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Resumo 

A regulação da dinâmica mitocondrial em células eucarióticas é regulada pelos processos de fusão/fissão e 

biogênese/degradação mitocondriais. O equilíbrio destes processos está associado com a manutenção da morfologia, 

número e função das mitocôndrias normais e podem ser desregulados em resposta a estressores ambientais. O Triclosan 

(antibiótico amplamente utilizado em produtos de higiene) é uma molécula da classe dos desacopladores de fosforilação 

oxidativa (FosOx) promovendo a diminuição da força próton-motriz e consequentemente a redução da produção de 

ATP, perda de potencial de membrana e consequentemente a alterações morfológicas mitocondriais. Além disso, o TCS 

é inibidor do domínio enoil redutase (ER) da enzima ácido graxo sintase (FASN). A FASN é responsável pela síntese 

endógena de ácidos graxos de cadeia longa, sendo superexpressa e associada a maior agressividade e risco de metástases 

no carcinoma de células escamosas oral (CCEO), assim, surge como um possível alvo terapêutico para esta neoplasia. 

Em trabalhos prévios de nosso grupo o TCS foi capaz de reduzir a proliferação, migração, invasão e adesão das células 

SCC-9 mais eficientemente quando comparado aos demais inibidores testados (C75, cerulenina e orlistat). De acordo 

com a teoria endossimbiótica do surgimento das mitocôndrias, podemos especular que a maior eficiência do TCS esteja 

associada a efeitos na FASN mitocondrial alterando a biogênese desta organela e o metabolismo energético. O papel do 

TCS na alteração da morfologia mitocondrial ainda não foi reportado na literatura. Nossos resultados demonstraram que 

o TCS aumentou significativamente o número de mitocôndrias, promoveu uma redução da eletron-densidade das cristas 

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

O carcinoma de células escamosas oral (CCEO) 

representa 90% das neoplasias malignas que acometem 

o sistema estomatognático, apresenta altos índices de 

recidiva e de metástases (El-Naggar et al., 2017). A 

enzima ácido graxo sintase (FASN - fatty acid synthase, 

EC 2.3.1.85) é responsável pela síntese endógena de 

ácidos graxos de cadeia longa, a partir dos precursores 

acetil-CoA e malonil-CoA (Kuhajda et al., 2000).    A 

expressão de FASN tem sido associada a maior 

agressividade e risco de metástases no CCEO. Assim, a 

enzima FASN surge como um possível alvo terapêutico 

para esta neoplasia (Flavin et al., 2010).  

A FASN possui sete sítios catalíticos os quais 

estão organizados sequencialmente em duas cadeias 

polipeptídicas (Smith et al., 2003). Inibidores naturais 

ou sintéticos da FASN contêm propriedades 

antiproliferativas e antineoplásicas e, em trabalhos 

anteriores do nosso grupo, o triclosan (TCS), inibidor 

do domínio enoil redutase (ER) da FASN, quando 

comparado aos demais inibidores testados (C75, 

cerulenina e orlistat), foi capaz de reduzir a proliferação, 

migração, invasão e adesão das células SCC-9 mais 

eficientemente (Boelcke et al., 2022). De acordo com a 

teoria endossimbiótica do surgimento das mitocôndrias 

(Zimorski et al., 2014), podemos especular que a maior 

eficiência do TCS esteja associada a efeitos na FASN 

mitocondrial alterando a biogênese desta organela e o 

metabolismo energético.  

Além disso, o TCS é um conhecido 

desacoplador de FosOx (Ajao et al., 2015). Outros 

desacopladores de FosOx já foram reportados por 

promoverem alterações morfológicas em mitocôndrias 

associadas a perda de potencial de membrana (Jin et al., 

2020). Os processos de fusão/fissão e biogênese e 

degradação de mitocôndrias, que podem ser avaliados 

através de microscopia eletrônica, são responsáveis pela 

dinâmica mitocondrial em células eucarióticas (Meyer 

et al., 2017). Esta complexa dinâmica de mitocôndrias 

são críticas para a regulação da morfologia, número, 

distribuição e função de mitocôndrias em células 

normais e 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 alterações mitocondriais vistas 

em células SCC-9 ZsGreen tratadas com TCS, 

utilizando microscopia eletrônica de transmissão. 

Foram avaliadas características morfológicas que 



refletem alterações na biologia e função destas 

organelas como o número de mitocôndrias, 

eletrondensidade das cristas mitocondriais, área e 

perímetro, além da distância entre as mitocôndrias, 

presenças de mitocôndrias em vacúolos, fissão/fusão e 

alongamento mitocondrial. 

Material e Métodos 

 

 

 
Tabela 1: Doses relativas ao IC12.5, IC25 e IC50 de TCS 

para os tratamentos e seus respectivos volumes 

aplicados. 

 

 
Figura 1: Características morfológicas mitocondriais 

comparadas entre células tratadas com TCS e com seu 

veículo (DMSO). 

Resultados e Discussão 

 

A morfologia das células SCC9 é afetada pelo 

tratamento com o TCS.  

 

Trabalhos anteriores do nosso grupo de pesquisa 

evidenciaram que, após tratamento com TCS as células 

SCC9 apresentaram redução no tamanho celular e 

aumento de grânulos citoplasmáticos (Boelcke et al., 

2022). No presente projeto, as alterações morfológicas 

descritas por Boelcke et al., 2022 foram reproduzidas. 

Observamos que além da redução progressiva do 

número de células nos tratamentos com as 

concentrações relativas ao IC12,5 (Figura 1B), IC25 

(Figura 1C) e IC50 (Figura 1D), o tamanho das células 

no tratamento com o IC50 também foi reduzido. 

 

 
Figura 2: Células SCC-9 tratadas com diferentes 

concentrações de TCS por 48 horas. Células que 

receberam somente o veículo apresentaram tamanho e 

morfologia igual às células SCC-9 (A). As células 

tratadas com concentrações relativas ao IC12,5 (B) IC25 

(C) e IC50 (D) tiveram redução progressiva na 

confluência e do tamanho.  

 

 

O número de mitocôndrias em células SCC9 é 

significativamente aumentado com doses elevadas de 

triclosan. 



 

A análise comparativa feita através da contagem das 

mitocôndrias das células SCC9 tratadas com o TCS em 

comparação ao veículo revelou um aumento 

significativo do número de mitocôndrias na 

concentração máxima relativa ao IC50 deste composto 

(Figura 3A). É importante notar que a diferença no 

número de mitocôndrias do grupo relativo ao IC50 se 

manteve após a normalização do número de 

mitocôndrias pela área total das células (Figura 3B). O 

tamanho celular foi afetado pelo tratamento com a dose 

relativa ao IC50 conforme observado na Figura 3F em 

comparação ao veículo e às concentrações relativas ao 

IC12,5 e IC25 (Figura 3C-E).  

 

 
Figura 3: O tratamento com TCS promove redução do 

tamanho das células SCC9 e aumento no número de 

mitocôndrias. A) O número de mitocôndrias foi 

significativamente aumentado pelo tratamento com a 

concentração relativa ao IC50 do TCS. B) O número de 

mitocôndrias por célula permaneceu significativamente 

aumentado nas células SCC9 tratadas com a concentração 

relativa ao IC50 após a normalização pela área. O tratamento 

com o IC50 (F) promoveu também uma redução importante do 

tamanho das células SCC9 em relação ao DMSO (C), IC12,5 

(D) e IC25 (E). As fotomicrografias C, D, E, F evidenciam 

também a quantidade mitocôndrias por célula de cada grupo 

das células SCC9. Os gráficos representam a média das 

análises de três células diferentes. ns=não significativo, 

*p<0.05, **p<0.005; one-way ANOVA, post test Tukey. 

 

A área, o perímetro e a distância entre as 

mitocôndrias não são afetados pelo tratamento com 

triclosan, já as cristas mitocondriais ficam menos 

evidentes com o tratamento.  

 

A análise comparativa feita através da medição das 

mitocôndrias presentes nos 4 grupos de células SCC9 

não apontou diferença estatística significativa na área 

(Figura 4A), perímetro (Figura 4B) e distância 

intermitocondria (Figura 4C) entre o grupo controle e o 

tratamento com diferentes concentrações de TCS. Por 

outro lado, o número de mitocôndrias com cristas 

evidentes na microscopia eletrônica foi 

significativamente maior no controle (Figura 4D e 4E-

detalhe) em relação ao tratamento com as concentrações 

relativas ao IC12,5 (Figura 4F), IC25 (Figura 4G) e IC50 

(Figura 4H).  

 
Figura 4: O tratamento com TCS não afeta a área, perímetro 

e distância entre as mitocôndrias nas células SCC9 mas 

interfere significativamente da eletron-densidade das cristas 

mitocondriais. As diferenças encontradas na área (A), 

perímetro (B) e distância intermitocondrial (C) das células 

tratadas com diferentes concentrações de TCS não foram 

estatisticamente significativas quando comparadas ao veículo 

DMSO. D) A presença de cristas mitocondriais evidentes em 



células tratadas apenas com o veículo DMSO (E) foi  

significativamente afetada pelo tratamento com o IC12,5 (F), 

IC25 (G) e IC50 (H). Os gráficos representam a média das 

análises de três células diferentes. ns=não significativo, 

***p<0.0005; one-way ANOVA, post test Tukey. 

 

 

O tratamento com doses elevadas de TCS aumenta, 

porém não significativamente, a presença de 

mitocôndrias em vacúolos e não interferem no 

processo de fusão/fissão mitocondrial. 

O tratamento com doses elevadas de TCS foi capaz de 

promover um aumento, não significativo, de 

mitocôndrias em vacúolos celulares (Figura 5A). Os 

vacúolos celulares são identificados pela presença de 

áreas não eletron-densas na microscopia eletrônica e 

contêm pequenos fragmentos mitocondriais em seu 

interior (Figura 5B). A análise comparativa feita pela 

identificação de fusão/fissão mitocondrial demonstrou 

diferenças não significativas (Figura 5C). Os processos 

de fusão/fissão não podem ser distinguidos em 

microscopia eletrônica e se caracterizam pela presença 

de uma parede eletrondensa no interior mitocondrial 

(Figura 5D).  

 

 
Figura 5: O TCS pode interferir na degradação 

mitocondrial. A) A presença de mitocôndrias em vacúolos 

em células tratadas com as concentrações relativas ao IC25 e 

IC50 de TCS foi aumentada, porém não significativamente em 

relação ao veículo. B) A seta evidencia mitocôndria presente 

em vacúolo celular, em uma célula presente no grupo IC25. C) 

Não foram encontradas diferenças estatísticas significativas 

entre os grupos de células tratadas com o TCS em 

comparação às células tratadas apenas com o veículo. D) A 

seta evidencia a presença de fusão mitocondrial, em uma 

célula presente no grupo IC25. Os gráficos representam a 

média das análises de três células diferentes. ns=não 

significativo; one-way ANOVA, post test Tukey. 

 

O tratamento com triclosan resulta em aumento da 

relação entre os eixos mitocondriais evidenciando 

alongamento mitocondrial. 

O maior e o menor eixo de cada uma das mitocôndrias 

do veículo e das diferentes concentrações de TCS foi 

mensurada. A média do maior eixo das mitocôndrias foi 

de 0,5 µM e a média do menor eixo foi de 0,25 µM. 

Observamos uma tendência ao aumento de 

mitocôndrias com o maior eixo acima da média (Figura 

5A) e uma redução do número de mitocôndrias com 

menor eixo abaixo da média encontrada. (Figura 5B) no 

tratamento com diferentes concentrações de TCS. A 

relação média entre o maior e o menor eixo foi de 0,2. 

Observamos um aumento do número de mitocôndrias 

com a razão entre os eixos maior que a média e uma 

redução do número de mitocôndrias com a razão menor 

que 0,2 (Figura 5C). Esses resultados mostram uma 

tendência ao alongamento mitocondrial a presença de 

TCS. 

 
Figura 6: O tratamento com TCS resulta em uma tendência 

ao alongamento mitocondrial. A) O tratamento com TCS 

promoveu aumento do eixo mitocondrial em concentrações 

relativas ao IC12,5, IC25, IC50, porém não significativamente. 

B) O tratamento com triclosan promoveu redução da 

porcentagem de mitocôndrias com menor eixo <0,25 em 

concentrações relativas ao IC12,5, IC25, IC50, porém de maneira 

não significativa. C) A porcentagem de mitocôndrias com a 

relação entre os eixos aumentada (maior que a média 2) foi 

aumentada de maneira dose-dependente.,. D) Diferenças 

morfológicas, relativas ao formato celular, vistas nas células 

do grupo controle e tratamento com IC50. Os gráficos 

representam a média das análises de três células diferentes. 

ns=não significativo; one-way ANOVA, post test Tukey. 

 

Conclusão 

O tratamento com TCS promoveu um aumento do 

número de mitocôndrias na concentração relativa ao 

IC50 e uma possível redução da eletro-densidade das 

cristas mitocondriais em todas as concentrações 

utilizadas. Além disso, observamos que o número de 

mitocôndrias em vacúolos foi aumentado, não 

significativamente, e houve uma tendência ao 

alongamento mitocondrial em concentrações mais 

elevadas do TCS. Em conjunto, esses resultados 

sugerem que o uso do TCS pode afetar características 

morfológicas mitocondriais que refletem alterações 

importantes da dinâmica mitocondrial, especialmente a 



mitobiogênse, mitofagia e perda do potencial de 

membrana. 
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