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RESUMO

O ¢dleo extraido da planta Copaifera officinalis L tem sido utilizado na medicina popular para o tratamento de diversas
enfermidades, entre elas o cancer. Em células eucariontes, o processo de proliferagdo celular obedece a um padréo ciclico,
denominado de ciclo celular. A transformag@o de uma célula normal em uma célula maligna requer inimeros passos, onde
genes que controlam a divisdo normal da célula ou a morte celular séo alterados. O fungo Aspergillus nidulans é um excelente
sistema para o estudo da diferenciacao celular. Seu ciclo assexual resulta na formacéo de conidios, os quais sédo formados em
cadeias em uma estrutura denominada conidi6foro. O conidi6foro se estrutura em: hifa aérea, vesicula mutinucleada e células
uninucleadas. O presente trabalho avaliou a capacidade do extrato da planta C. officinalis L em promover alteragdes no ciclo
celular de linhagens dipléides de A. nidulans, através de observacdo macroscépica e microscopica do crescimento celular
desse fungo. Os resultados demonstraram que ndo houve alteragbes macroscopicas do crescimento celular da linhagem
exposta ao extrato, porém, alteragdes microscopicas do conidiéforo foram observadas nas diferentes concentraces do extrato
analisado. Dessa forma, o estudo da acdo do extrato da planta C. officinalis L torna-se importante, uma vez que essa
substancia é capaz de promover altera¢des no ciclo celular de células eucariontes.
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EVALUATION OF CELL CYCLE OF Aspergillus nidulans EXPOSED TO THE EXTRACT OF Copaifera officinalis L PLANT

ABSTRACT

The oil extracted from the Copaifera officinalis L plant has been used in popular medicine to the treatment of several diseases,
like cancer. In eukaryotic cells, the process of cellular proliferation follows a standard cycle, named cellular cycle. The
transformation of a normal cell in a malignant one requires several steps, in which genes that control normal cellular division or
cellular death are modified. Aspergillus nidulans fungus is an excellent system for the study of the cellular differentiation. Its
asexual cycle results in the formation of conidia, which are disposed like chains, constituting a structure named conidiophore.
This structure consists in an aerial hifae, multinucleate vesicle and uninucleate cells. Current research evaluated the capacity of
the C. officinalis L plant extract in promoting alterations in the cellular cycle of A. nidulans diploid strains, by observing
macroscopic and microscopic alterations in cellular growth of this fungus. Results shown that no macroscopic alterations were
observed in cellular growth of strains exposed to the extract, however, microscopic alterations of conidiophore have been
observed in the different extract concentrations analyzed. In this way, the study of the action of C. officinalis L plant extract
becomes important considering the fact that this substance is capable to promote alterations in cellular cycle of eukaryotic cells.
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INTRODUGAO |

A utilizacdo de plantas com fins
medicinais, para tratamento, cura e prevencao
de doencas, é uma das mais antigas formas
de pratica medicinal da humanidade. No inicio
da década de 1990, a Organizacdo Mundial de
Salude (OMS) divulgou que 65-80% da
populacdo dos paises em desenvolvimento
dependiam das plantas medicinais como Unica
forma de acesso aos cuidados basicos de
saude (1). Diversos sdo 0s compostos
existentes nas plantas medicinais que lhes
conferem atividade terapéutica, entretanto é
importante definir a atividade farmacologica
desses compostos, a fim de garantir o uso
adequado e indcuo a saude (2).

As copaibeiras sdo arvores comuns na
América Latina, em especial no sudeste
brasileiro e na regifio Amazénica e pertencem
ao género Copaifera, que apresenta mais de
60 espécies catalogadas. Dessas arvores da
familia das Leguminosas-Caesalpiniaceas, é
exudado, através de furo realizado no tronco,
um Oleo-resina chamado 6leo de copaiba (3).
O ¢leo extraido da planta Copaifera officinalis
L tem sido utilizado na medicina popular para
o tratamento de diversas enfermidades, entre
elas o cancer (4).

A capacidade de crescer e se
proliferar é atributo fundamental de todas as
células. No caso das células eucariontes, o
processo de formacdo de novas células
obedece a um padréo ciclico, denominado de
ciclo celular, que consiste em duas etapas:
crescimento celular e duplicacdo dos
conteudos citoplasmaticos (interfase) e divisdo
de nucleo e do citoplasma celular (mitose) (5).
O processo de proliferacdo celular é
rigorosamente  controlado por  produtos
génicos responsaveis pela produgdo de
proteinas celulares envolvidas com a
regulacéo do ciclo celular (6).

A transformacao de células normais
em cancerosas € um processo extremamente
complexo que envolve miltiplas alteragdes
genéticas ou epigenéticas. Dessa forma, a
transformacédo de uma célula normal em uma
célula maligna requer inmeros passos, onde
genes que controlam a divisdo normal da
célula ou a morte celular séo alterados (7).

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

Desta forma o estudo de substancias quimicas
assume grande importancia no sentido de se
detectar substancias que possam interferir no
ciclo celular de células eucariontes.

Ha muito tempo, fungos vém sendo
utilizados como ferramentas de pesquisa para
a genética classica e mais recentemente para
estudos moleculares (8). Entre os fungos
filamentosos, o0 ascomiceto Aspergillus
nidulans constitui um excelente sistema para o
estudo da diferenciacdo celular, seu ciclo
assexual resulta na formacdo de esporos
assexuais, também denominados de conidios,
0os quais sdo formados em cadeias, em
estruturas especializadas denominado de
conidiéforo. Apds dispersarem em contato
com uma superficie adequada, os conidios
germinam e inicia-se o crescimento das hifas.
Estas se desenvolvem até a formacdo do
micélio multinucleado, que posteriormente,
desenvolvera hifas aéreas especializadas que
formardo os conidioforos. Os conidiéforos por
sua vez, sao formados por uma hifa aérea,
uma vesicula multinucleada e duas camadas
de célula uninucleadas denominadas de
métulas e fialides (9,10).

O objetivo desse trabalho foi avaliar a
capacidade do extrato da planta C. officinalis L
em promover alteracdes do ciclo celular,
utiizando como objeto de estudo uma
linhagem dipl6ide de A. nidulans.

MATERIAL E METODO

Obtencdo da linhagem dipléide: Duas
linhagens haploides (UT448 e A757) de A.
nidulans, complementares com relacdo aos
seus requerimentos nutricionais (tabela 1)
foram mantidas em meio minimo (MM) + 2%
de meio completo (MC) a fim de obter-se um
heterocério. Este foi incubado a 37°C por
quatro dias para obtencdo da linhagem
diploide UT448//A757 (11).
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Linhagens Gendtipo Origem
uT448 riboAl, pabaAl24, biAl, AcrAl, wA2 Utrech (Holand)
A757 yA2, methAl7, piroAd FGSC

Os alelos mutantes apresentam os seguintes gendtipos: riboAl, pabaAl124, biAl, methAl7, piroAd: requerimento para riboflavina, acido p-aminobenzéico,
biotina, metionina e piridoxina, respectivamente. Y e w: coloracio de conidios amarelo e branco, respectivamente. AcrAl determina resisténcia a
Acriflavina. FGSC: Fungal Stock Center (University of Kansas Medical Center, Kansas).

Meio de cultura: MC e MM foram preparados
como descrito por Van de Vate e Jansen
(1978) (12). O meio solido foi preparado com
15% de agar e a incubacdo para o
crescimento das linhagens foi realizada a
37°C.

Doses do extrato: O extrato da planta
Copaifera officinalis L foi adicionado ao MC a
fim de obter-se as concentra¢des finais de 0,2
e 0,4mM.

Observagcdo macroscdpica do crescimento
celular: O extrato foi adicionado ao MC
fundido, em seguida conidios do dipldide
UT448//A757 foram inoculados no centro de
placas contendo MC (controle) e MC + extrato
(tratamento). Tanto para o controle quanto
para o tratamento foram inoculados um total
de dez placas, as quais foram incubadas a
37°C. Os diametros das coldnias foram
medidos com o auxilio de uma régua nos
tempos 24, 48, 72 e 92 horas de incubacéo.
Os valores encontrados para o diametro das
coldnias em presenca e em auséncia da droga
foram comparados estatisticamente utilizando-
se o test t de Student.

Observagcdo microscdpica do crescimento
celular: Colbnias do diploide UT448//A757
foram cultivadas em membrana de dialise
assepticamente colocadas na superficie de
placas de Petri contendo MC (controle) e MC
+ extrato (tratamento). Amostras foram
coletadas ap6s 24 horas de incubacao a 37°C.
As membranas foram coradas com azul de
metileno e observadas ao microscopio Optico.
Andlises da conidiogénese foram realizadas a
partir destas preparacoes.

RESULTADOS

Primeiramente foi analisado o efeito
no crescimento micelial (analise
macroscopica) da linhagem dipléide
UT448//A757 exposta ao extrato de C.
officinallis L nas concentracbes de 0,2 e
0,4mM. Coldnias da linhagem dipléide, obtidas
no meio contendo o extrato, ndo apresentaram
alteracdes morfologicas macroscopicas
gquando comparados com o controle (cultura
néo tratada) (figura 1).

Diametro das coldnias (cm)

24 24 24 48 48 48 72 72 72 96 96 96
Tempo (horas)

Figura 1 —Crescimento do dipléide Ut448//A757 em MC (controle) e
em MC + 0,2 e 0,4mM do extrato da planta C. officinalis L.

Por outro lado, alteracdes
morfologicas microscopicas (analise
microscopica) do conidiéforo foram
observadas a partir das colénias da linhagem
dipléide UT448//A757 crescidas em presenca
de 0,2 e 0,4mM do extrato.

O conidi6foro é formado por uma hifa
aérea, uma vesicula multinucleada e duas
cadeias de células uninucleadas (métulas e
fidlides). Entre as alteracbes do conidi6foro
observadas encontram-se vacuolos na haste e
vesicula do conidi6foro, alteragbes em métulas
e fialides e haste do conidi6foro encurtada e
mal formada (figura 2).
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Figura 2 —Crescimento do conidiéforo UT448//A757 em MC e MC + extrato da planta C. officinalis L. A) conidi6foro normal; B) haste do conidiéforo
encurtada (0,4mM do extrato); C) presenca de vactolo na vesicula e haste do conidi6foro (0,2mM do extrato); D) alteragdo em métulas e fidlides (0,4mM
do extrato). V: vesicula; M: métula; F: fidlide; C: conidios; H: haste. O diametro da vesicula do conidiéforo corresponde a 10um.

DISCUSSAO

A analise macroscopica do
crescimento micelial da linhagem dipldide
UT448//A757 demonstrou que o extrato da
planta C. officinalis L ndo interferiu com a
razdo de crescimento micelial. Dessa forma,
as concentra¢gBes do extrato analisadas foram
consideradas ndo toxicas para 0 organismo
em estudo e ideais para realizagdo de testes
bioldgicos.

Para a analise microscépica,
alteracbes morfoldgicas do conidiéforo foram
observadas em preparagbes citolégicas do
dipléide Ut448//A757 cultivadas em presenca
do extrato, determinando assim, que o extrato

nas concentracdes analisadas promove
alteracBes no ciclo assexual do conidi6foro.
Esse resultado determina que o extrato é
capaz de alterar o ciclo celular de células

eucariontes.
CONCLUSOES

Considerando que o extrato da planta
C. officinalis L pode alterar o crescimento de
células eucariontes, torna-se importante uma
investigagdo mais precisa da acdo desse
extrato, afim de, determinar seu papel e local
de atuacdo no ciclo celular de células
eucariontes, bem como sua eficacia na
terapéutica do cancer.
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