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RESUMO

A funcdo dos eosindfilos nas neoplasias malignas continua obscura. Sugere-
se que exercam uma atividade antitumoral, correlacionada com a secre¢cdo
de suas proteinas, especialmente a proteina catibnica eosinofilica (ECP). O
objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito da ECP sobre a viabilidade das
linhagens SCC-4 (CRL-1624) e SCC-25 (CRL-1628), através do teste do MTT
[3-(4,5 dimetiltiazol-2yl)-2-5-difenil-2H tetrazolato de bromo]. As células
foram incubadas com diferentes concentra¢des de ECP por 72 horas. Os
resultados foram expressos como média + desvio padréo. Para avaliagdo da
viabilidade celular foi realizada andlise de varidncia (ANOVA) sequida pelo
testede Dunnett. Para a SCC-4, ndo foiobservada diferenca significativa entre
0s grupos tratados e o controle. Observou-se uma diminuigdo significativa
na viabilidade da linhagem SCC-25, quando incubada com 10uM de ECP.
Conclui-se que a proteina apresentou efeito citotoxico somente para a
linhagem SCC-25, sugerindo que sua citotoxicidade dependa do tipo celular
e de seu potencial proliferativo.

Palavras-chave: proteina cationica eosinofilica, atividade citotdxica,
eosindfilos, carcinoma espinocelular bucal.

INTRODUCAO

A proteina catidnica eosinofilica (ECP) representa uma das principais
proteinas presentes nos granulos especificos dos eosindfilos (EOS). Por
apresentar homologia com a superfamilia ribonuclease A, uma familia de
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enzimas vertebrado-especifica composta por outras oito proteinas que
conservam os mesmos residuos de aminodacidos nos seus sitios ativos, a
ECP também é denominada de ‘ribonuclease 3’ (RNase 3)% %3

A ECP apresenta diversas atividades bioldgicas, incluindo a supressao
da resposta proliferativa das células T e a sintese de imunoglobulinas por
células B, degranulacdao de mastdcitos, a regulacdo das atividades dos
fibroblastos, a indugdo da secrecao de muco pelas vias aéreas e interagao
com os sistemas de coagulacdo e do complemento®. Contudo, destaca-se
a sua atividade citotdxica para virus, bactérias, parasitas, células epiteliais
respiratorias e linhagens celulares tumorais?.

Apesar do mecanismo responsavel pelo seu efeito citotéxico nao ser
totalmente compreendido, sugere-se que a ECP crie poros nas membranas
celulares, por meio da desestruturacdo da bicamada fosfolipidica,
permitindo a passagem de dgua e pequenas moléculas, resultando em lise
osmotical. De acordo com Navarro et al.?, o efeito da ECP comega com a sua
ligacao e agregacao na superficie da célula, o que altera a permeabilidade da
membrana e modifica o equilibrio ibnico intracelular. Esses sinais induzem
alteracdes morfoldgicas e bioquimicas especificas, como a condensacao
da cromatina, a reversdo da assimetria da membrana, producdo de
espécies reativas de oxigénio, ativacdo da atividade de caspase-3-like e,
eventualmente, a morte celular.

Mesmo com a presenc¢a marcante dos EOS no estroma de alguns tipos
de neoplasias malignas sélidas, particularmente as de origem epitelial,
como os carcinomas espinocelulares (CECs) bucais, a funcdo exata dessas
células nesses tumores continua obscura. A funcdo protetora dos EOS
contra a progressao tumoral se correlaciona principalmente com a sintese e
secrecao das proteinas citotdxicas estocadas em seus granulos especificos,
destacando-se a ECP3. O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito
da ECP sobre a viabilidade de linhagens celulares derivadas de CECs bucais
humanos.
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MATERIAL E METODOS

As linhagens SCC-4 e SCC-25 foram mantidas em meio DMEM/F12
suplementado com 10% de soro fetal bovino, hidrocortisona 400ng/ml e
100ug/ml de gentamicina e kanamicina, a37°C, numaatmosfera umidificada
de CO, a 5%, como descrito por Agostini et al.®. O efeito da ECP sobre a
viabilidade da SCC-4 e -25 foi avaliada por ensaio colorimétrico utilizando o
3-(4,5 dimetiltiazol-2yl)-2-5-difenil-2H tetrazolato de bromo (MTT). Células
SCC-4 e -25 (2x10° células/pogo) foram cultivadas em placas de 96 pogos
durante 24 horas em meio DMEM/F12 suplementado com 10% de soro
fetal de bovino. Pogos do controle negativo receberam 100uL de meio
DMEM/F12 completo, enquanto que as células tratadas foram incubadas
durante 72 horas com 0,0390625uM; 0,078125uM; 0,15625uM; 0,3125uM;
0,625uM; 1,25uM; 2,5um; 5uM e 10uM de ECP diluida em meio DMEM/
F12 completo (100uL/pogo). As absorbancias resultantes foram lidas a
570nm num leitor de microplacas. Os dados foram expressos como média
+ desvio padrao. Foram feitas anadlise de variancia (ANOVA), seguida pelo
teste de comparacdes multiplas de Dunnett. Nivel de significancia de 5%
(p<0,05) foi adotado para todos os testes estatisticos. Todas as comparacdes
estatisticas foram feitas com o programa Instat v 3.00 (GraphPad Inc., EUA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Osresultados mostraram que a ECP ndo exerceu efeito estatisticamente
significativo sobre a viabilidade da linhagem SCC-4 em todas as
concentragdes testadas, como mostra a Figura 1.
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Figura 1: Efeito citotdxico da ECP sobre viabilidade celular de SCC-4 medida pelo metabolismo
de MTT. Os dados estdao expressos como média + desvio padrao de trés experimentos.

Diferentemente da SCC-4, a linhagem SCC-25 apresentou diminuicao
estatisticamente significativa (p<0,05) de sua viabilidade, quando exposta
a concentracao de 10uM de ECP por 72 horas (Figura 2).

Figura 2: Efeito citotdxico da ECP sobre células SCC-25. Os dados sdo expressos como média +
desvio padrdo de trés experimentos. * p<0,05 em comparagao com células do controle.
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Os resultados obtidos no presente trabalho nos permitem inferir que
a ECP apresenta um efeito inibidor do crescimento, o qual é dependente
do tipo celular. Resultados semelhantes foram descritos por Maeda et al.’,
os quais relataram que a ac¢ao da ECP foi capaz de inibir o crescimento
de quatro entre sete linhagens celulares humanas, dentre elas células
derivadas de carcinoma epidermoéide (A431) e de cancer de mama (MDA-
MB-453), ambas de origem epitelial.

O mecanismo para a seletividade da ECP poderia ser explicado por
diferencas na sensibilidade das células, dependendo da fase do ciclo celular
em que se encontram. Possivelmente células na fase GO sdo insensiveis
a ECP e apenas as células em fases de crescimento ativo seriam afetadas
pela acdo da proteina®. Adicionalmente, Agostini et al.® relataram que
a SCC-25 apresenta um potencial proliferativo significativamente maior
do que a SCC-4, comprovado por curvas de proliferacdo e por reacoes
imunocitoquimicas para os antigenos nucleares Ki-67 e PCNA. Esses dados
em conjunto poderiam justificar o efeito inibidor da viabilidade de ECP
observado na linhagem SCC-25.

CONCLUSAO

Ofatode ECPapresentarumefeitoinibidordo crescimentodependente
do tipo celular, bem como as linhagens celulares serem mais sensiveis
a proteina, dependendo da fase do ciclo celular, podem fornecer uma
explicacdo para a diferenca no efeito citotéxico de ECP entre as linhagens
utilizadas.
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