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AVALIAQAO DO POTENCIAL ANEUPLOIDOGENICO DO
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Aspergillus nidulans.

Cynthia Priscilla Do Nascimento Bonato; Claudia Regina Sharan &

Simone Jurema Ruggeri Chiuchetta®

RESUMO

O taxol € uma droga isolada a partir da casca da planta Taxus brevifolia e utilizada como agente quimioterapico. Em células
eucariotas, essa droga hiper-sensibiliza os microtibulos através de sua ligagdo a proteina B-tubulina, tornando a célula
incapaz de usar o citoesqueleto de maneira flexivel, consequentemente bloqueando o ciclo celular e alterando a segregacao
normal dos cromossomos durante a mitose. Nesse trabalho foi avaliado o potencial aneuploidogénico do taxol bem como a
toxicidade da droga, utilizando como objeto de estudo uma linhagem dipléide do fungo Aspergillus nidulans. Os resultados
demonstraram que o taxol nas concentragdes de 0,06 e 0,18mM é capaz de induzir aneuploidias.
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EVALUATION OF ANEUPLOIDOGENIC POTENTIAL OF ANTINEOP LASIC TAXOL DEMONSTRATED ON DIPLOID
STRAINS OF Aspergillus nidulans.

ABSTRACT

Taxol is a drug isolated from the rind of Taxus brevifolia plant. In eukaryotic cells this drug, used as a chimiotherapic agent,
hyper stabilizes the microtubules by its association with beta-tubulin protein. Cell becomes incapable to use cytoskeleton in a
flexible way. Thus, it blocks the cellular cycle and modifies the normal segregation of chromosomes during mitoses. In this
research, a diploid strain of Aspergillus nidulans fungus was used to evaluate the aneuploidogenic potential of taxol, as well as
the toxicities of this drug. The results have demonstrated that taxol, in concentrations of 0,06mM and 0,18mM, is capable to
induce aneuploidy.
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INTRODUGAO |

Uma variedade de agentes
antimitéticos que interagem com o sistema
tubulina/microtibulo sdo utilizados para a
quimioterapia do céncer (1). Taxol é um
agente quimioterapico isolado a partir da casca
da planta Taxus brevifolia e utilizado
principalmente para o tratamento de cancer de
ovario,b, mama e pulmdo. Com relacdo ao
mecanismo de acdo, o taxol interfere com a
funcdo normal dos microtdbulos. Enquanto
drogas como vinblastina, colchicina e
nocodazole causam a despolimerizacdo dos
microtdbulos in vivo através da ligacdo da
droga ao dimero de proteina aB-tubulina, o
taxol hiper-sensibiliza os microtdbulos através
de sua ligacdo a proteina B-tubulina, tornando
a célula incapaz de usar o citoesqueleto de
maneira flexivel. Apesar de possuirem
mecanismos de acgdo opostos, baixas
concentracdes de ambos, taxol e vinblastina,
suprimem o0 crescimento e encurtam as
extremidades dos microttbulos, bloqueando a
mitose (2, 3).

Estudos realizados com células de
cancer de pulmdo A549 expostas ao taxol,
demonstraram que esta droga bloqueou o ciclo
celular na fase G2/M (4). Outros estudos
realizados em células humanas preB de
leucemia 697 tratadas com taxol,
demonstraram a ligagcdo da droga com a
proteina inibidora da apoptose Bcl-2 (B-cell
Leukemia 2), determinando que o taxol
também ¢é capaz de induzir alteracdes
morfologicas e bioquimicas de apoptose (5).

Em  eucariotos, a  segregacdo
cromossbmica e a determinacdo do plano de
divisdo celular dependem do dinamismo dos
microtubulos, sendo esses, essenciais para o
funcionamento do fuso mitdtico e a
movimentacdo dos cromossomos ha divisdo
celular. Assim, uma falha no funcionamento
dos microtibulos pode ocasionar perdas
cromossdmicas e defeitos na citocinese
resultando em aneuploidias (6).

As aneuploidias promovem alteracdes
no ndmero de cromossomos e ocorrem
principalmente através do processo de nao-
disjuncdo, onde se tem uma falha na
separacdo de cromossomos pareados ou
cromatides irmds na anafase, tanto em uma
divisdo mitética como na primeira ou na
segunda divisdo meidtica. As aneuploidias
apresentam papel significativo em condi¢cbes

adversas da salde humana, incluindo defeitos
de nascimento, aborto e cancer (7).

Dessa forma, o estudo do potencial
aneuploidogénico de substancias quimicas
torna-se importante a fim de detectar
compostos que possam induzir neoplasias.
Pelo fato do antineoplasico taxol apresentar o
seu mecanismo de acdo relacionado com a
sua ligagdo a proteina tubulina, pode ocasionar
danos ao aparato mitdtico, tornando-se
potencialmente capaz de induzir o evento de
aneuploidia, e consequentemente induzir o
processo de transformacdo maligna. Desta
maneira, 0 nosso trabalho avaliou a
capacidade do taxol em promover aneuploidias
utiizando como objeto de estudo células
dipléides do fungo Aspergillus nidulans.

MATERIAL E METODOS

Linhagens: Os genétipos e a origem
das linhagens de A. nidulans utilizadas estéo
descritas na tabela 1. A linhagem dipléide
UT448//A757 foi preparada de acordo com
Roper, 1952 (8).

Tabela 1 Gendtipo e origem das linhagens de A. nidulans?.

Linhagens Genotipo Origem
riboAl, pabaAl24, biAl, Utrech

UT448 ACrAL, wA2 (Holand)
AT757 yA2, methA17, piroAd4 FGSC

Meio de Cultura: Meio Completo (MC) e
meio minino (MM) foram preparados como
descrito por Van der Vate e Jansen, 1978 (9).
O meio soélido foi preparado com 1,5% de agar
e a incubacdo para o crescimento das
linhagens foi realizado a 37°C.

Avaliacdo da toxicidade da droga:
Taxol (Sigma) foi adicionado ao MC fundido, a
fim de obter-se as concentracdes finais de
0,06 e 0,18mM. Conidios da linhagem dipldide
UT448//A757, foram inoculados no centro de
placas contendo MC (controle) e MC + taxol

2 Os alelos mutantes apresentam os seguintes
genotipos: riboAl, pabaA124, biAl, methAl7, piroA4:
requerimento  para  riboflavina, 4cido  p-
aminobenzéico, biotina, metionina e piridoxina,
respectivamente. Y e w: coloracdo de conidios
amarelo e branco, respectivamente.

AcrAl determina resisténcia a Acriflavina. FGSC:
Fungal Stock Center (University of Kansas Medical
Center, Kansas).
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(tratamento). Para cada dose utilizada, bem
como para o controle, foram inoculados um
total de dez placas, as quais foram incubadas
a 37°C. Os diametros das coldnias foram
medidos apos 24, 48 e 72 horas de incubagéo,
sendo que os valores dos didametros obtidos na
presenca e na auséncia da droga foram
comparados estatisticamente utilizando-se o
teste t de Student’s.

Célculo da freqiiéncia de segregantes
aneupléides: Conidios do diploide
UT448//A757 foram inoculados em MC
(controle) e em MC contendo 0,06 e 0,18mM
de taxol. As placas foram incubadas por cinco
dias & 37° C. Os setores obtidos foram
purificados em MC e a estabilidade mitotica
dos mesmos foi entdo avaliada. Foram
considerados aneuplbides, o0s segregantes
mitéticos no qual o fen6tipo mutante para um
dos marcadores recessivos de coloracdo de
conidio (y e w) produziram setores mitoticos
instaveis em alta freqiiéncia.

A freqiiéncia de aneuploide foi calculada pela
razdo entre o0 nUmero de segregantes
aneupldides e o namero total de segregantes
mitéticos derivado do dipléide UT448//A757 na
presenca e auséncia da droga. Os resultados
obtidos foram comparados utilizando o teste
Yates correct Chi-square.

RESULTADOS |

No primeiro passo desse estudo foi
examinado o efeito antineoplasico do taxol nas
concentracbes de 0,06 e 0,18mM sob o
crescimento micelial do fungo A. nidulans.
Coldnias da linhagem dipléide UT448//A757
obtidas no meio com a droga néo
apresentaram alteracdes morfolégicas
macroscoépica do crescimento micelial quando
comparado com o controle. A droga também
ndo interferiu com a razdo de crescimento da
linhagem dipléide nas concentracdes acima
mencionadas (Figura 1).
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Figura 1 Crescimento do dipléide UT448//A757 em MC (controle) e
MC + 0,06 e 0,18mM de taxol.

Posteriormente, foi analisada a
inducdo de aneuploidias pelo agente
antineoplasico taxol através do cultivo da
linhagem dipldide UT448//A757 em MC
contendo a droga. Os segregantes
aneuploides obtidos apds o tratamento foram
identificados pelo fenétipo e pela acentuada
instabilidade mitética dos mesmos através da
producédo de setores mitéticos instaveis.

Os setores obtidos na auséncia da
droga, foram na sua maioria segregantes
hapléides, por outro lado, um maior nimero de
segregantes aneupléides foram obtidos entre
os setores induzidos pelo taxol (Tabela 2).

Tabela 2 Freqgiiéncia de segregantes aneupldides formados pela
linhagem dipléide UT448//A757 apos tratamento com 0,06 e 0,18mM

de taxol.
Frequénci
Concetragdo NUmero de Segregantes ade
de taxol (mM) segregantes = — aneuploid
Haploide Aneupléide es (%)
Controle 39 28 11 28,2
0,06 44 28 16 *36,3
0,18 58 35 23 *39,6

DISCUSSAO

Os dados da tabela 2 demonstram que
o taxol nas doses de 0,06 e 0,18mM produziu
alta frequéncia de segregantes aneupdides
guando comparado com o controle.

Em auséncia da droga (controle), a
maioria dos setores resultantes foram
hapléides, estes provavelmente provenientes
de um evento primario de nao-disjuncdo
mitética, que apds algumas divisdes mitéticas,
resultaram nos segregantes haploides finais.
J4 em presenca da droga (tratamento) um
maior nimero de setores aneupléides foram

" Significativamente diferente do controle para
p<0,05 teste Yates correct Chi-square
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obtidos, estes provavelmente originados a
partir  da  distribuicdo irregular  dos
cromossomos diploides durante a mitose,
indicando o envolvimento da droga na
segregacdo anormal dos cromossomos
durante a mitose.

O taxol pode promover o evento de
aneuploidia, uma vez que hiper-sensibiliza os
microtubulos, podendo danificar a segregacgao
normal dos cromossomos na mitose e produzir
segregantes aneuploides que séo
extremamente instaveis mesmo que possam
produzir produtos finais estaveis apos um
processo secundario de segregacao (10).

Dessa maneira, agentes
antineoplasicos que interferem com a divisao
celular como o taxol, podem induzir
malignidades secundarias, uma vez que,
alteracdes no ciclo celular e a parada do ciclo
celular nos pontos de checagem estdo entre
as primeiras modificagbes nas células
cancerigenas apos 0 tratamento
quimioterapico (11).

CONCLUSAO |

Considerando que o taxol interfere com a
segregacdo normal dos cromossomos durante
a divisdo celular, nossos resultados
demonstraram o0 potencial carcinogénico da
droga induzido pelo evento de aneuploidia.
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