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Avaliacio dos efeitos do antibiotico triclosan na morfologia mitocondrial de linhagens
celulares de carcinoma de células escamosas orais (SCC-9 e LN-1A): Resultados
preliminares com células SCC-9.

Clara A. Zaninetti, Amanda Mazzaro, Willian P. Boelcke, Edgard Graner, Débora C. Bastos.

Resumo

A regulagdo da dindmica mitocondrial em células eucarioticas ¢ regulada pelos processos de fusdo/fissdo e
biogénese/degradagdo mitocondriais. O equilibrio destes processos esta associado com a manutengdo da morfologia,
numero e fun¢do das mitocondrias normais e podem ser desregulados em resposta a estressores ambientais. O Triclosan
(antibidtico amplamente utilizado em produtos de higiene) € uma molécula da classe dos desacopladores de fosforilagao
oxidativa (FosOx) promovendo a diminui¢cdo da for¢a proton-motriz e consequentemente a redugdo da producdo de
ATP, perda de potencial de membrana e consequentemente a alteragcdes morfoldgicas mitocondriais. Além disso, o TCS
¢ inibidor do dominio enoil redutase (ER) da enzima acido graxo sintase (FASN). A FASN ¢ responsavel pela sintese
endogena de acidos graxos de cadeia longa, sendo superexpressa e associada a maior agressividade e risco de metastases
no carcinoma de células escamosas oral (CCEO), assim, surge como um possivel alvo terapéutico para esta neoplasia.
Em trabalhos prévios de nosso grupo o TCS foi capaz de reduzir a proliferagdo, migracdo, invasdo e adesdo das células
SCC-9 mais eficientemente quando comparado aos demais inibidores testados (C75, cerulenina e orlistat). De acordo
com a teoria endossimbidtica do surgimento das mitocondrias, podemos especular que a maior eficiéncia do TCS esteja
associada a efeitos na FASN mitocondrial alterando a biogénese desta organela e o metabolismo energético. O papel do
TCS na alteragdo da morfologia mitocondrial ainda nao foi reportado na literatura. Nossos resultados demonstraram que
o TCS aumentou significativamente o nimero de mitocdndrias, promoveu uma reducdo da eletron-densidade das cristas

mitocondriais e resultou em um alongamento mitocondrial nas células SCC9 tratadas com TCS.
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Introducio

O carcinoma de células escamosas oral (CCEO)
representa 90% das neoplasias malignas que acometem
0 sistema estomatognatico, apresenta altos indices de
recidiva e de metastases (El-Naggar et al., 2017). A
enzima acido graxo sintase (FASN - fatty acid synthase,
EC 2.3.1.85) ¢ responsavel pela sintese endogena de
acidos graxos de cadeia longa, a partir dos precursores
acetil-CoA e malonil-CoA (Kuhajda et al., 2000). A
expressdo de FASN tem sido associada a maior
agressividade e risco de metastases no CCEO. Assim, a
enzima FASN surge como um possivel alvo terapéutico
para esta neoplasia (Flavin et al., 2010).

A FASN possui sete sitios cataliticos os quais
estdo organizados sequencialmente em duas cadeias
polipeptidicas (Smith et al., 2003). Inibidores naturais
ou sintéticos da FASN contém propriedades
antiproliferativas e antineoplasicas e, em trabalhos
anteriores do nosso grupo, o triclosan (TCS), inibidor
do dominio enoil redutase (ER) da FASN, quando
comparado aos demais inibidores testados (C75,
cerulenina e orlistat), foi capaz de reduzir a proliferacao,
migracgdo, invasdo ¢ adesdao das células SCC-9 mais
eficientemente (Boelcke et al., 2022). De acordo com a

teoria endossimbidtica do surgimento das mitocondrias
(Zimorski et al., 2014), podemos especular que a maior
eficiéncia do TCS esteja associada a efeitos na FASN
mitocondrial alterando a biogénese desta organela e o
metabolismo energético.

Além disso, o TCS ¢é um conhecido
desacoplador de FosOx (Ajao et al.,, 2015). Outros
desacopladores de FosOx j& foram reportados por
promoverem alteracdes morfologicas em mitocondrias
associadas a perda de potencial de membrana (Jin et al.,
2020). Os processos de fusdo/fissdo e biogénese e
degradacdo de mitocondrias, que podem ser avaliados
através de microscopia eletronica, sdo responsaveis pela
dindmica mitocondrial em células eucarioticas (Meyer
et al., 2017). Esta complexa dindmica de mitocondrias
sdo criticas para a regulagdo da morfologia, niimero,
distribuicdo e funcdo de mitocondrias em células
normais € tumorais e também a resposta a estresses
ambientais (Meyer et al., 2017; Srinivasan et al., 2017).

Sendo assim, o objetivo deste projeto foi
analisar e identificar as altera¢cdes mitocondriais vistas
em células SCC-9 ZsGreen tratadas com TCS,
utilizando microscopia eletronica de transmissdo.
Foram avaliadas caracteristicas morfologicas que



refletem alteracdes na biologia e fungdo destas
organelas como o mnimero de mitocOndrias,
eletrondensidade das cristas mitocondriais, area e
perimetro, além da distdncia entre as mitocondrias,
presencas de mitocondrias em vacuolos, fissdo/fusdo e
alongamento mitocondrial.

Material e Métodos

.

¢ Células SCC9 p-33 a p-33
« Meio DMEM/F-12 + 10% FBS
+ Placa de Petri 90 x 20 mm

Plagueamento

* BX 11 células
» Meio DMEM/F-12 + 10% FBS
= GGarrafus T25

Sineronizacin ciclo celular
= Meto DMEM/F-12 sem FBS - 24h

* Triclosan em diferentes concentragdes (tabela 1)
= Por 48h em meio DMEM/F-12 + 2% FBS

= Veiculo DMSO

* Troce meio ¢ droges a cads 24h

* Doses culeulodas em tmbalhos prévios

FProcessamentn

+ Fixagio: solugio de Kamovsky — 24h

= Tampdo fosfate de Sorensen — 5 minulos

= Tewdxido de dsms o 1%

« Desidratagdo {acetona) e infiltragio por resina (D, Sparr)

* Arca

» Perimetro

= Dstincia entre mitecdndrias

= Victolos autolagices com mitochndnas

= Fusio mutocondrial

« Alongamento mitocrondrial (medida dos eixos)

TCS (uM) TCSaSmM (ul) DMSO (nl)

DMSO 0 0 233
IC)s s 5.82 3.49 10.48
IC.s 11.64 698 6.99
ol 2329 13.97 0.00

Tabela 1: Doses relativas ao ICi2s, ICs € ICso de TCS
para os tratamentos e seus respectivos volumes
aplicados.
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Figura 1: Caracteristicas morfologicas mitocondriais
comparadas entre células tratadas com TCS e com seu
veiculo (DMSO).

Resultados e Discussao

A morfologia das células SCC9 é afetada pelo
tratamento com o TCS.

Trabalhos anteriores do nosso grupo de pesquisa
evidenciaram que, ap0s tratamento com TCS as células
SCC9 apresentaram redugdo no tamanho celular e
aumento de granulos citoplasmaticos (Boelcke et al.,
2022). No presente projeto, as alteracdes morfoldgicas
descritas por Boelcke et al., 2022 foram reproduzidas.
Observamos que além da redugdo progressiva do
numero de células nos tratamentos com as
concentragdes relativas ao ICiys (Figura 1B), ICos
(Figura 1C) e ICso (Figura 1D), o tamanho das células
no tratamento com o ICso também foi reduzido.

Figura 2: Células SCC-9 tratadas com diferentes
concentracdes de TCS por 48 horas. Células que
receberam somente o veiculo apresentaram tamanho e
morfologia igual as células SCC-9 (A). As células
tratadas com concentragdes relativas ao ICi2s (B) 1Cos
(C) e ICso (D) tiveram reducdo progressiva na
confluéncia e do tamanho.

O numero de mitocondrias em células SCC9 é
significativamente aumentado com doses elevadas de
triclosan.



A andlise comparativa feita através da contagem das
mitocondrias das células SCC9 tratadas com o TCS em
comparagdo ao veiculo revelou um aumento
significativo do nUmero de mitocondrias na
concentragdo maxima relativa ao ICso deste composto
(Figura 3A). E importante notar que a diferenga no
nimero de mitocondrias do grupo relativo ao IC50 se
manteve apds a normalizagdo do numero de
mitocondrias pela area total das células (Figura 3B). O
tamanho celular foi afetado pelo tratamento com a dose
relativa ao ICsyp conforme observado na Figura 3F em
comparagdo ao veiculo e as concentragdes relativas ao
IC12,5 e IC25 (Figura 3C-E).
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Figura 3: O tratamento com TCS promove redugdo do
tamanho das células SCC9 e aumento no numero de
mitocondrias. A) O nimero de mitocondrias foi
significativamente aumentado pelo tratamento com a
concentragdo relativa ao ICsop do TCS. B) O nGmero de
mitocondrias por célula permaneceu significativamente
aumentado nas células SCC9 tratadas com a concentracio
relativa ao IC50 apds a normalizagdo pela area. O tratamento
com o ICs (F) promoveu também uma redugio importante do
tamanho das células SCC9 em relagdo ao DMSO (C), ICi25
(D) e ICys (E). As fotomicrografias C, D, E, F evidenciam
também a quantidade mitocondrias por célula de cada grupo
das células SCC9. Os graficos representam a média das
analises de trés células diferentes. ns=nao significativo,
*p<0.05, **p<0.005; one-way ANOVA, post test Tukey.

A drea, o perimetro e a distincia entre as
mitocondrias niio sdo afetados pelo tratamento com

triclosan, ja as cristas mitocondriais ficam menos
evidentes com o tratamento.

A analise comparativa feita através da medicdo das
mitocondrias presentes nos 4 grupos de células SCC9
ndo apontou diferenga estatistica significativa na area
(Figura 4A), perimetro (Figura 4B) e distancia
intermitocondria (Figura 4C) entre o grupo controle € o
tratamento com diferentes concentra¢des de TCS. Por
outro lado, o numero de mitocondrias com cristas
evidentes na microscopia eletronica foi
significativamente maior no controle (Figura 4D e 4E-
detalhe) em relagdo ao tratamento com as concentragdes
relativas ao ICi»5 (Figura 4F), ICys (Figura 4G) e 1Cso
(Figura 4H).
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Figura 4: O tratamento com TCS néo afeta a ar
e distdncia entre as mitocondrias nas células SCC9 mas
interfere significativamente da eletron-densidade das cristas
mitocondriais. As diferencas encontradas na area (A),
perimetro (B) e distancia intermitocondrial (C) das células
tratadas com diferentes concentragdes de TCS ndo foram
estatisticamente significativas quando comparadas ao veiculo
DMSO. D) A presenga de cristas mitocondriais evidentes em



células tratadas apenas com o veiculo DMSO (E) foi
significativamente afetada pelo tratamento com o IC12,5 (F),
IC25 (G) e IC50 (H). Os graficos representam a média das
analises de trés células diferentes. ns=ndo significativo,
**%*p<0.0005; one-way ANOVA, post test Tukey.

O tratamento com doses elevadas de TCS aumenta,
porém ndo significativamente, a presenca de
mitocondrias em vactolos e nio interferem no
processo de fusao/fissio mitocondrial.

O tratamento com doses elevadas de TCS foi capaz de
promover um aumento, ndo significativo, de
mitocondrias em vacuolos celulares (Figura 5A). Os
vacuolos celulares sdo identificados pela presenca de
areas ndo eletron-densas na microscopia eletronica e
contém pequenos fragmentos mitocondriais em seu
interior (Figura 5B). A analise comparativa feita pela
identificacdo de fusdo/fissdo mitocondrial demonstrou
diferengas ndo significativas (Figura 5C). Os processos
de fusdo/fissio ndo podem ser distinguidos em
microscopia eletronica e se caracterizam pela presenga
de uma parede eletrondensa no interior mitocondrial
(Figura 5D).
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Figura 5: O TCS pode interferir na degradacio
mitocondrial. A) A presenga de mitocondrias em vactolos
em células tratadas com as concentragdes relativas ao ICys e
ICso de TCS foi aumentada, porém nao significativamente em
relacdo ao veiculo. B) A seta evidencia mitocondria presente
em vactolo celular, em uma célula presente no grupo IC,s. C)
Nao foram encontradas diferengas estatisticas significativas
entre os grupos de células tratadas com o TCS em
comparacdo as células tratadas apenas com o veiculo. D) A
seta evidencia a presenc¢a de fusdo mitocondrial, em uma
célula presente no grupo ICys. Os graficos representam a
média das andlises de trés células diferentes. ns=ndo
significativo; one-way ANOVA, post test Tukey.

O tratamento com triclosan resulta em aumento da
relacdo entre os eixos mitocondriais evidenciando
alongamento mitocondrial.

O maior e o menor eixo de cada uma das mitocondrias
do veiculo e das diferentes concentragdes de TCS foi
mensurada. A média do maior eixo das mitocondrias foi
de 0,5 uM e a média do menor eixo foi de 0,25 pM.
Observamos uma tendéncia ao aumento de
mitocondrias com o maior eixo acima da média (Figura
5A) e uma redugdo do nimero de mitocondrias com
menor eixo abaixo da média encontrada. (Figura 5B) no
tratamento com diferentes concentragoes de TCS. A
relacdo média entre o maior e o menor eixo foi de 0,2.
Observamos um aumento do niimero de mitocondrias
com a razao entre os €ixos maior que a média € uma
reducdo do niimero de mitocondrias com a raziao menor
que 0,2 (Figura 5C). Esses resultados mostram uma
tendéncia ao alongamento mitocondrial a presenca de
TCS.
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Figura 6: O tratamento com TCS resulta em uma tendéncia
ao alongamento mitocondrial. A) O tratamento com TCS
promoveu aumento do eixo mitocondrial em concentragdes
relativas ao ICizs, ICss, ICso, porém ndo significativamente.
B) O tratamento com triclosan promoveu redugdo da
porcentagem de mitocondrias com menor eixo <0,25 em
concentragoes relativas ao ICyy 5, ICys, ICso, porém de maneira
ndo significativa. C) A porcentagem de mitocondrias com a
relagdo entre os eixos aumentada (maior que a média 2) foi
aumentada de maneira dose-dependente.. D) Diferengas
morfologicas, relativas ao formato celular, vistas nas células
do grupo controle e tratamento com ICso. Os graficos
representam a média das analises de trés células diferentes.
ns=ndo significativo; one-way ANOVA, post test Tukey.

Conclusao
O tratamento com TCS promoveu um aumento do
nimero de mitocondrias na concentragdo relativa ao
ICso e uma possivel reducdo da eletro-densidade das
cristas mitocondriais em todas as concentragdes
utilizadas. Além disso, observamos que o namero de
mitocondrias em vactolos foi aumentado, ndo
significativamente, e houve uma tendéncia ao
alongamento mitocondrial em concentragdes mais
elevadas do TCS. Em conjunto, esses resultados
sugerem que o uso do TCS pode afetar caracteristicas
morfologicas mitocondriais que refletem alteragdes
importantes da dindmica mitocondrial, especialmente a



mitobiogénse, mitofagia e perda do potencial de
membrana.
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