato desempenha um papel importante na
acdo de tratamentos para combater a acdo do
estresse no desenvolvimento do tumor.
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