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RESUMO 
 
 
 

FRANCO, Claudinéia Conationi da Silva, M.Sc., Universidade Estadual de 
Maringá, março de 2007. Genotoxicidade do antinflamatório não-
esteroidal sulfeto de sulindaco em Aspergillus nidulans. Orientadora: 
Profª. Drª. Marialba Avezum Alves de Castro-Prado. Professoras 
Conselheiras: Profª. Drª. Maria de Fátima Pires da Silva Machado e Profª. Drª. 
Claudete Aparecida Mangolin. 

 

 

O sulfeto de sulindaco é um antinflamatório não-esteroidal com efeitos 

quimiopreventivos em cânceres humanos. Por causa da participação da 

recombinação somática no processo carcinogênico, o presente estudo teve como 

objetivo avaliar o potencial recombinagênico do sulfeto de sulindaco em células 

diplóides de Aspergillus nidulans. O efeito recombinagênico da droga, nas 

concentrações de 175 µM e 350 µM, foi demonstrado por meio da 

homozigotização de genes recessivos, previamente presentes em heterozigose. 

Os valores de HI (Índice de Homozigotização) para diferentes marcadores 

genéticos apresentaram-se maiores do que 2,0 e significativamente diferentes 

dos valores obtidos em ausência da droga (controle). O potencial 

recombinagênico do sulfeto de sulindaco foi associado à indução de quebras na 

molécula do DNA e a alterações no ciclo celular. O potencial carcinogênico do 

sulfeto de sulindaco foi associado ao efeito recombinagênico da droga. 

 
Palavras-chave: Agentes antinflamatórios, crossing-over mitótico, malignidades 

secundárias, Aspergillus nidulans. 
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ABSTRACT 
 
 
 

FRANCO, Claudinéia Conationi da Silva, M.Sc., State University of Maringá, 
março de 2007. Genotoxicity of the nonsteroidal antiinflammatory 
sulindac sulfide in the filamentous fungus Aspergillus nidulans. Adviser: 
Marialba Avezum Alves de Castro-Prado. Commitee Members: Maria de 
Fátima Pires da Silva Machado and Claudete Aparecida Mangolin. 
 

 
Sulindac sulfide is a nonsteroidal antiinflammatory drug (NSAID) with 

chemopreventive effect on human cancer cells. Due to the involvement of the 

somatic recombination in the carcinogenic process, sulindac sulfide’s 

recombinogenic potential has been evaluated by the Homozygotization Index (HI) 

in the filamentous fungus Aspergillus nidulans. The drug's recombinogenic 

potential was evaluated by its capacity to induce homozygosis of recessive genes 

from heterozygous diploid cells. Sulindac sulfide at 175 and 350 µM 

concentrations induced mitotic recombination in A. nidulans diploid cells, with HI 

values for genetic markers higher than 2.0, and significantly different from control 

HI values. The recombinogenic effect of NSAID was related to the induction of 

DNA strand breaks and cell cycle alterations. Sulindac sulfide’s carcinogenic 

potential was also discussed. 

 
Keyword: non-steroidal anti-inflammatory, mitotic crossing-over, secondary 

malignances, Aspergillus nidulans 
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1. INTRODUÇÃO 
 

 

 Os antinflamatórios não-esteroidais (AINEs) constituem um grupo de 

fármacos com estrutura química variada e com atividades analgésica, antipirética 

e antiinflamatória. O efeito tríplice desses fármacos justifica sua ampla utilização 

(Insel, 1996; Brooks e Day, 1991; Cossermelli e Pastor, 1995). 

 Os AINEs exercem seus efeitos por meio da inibição da síntese de 

prostaglandinas, e alguns desses fármacos, tais como: o sulfeto de sulindaco e o 

ácido acetilsalicílico (aspirina), têm sido amplamente utilizados como 

quimiopreventivos em uma variedade de tumores (Kim et al., 2001; Jang et al., 

2006; Bernardi et al., 2006). 

 O composto denominado sulindaco consiste essencialmente em um pró-

fármaco. Pouca atividade antiinflamatória se deve ao composto original, porém, a 

maior parte de sua atividade farmacológica reside em seu metabólito denominado 

sulfeto de sulindaco (Figura 1) (Roberts II e Morrow, 2003; Etienne et al., 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 
                                          Sulindaco                    Sulfeto de Sulindaco 

 

Figura 1. Estrutura química do sulindaco e do sulfeto de sulindaco. Extraído de 

Etienne et al., (2003). 

 

 

 Estudos realizados com células de câncer de cólon (HCT-15 e HT-29), 

expostas ao sulfeto de sulindaco nas concentrações de 175 µM e 200 µM por 72 

horas, demonstraram que esse medicamento induz quebras nas fitas de DNA e 

inibe a proliferação celular (Qiao et al., 1997). 
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 Levando em conta que a indução de quebras na molécula de DNA pode 

desencadear o processo de recombinação gênica entre cromátides homólogas, e 

que a recombinação somática pode atuar como um mecanismo precursor da 

carcinogênese, o presente trabalho teve como objetivo, avaliar o potencial 

carcinogênico do sulfeto de sulindaco, por meio de seu efeito sobre a 

recombinação mitótica, em células diplóides heterozigotas de Aspergillus 

nidulans. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 
 

 

 Os antinflamatórios não-esteroidais (AINEs) constituem um grupo de 

fármacos que inibe a atividade da enzima ciclooxigenase (Figura 2), cuja enzima 

converte o ácido araquidônico nos compostos intermediários PGG2 

(prostaglandina G2) e PGH2 (prostaglandina H2), envolvidas no processo 

inflamatório e na sensibilização das vias dolorosas centrais e periféricas. A 

enzima apresenta dois sítios catalíticos: o sítio ciclooxigenase e o sítio 

peroxidase. O sítio ciclooxigenase converte o ácido araquidônico na 

prostaglandina G2, que por sua vez, é reduzida ao intermediário instável, 

prostaglandina H2, pelo sítio peroxidase da enzima, o qual não é inibido pelos 

AINEs. A PGH2 é convertida pelas isomerases tissulares específicas em 

múltiplos prostanóides (prostaglandinas e tromboxanos) (Insel, 1996; Teixeira et 

al., 2001; Davies et al., 2002). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Ação dos antinflamatórios não-esteroidais na via do ácido araquidônico. 
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 A enzima ciclooxigenase apresenta duas isoformas intituladas COX-1 

(ciclooxigenase 1) e COX-2 (ciclooxigenase 2). A primeira enzima, COX-1, é 

composta por 599 aminoácidos, sendo expressa constitutivamente em condições 

fisiológicas, e encontra-se presente principalmente nos vasos sanguíneos, 

plaquetas, estômago e fígado. A COX-2, por outro lado, composta por 604 

aminoácidos, é induzida na presença de citocinas (interleucina-1, interleucina-2 e 

fator de necrose tumoral), fatores de crescimento e endotoxinas, sendo expressa 

caracteristicamente em células envolvidas no processo inflamatório, tais como: 

macrófagos e monócitos. As isoformas COX-1 e COX-2 apresentam estruturas e 

funções enzimáticas similares, e seus genes estão localizados nos cromossomos 

9 e 1, respectivamente  (Vane, 1998; Kulkarni et al., 2000; Carvalho et al., 2004). 

 O ácido araquidônico é o precursor da síntese de prostaglandinas. 

Consiste em um ácido graxo de 20 carbonos, liberado a partir de fosfolipídeos de 

membrana, por meio da enzima fosfolipase A2, enzima ativada por estímulos 

químicos, inflamatórios, traumáticos e mitogênicos. A síntese das prostaglandinas 

inicia-se com a atividade da ciclooxigenase que catalisa a adição do oxigênio 

molecular ao ácido araquidônico, para formar, inicialmente, o endoperóxido 

intermediário, a prostaglandina G2. A mesma enzima, por meio de sua atividade 

peroxidase, catalisa a redução dessa prostaglandina para formar a PGH2. As 

PGG2 e PGH2 apresentam pouca atividade e servem como substrato para a 

formação de diferentes prostaglandinas e tromboxanos ativos, incluindo PGD2, 

PGE2, PGF2, prostaciclina (PGI2) e tromboxanos (TX) (Davies et al., 2002) 

(Figura 3). 

 Os AINEs, em sua maioria, inibem tanto a atividade da enzima COX-1 

quanto da COX-2 (Teixeira et al., 2001; Davies et al., 2002). Acredita-se que a 

inibição da COX-2 possa mediar, pelo menos em parte, a ação antipirética, 

analgésica e antiinflamatória dos AINEs. Por outro lado, sabe-se que a inibição 

simultânea das enzimas COX-1 e COX-2, pelos antinflamatórios não-esteroidais, 

resulta em efeitos colaterais indesejáveis, particularmente aqueles que levam ao 

desenvolvimento de úlceras gástricas, em decorrência da produção diminuída de 

prostaglandinas (Roberts II e Morrow, 2003). 

 Os AINEs diferem entre si quanto à farmacocinética química, potência 

antiinflamatória e efeitos colaterais, e podem ser classificados como: enzimáticos  
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(parenzime) e não enzimáticos (aspirina), como predominantemente analgésicos 

e com pouca ou nenhuma ação antiinflamatória (dipirona e paracetamol), como 

antinflamatórios moderados (ácido mefenâmico, diclofenaco, celecoxibe, 

rofecoxibe e paracoxibe), ou como analgésicos e antinflamatórios potentes 

(indometacina e butazona) (Cossermelli, 1995; Brooks e Day, 1991). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Síntese de prostaglandinas a partir do ácido araquidônico. Extraído de 

Davies et al., (2002). 
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 A indometacina, introduzida no mercado em 1963, é um dos mais 

potentes inibidores das enzimas ciclooxigenases. Apresenta elevada 

biodisponibilidade e efeito antinflamatório potente, sendo eficaz no tratamento da 

doença reumática e da gota, porém os efeitos tóxicos dessa droga limitam sua 

indicação. Em função disso, um outro agente antinflamatório, denominado 

sulindaco, foi desenvolvido, na tentativa de produzir congênere menos tóxico, 

mas tão eficaz quanto à indometacina (Insel, 1996; Teixeira et al., 2001).  

 O sulindaco sofre duas biotransformações importantes; inicialmente é 

oxidado à sulfona e, a seguir, reduzido a sulfeto, de maneira reversível. O último 

metabólito, sulfeto de sulindaco, constitui a forma ativa do antinflamatório, 

embora todos os três compostos, sulindaco, sulfóxido e sulfeto de sulindaco, 

sejam encontrados no plasma humano em concentrações comparáveis. A meia-

vida do sulindaco é de sete horas, enquanto o sulfeto ativo tem meia-vida de até 

18 horas. O metabolismo e a farmacocinética do sulindaco são complexos e 

variam enormemente entre diferentes espécies. Após administração oral, em 

seres humanos, ocorre absorção de aproximadamente 90% do fármaco. As 

concentrações máximas do sulindaco, no plasma, são alcançadas dentro de uma 

hora, enquanto que para o metabólito sulfeto, tais concentrações são observadas 

duas horas após a administração oral do antinflamatório (Insel, 1996; Teixeira et 

al., 2001). 

 O antiinflamátorio sulfeto de sulindaco é utilizado, principalmente, no 

tratamento da artrite reumatóide, da osteoartrose e da espondilite anquilosante. O 

fármaco também tem sido prescrito com sucesso no tratamento da gota aguda. 

(Roberts II e Morrow, 2003; Fernandes, et al., 2003). 

 Trabalhos anteriores relatam a existência de uma relação inversa entre a 

incidência de câncer e o uso regular dos antinflamatórios não-esteroidais, 

incluindo a aspirina, dentre outros (Kim et al., 2001; Jang et al., 2006). A 

administração dos antinflamatórios ibuprofeno e o celecoxibe em ratas fêmeas 

Spragne-Dawley resultou em reduções significativas na incidência, multiplicação 

e no volume de tumores mamários, induzidos por 7,12-dimetilbenzatraceno 

(Robertson et al., 1998; Harris et al., 2000). Em seres humanos, pacientes com 

polipose adenomatosa familiar mostraram redução no número e no tamanho de 

adenomas coloretais, após a administração do sulindaco. Sua eficácia nessa 

situação pode ser atribuída, em parte, ao fato de que a redução do sulindaco ao 
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sulfeto ativo é mediada primariamente pela microbiota intestinal que atua sobre o 

sulindaco excretado na bile (Strong et al., 1985; Giardiello et al., 1993; 

Matsuhashi et al., 1997;).  

 Em células cancerígenas do cólon, o sulindaco e seus metabólitos foram 

capazes de inibir a proliferação celular e induzir quebras nas fitas de DNA e 

morte celular por apoptose (Pasricha et al., 1995; Qiao et al., 1997). O 

mecanismo biológico do efeito antineoplásico do sulfeto de sulindaco parece ser 

mesmo mediado pela indução seletiva de apoptose, o que também foi observado 

em células de câncer de mama, pulmão e próstata (Piazza et al., 1995; Soriano et 

al., 1999). 

 Além de efeitos anti-tumorais, os AINEs podem também apresentar 

efeitos citotóxicos. Em células cancerígenas de pulmão e em células leucêmicas, 

o sulindaco e outros antinflamatórios não-esteroidais, aumentaram a 

citotoxicidade de drogas anticancerígenas, tais como: doxorubicina, 

daunorubicina e epirubicina. Os efeitos citotóxicos dos AINEs foram relacionados 

à inibição do efluxo das drogas anticancerígenas, o qual é mediado pela proteína 

MRP, proteína ativa na reação de Resistência Multi-Drogas (MDR). A clássica 

reação de MDR é caracterizada pela resistência cruzada a uma variedade de 

drogas quimicamente não-relacionadas, e MRP (proteína associada à MDR) é 

uma proteína trans-membrana de transporte (Kruh et al., 1995). 

 Estudos realizados in vitro, com células HT-29 de adenocarcinoma de 

cólon, demostraram que os antinflamatórios ácidos acetilsalicílico, indometacina, 

piroxicam e o sulfeto de sulindaco bloqueiam a proliferação celular e alteram a 

morfologia das células de maneira tempo-concentração dependente. Esses 

medicamentos alteram ainda a distribuição das fases do ciclo celular: aumentam 

a proporção de células na fase G0/G1 e reduzem a proporção de células na fase 

S do ciclo celular. Esses compostos também reduzem a atividade de algumas 

proteínas quinases ciclina-dependentes, que regulam a progressão do ciclo 

celular. Pesquisas realizadas com os antinflamatórios indometacina e sulindaco, 

utilizando células tumorais da mucosa gástrica de ratos, demostraram que esses 

dois medicamentos induzem a fragmentação do DNA de maneira tempo-

concentração dependente (Shiff et al., 1995; Hidenobu et al., 1998; Shiff et al., 

1996; Eli et al., 2001). 
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 As alterações no ciclo celular e a promoção de quebras no DNA 

induzidas pelo sulfeto de sulindaco sugerem sua participação na carcinogênese, 

caracterizada como um processo complexo que envolve uma série de eventos 

genéticos e celulares. Segundo a teoria da carcinogênese, proposta por Nowell 

(1976), o desenvolvimento de um tumor maligno é uma conseqüência de 

alterações genéticas ou epigenéticas múltiplas. A formação da massa tumoral 

envolve três etapas distintas: iniciação, promoção e progressão. A iniciação é um 

evento que ocorre quando células normais são expostas a uma substância que 

altera o DNA. Na ausência de reparo, a célula alterada poderá reproduzir-se 

durante a mitose, gerar clone de células mutantes. Na promoção, ocorre a 

expansão numérica dessas células alteradas, formando população de células 

tumorais pré-malignas. Por fim, a progressão é um processo irreversível, que 

produz um novo clone de células tumorais com capacidade proliferativa e com 

potencial metastático (Marks et al., 2000; Shubik, 2002). 

 O crossing-over mitótico foi descrito, inicialmente, em Drosophila 

melanogaster (Sterm, 1936), sendo, atualmente, considerado um processo de 

ampla atuação em células diplóides, com importante função na promoção de 

neoplasias, em células heterozigotas. O referido processo ocorre durante a 

segregação das cromátides irmãs na mitose. Em uma célula heterozigota, a 

segregação de uma cromátide paternal e uma recombinante para o mesmo pólo 

mitótico resultará na homozigose dos genes distais ao ponto de permuta (Beumer 

et al., 1998).  

 A homozigoze de genes recessivos, induzida pelo crossing-over mitótico, 

pode ter efeito carcinogênico pela redução da heterozigozidade constitucional de 

genes supressores de tumores. Dessa forma, substâncias que induzem quebras 

no DNA, ou que inibem sua replicação, podem apresentar atividade 

carcinogênica por estimularem a ocorrência do crossing-over mitótico (Figura 4) 

(Zimmermann et al., 1966; Lasko et al., 1991; Hagstrom e Dryja, 1999; Becker e 

Castro-Prado, 2004; Kaneshima e Castro-Prado, 2005; Souza-Júnior e Castro-

Prado, 2005). 

 O fungo filamentoso Aspergillus nidulans possui oito cromossomos em 

seu genoma, e, é considerado um excelente organismo para conduzir estudos do 

potencial carcinogênico de substâncias químicas, pois esse microrganismo passa 

a maior parte de seu ciclo celular em G2. Nessa fase, os cromossomos 
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apresentam-se duplicados, o que favorece significativamente o evento de 

recombinação mitótica (Osman et al., 1993). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Esquema da perda da condição de heterozigose (Rb+/rb) e origem de 

células homozigotas (Rb+/Rb+ e rb/rb), por meio do crossing-over mitótico. 

Adaptado de Griffiths, et al. (2001). 

 

 

 

 Considerando-se, portanto, a participação da recombinação somática nos 

mecanismos que conduzem à carcinogênese (Hagstrom e Dryja, 1999), e as 

alterações no DNA e no ciclo celular induzidas pelo sulfeto de sulindaco, o 

presente estudo teve como objetivo avaliar a genotoxicidade in vivo desse agente 

antinflamatório em células heterozigotas de A. nidulans.  
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
 
 

3.1 Linhagens 
 
 Os genótipos e origens das linhagens de Aspergillus nidulans são 

mostrados no Quadro 1. 

 A linhagem diplóide UT448//A757 (Figura 5), foi obtida conforme 

metodologia descrita por Roper (1952), cuja técnica consiste em recolher a 

massa micelial, obtida a partir da heterocariose, com o auxílio de alça de platina, 

e dividi-la em quatro partes, que foram colocadas em posições distintas, em 

placas de Petri que contém meio mínimo (MM). As placas foram incubadas a 

37ºC durante cinco dias. Ao final desse período, foram observadas algumas 

regiões heterocarióticas com crescimento mais vigoroso (linhagem diplóide), as 

quais foram transferidas para novas placas contendo MM, e novamente 

incubadas a 37ºC, por cinco dias. Após este período, os conídios diplóides foram 

estocados em MM a 5ºC. 

 

 

Quadro 1. Genótipo e origem das linhagens de A. nidulans  

 
Linhagem Genótipo Origem 

   

A757 yA2 (I), methA17 (II), pyroA4 (IV). FGSC* 

UT448 riboA1 (I), pabaA124(I), biA1(I), AcrA1 (II), 

wA2(II), 

UTRECHT** 

Requerimentos para: riboflavina = riboA1, ácido p-aminobenzóico = pabaA124, biotina = bioA1, metionina = 
methA17, piridoxina = pyroA4. Coloração do conídio: branco = wA2; amarelo = yA2. AcrA1, resistência à 
acriflavina, *FGSC = Fungal Genetic Stock Center, University of Kansas Medical Center, Kansas, USA, 
**UTRECHT = Holanda. Os parênteses representam os cromossomos I, II, III e IV de A. nidulans. 
 

 

 A heterocariose, associação de núcleos geneticamente diferentes, em um 

sistema capaz de se propagar, é um fenômeno peculiar, mas comum em fungos. 
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 Este fenômeno fornece mecanismo para restauração da função normal 

em genomas combinados, sendo separadamente deficientes e é um mecanismo 

de evolução dos modelos altamente eficientes de sexualidade, característico dos 

fungos superiores. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Origem da linhagem diplóide UT448//A757 (seta). 
 
 
 O heterocário fornece benefícios às linhagens que o originaram uma vez 

que qualquer deficiência genética de uma delas será suprida pela correspondente 

capacidade normal de outra e vice-versa (Raper, 1955). 

 A técnica para obtenção do heterocário consiste em colocar conídios de 

duas linhagens complementares, em 2,5 mL de meio mínimo, (MM) mais 2% de 

meio completo, (MC) e incubar a 37ºC. O MC completo permitirá pequeno 

desenvolvimento dos conídios, facilitando a anastomose de hifas. Após um 

período de 72 horas, observa-se o estabelecimento de uma associação 

heterocariótica (massa micelial compacta) contendo os dois diferentes tipos de 

núcleos (Figuras 5 e 6). 
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Fusão = 2n nn

Heterocário Anastomose 

Ciclo Parassexual

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Esquema do ciclo parassexual. 

 

 O ciclo parassexual em A. nidulans forneceu novos métodos para 

estudos de recombinação mitótica que pode ocorrer por dois processos distintos: 

crossing-over mitótico e haploidização, em que cromossomos inteiros do diplóide 

são perdidos ao acaso, até que o estágio haplóide estável seja atingido 

(Pontecorvo e Kafer, 1958) (Figura 6). 

 No fenômeno da haploidização, os marcadores de um grupo de ligação 

segregam em blocos, porém os marcadores de diferentes cromossomos mostram 

livre recombinação (Kafer, 1958). 

 

 

3.2 Meios de Cultura 
 
3.2.1 Meio mínimo (MM): 900 mL de água destilada, 100 mL da solução 

concentrada de MM (1000 mL de água destilada; 60,0 g de NaNO3; 15,2 g de 

KH2PO4; 5,2 g de MgSO4 . 7 H2O; 5,2 g de KCl; 0,02 g de FeSO4 . 7 H2O; 0,01 g 

de CuSO4 . 5 H2O; 0,01 g de ZnSO4. 7 H2O); 10 g de glicose, 15 g de ágar. 
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3.2.2 Meio completo (CM): adicionam-se ao MM (3.2.1): peptona (2.000 mg/L-1), 

extrato de levedura (500 mg/L-1), caseína hidrolisada (1.000 mg/L-1), glicose 

(10.000 mg/L-1), biotina (2 mg/L-1), pirodoxina (50 mg/L-1), ácido para-

aminobenzóico (50 mg/L-1), ácido fólico (50 mg/L-1), ácido nicotínico (100 mg/L-1), 

ácido pantenóico (200 mg/L-1), cloreto de colina (200 mg/L-1), riboflavina (100 

mg/L-1), inositol (400 mg/L-1) e tiamina (50 mg/L-1). 

 

3.2.3 Meio seletivo (SM): O meio seletivo foi preparado adicionando-se ao MM 

(3.2.1) os nutrientes requeridos pelas linhagens UT448 e A757, [riboflavina (0,1 

µg/ml-1), ácido para-aminobenzóico (0,6857 µg/ml-1), biotina (0,02 µg/ml-1), 

metionina (149,21 µg/ml-1) e pirodoxina (0,05 µg/ml-1)], omitindo-se um dos 

nutrientes, em cada tipo de meio. 

 Após o preparo, o pH dos meios de cultura foi ajustado para o valor 6,0, e 

os meios foram autoclavados a uma atmosfera de pressão, durante 15 minutos, e 

mantido à temperatura ambiente. A temperatura de incubação para o crescimento 

das linhagens foi de 37ºC. 

 

 

3.3 Tratamento do Diplóide UT448//A757 com Sulfeto de Sulindaco 
 
 Duas concentrações de sulfeto de sulindaco (Sigma-Aldrich) foram 

utilizadas no presente trabalho: 175 µM e 350 µM. O composto foi adicionado ao 

MM fundido, após solubilização em 10 µL de dimetil - sulfóxido (DMSO). Essas 

concentrações foram testadas, pois na dose de 175 µM, o agente antinflamatório 

induziu alterações na fase G1/S do ciclo celular, em células de adenocarcinomas 

de cólon (Qiao et al., 1997). 

 

 

3.4 Avaliação da Toxicidade do Sulfeto de Sulindaco 
 
 Conídios do diplóide UT448//A757 foram inoculados no centro de placas 

de Petri, contendo MM (controle) e MM + sulfeto de sulindaco (tratamento). 

Foram utilizadas dez placas para cada dose (175 µM e 350 µM) e para o controle, 

as quais foram incubadas a 37o C. Os diâmetros das colônias foram medidos com 
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o auxílio de uma régua, após 48, 72, 96 e 144 horas de incubação. Os valores 

obtidos na presença e na ausência da droga foram comparados estatisticamente 

utilizando-se o teste t de Student. 

 
 
3.5 Seleção dos Segregantes Haplóides 
 
 Conídios da linhagem diplóide UT448//A757 (Figura 5) foram inoculados 

em placas de Petri, contendo MM (controle) e MM + sulfeto de sulindaco nas 

concentrações de 175 µM e 350 µM (tratamento). As placas foram incubadas por 

cinco dias à temperatura de 37ºC. O tratamento originou setores mitóticos nas 

colônias da linhagem diplóide, os quais apresentaram morfologia distinta do 

diplóide original. 

 Seis setores foram isolados (D1 a D6), purificados em MM e 

posteriormente transferidos para MC + benomyl (agente fungicida também 

conhecido como Benlate, que exerce seu mecanismo de efeito interferindo na 

segregação dos cromossomos durante a mitose). Para os testes de 

recombinagênese, apenas os segregantes haplóides, derivados dos diplóides 

tratados (D1 a D6) foram utilizados, que resultam de um processo denominado 

haploidização mitótica. Esse processo consiste na perda da condição diplóide das 

células por meio da não-disjunção cromossômica, durante a mitose. Células 

aneuplóides (2n – 1; 2n - 2, etc.) podem ser produzidas nessa etapa, são 

extremamente instáveis e continuam perdendo cromossomos ao acaso, até que o 

estágio haplóide seja finalmente atingido. Se o crossing-over mitótico ocorrer 

antes da haploidização, haplóides recombinantes serão obtidos (Kafer, 1958; 

Pontecorvo e Kafer, 1958). A seleção dos segregantes haplóides, em detrimento 

dos aneuplóides, foi realizada por meio de testes de instabilidade mitótica em 

placas de MC + benomyl (0,5 µg/mL). Os segregantes que se apresentaram 

instáveis, em presença de benomyl, foram descartados da amostra (Franzoni et 

al., 1997). Conídios de cada setor haplóide foram finalmente transferidos 

individualmente para 25 posições definidas (modelo 5x5) em placas de MC. Após 

48 horas de incubação a 37ºC, as colônias foram reaplicadas para meios 

seletivos apropriados para determinação do fenótipo dos segregantes haplóides 

(Figura 7). Os meios seletivos foram preparados suplementando-se o MM com os 
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nutrientes requeridos pelas linhagens UT448 e A757, omitindo-se um dos 

nutrientes, em cada tipo de meio.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. Seleção dos Segregantes Haplóides. 

Conídios Linhagem 2n (UT448//A757)
inoculadas MM (controle)+MM (tratamento) Isolamento e purificação MM (D1 a D6)

Haploidização mitótica
MC + Benomyl 

Conídios dos setores haplóides 
inoculados em MC 

Análise fenotípica em 

MM suplementado 

Incubadas por 5 dias a 37oC  

D4 

Teste de Instabilidade mitótica
MC + Benomyl 
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3.6 Determinação dos Índices de Homozigotização 
 
 O crossing-over mitótico induz à homozigotização de genes presentes, 

originalmente em heterozigose. Dessa forma, se o tratamento do diplóide 

UT448//A757 com sulfeto de sulindaco induzir o crossing-over mitótico somente 

diplóides prototróficos heterozigotos (+/- ou -/+) ou homozigotos (+/+) serão 

obtidos, uma vez que os diplóides auxotróficos (-/-) não se desenvolvem em MM. 

Conseqüentemente, o Índice de Homozigotização (HI), para um determinado 

marcador nutricional, será igual ou superior ao valor 2,0. Valores de HIs inferiores 

a 2,0 indicam ausência de crossing-over para um dado gene. Por outro lado, HIs 

> 2,0 indicam a ocorrência de mais de um evento de recombinação, envolvendo 

um determinado marcador (Figura 8). Os valores de HI foram calculados por meio 

da fórmula: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Os HIs obtidos em presença e em ausência do agente antinflamatório, e 

em presença de DMSO, foram comparados utilizando-se o teste do Chi-

Quadrado, com a correção de Yates para p < 0,05. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
            Nº de segregantes prototróficos 
HI =  
            Nº de segregantes auxotróficos 
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Figura 8. Origem dos diplóides heterozigotos (-/+ e +/-) e homozigoto (+/+) 

resultantes do crossing-over mitótico entre o gene paba e o centrômero. 

*Diplóides homozigotos (-/-) não são selecionados em MM. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

 
 O crescimento micelial do diplóide UT448//A757 apresentou-se 

significativamente reduzido apenas em presença da maior concentração de 

sulfeto de sulindaco (350 µM), quando comparado com o controle (crescimento 

em ausência do antinflamatório) (Figura 9). Nos testes de recombinagênese, 

entretanto, ambas as concentrações de sulfeto de sulindaco mostraram-se 

capazes de induzir o crossing-over mitótico. 
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Figura 9. Crescimento micelial do diplóide UT448//A757 em MM (controle), MM + 

175 µM de sulfeto de sulindaco, MM + 350 µM de sulfeto de sulindaco e MM + 10 

µL de DMSO. 

 

 O potencial genotóxico do sulfeto de sulindaco, bem como do solvente 

DMSO foram avaliados por meio da determinação dos valores de HI para os 

seguintes marcadores nutricionais: riboA1, pabaA124, biA1, methA17 e pyroA4. 

Esse índice permite a detecção da homozigotização de qualquer marcador 

nutricional previamente presente em heterozigose em linhagens diplóides de A. 

nidulans (Pires e Zucchi, 1994). A metodologia para a obtenção do HI não 
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permite o isolamento de diplóides auxotróficos (-/-), pois esses não são 

selecionados em MM. É possível, porém, obter-se diplóides homozigotos 

recessivos para os marcadores de coloração de conídios (y e w). 

 Os diplóides DS1 a DS3 foram obtidos após tratamento da linhagem 

UT448//A757 com 10 µL de DMSO. Após isolamento e purificação, DS1 a DS3 

foram submetidos ao processo de haploidização, e posteriormente ao teste de 

recombinagênese. Os valores de HI obtidos para os marcadores paba, bi e meth 

não foram significativamente diferentes dos valores do controle, demonstrando 

que o DMSO, na concentração utilizada, não apresenta genotoxicidade (Quadro 

2). 

 

Quadro 2. Índices de Homozigotização obtidos para os marcadores nutricionais 

dos diplóides DS1 a DS3, derivados do diplóide UT448//A757, após tratamento 

com 10 µL de DMSO 

 

Marcadoresa Controleb DS1 DS2 DS3 

 NSc HId NS HI NS HI NS HI 

paba+ 37 1,15 50 1,31 49 1,36 42 1,16 

paba- 32  38  36  36  

bi+ 40 1,37 55 1,66 48 1,33 46 1,43 

bi- 29  33  36  32  

meth+ 38 1,22 56 1,75 50 1,42 47 1,51 

meth- 31  32  35  31  

apaba = ácido p-aminobenzóico; bi = biotina; meth = metionina. bDiplóide não-tratado com DMSO. 
cNúmero de segregantes analisados. dÍndice de homozigotização. 
 

 O tratamento do diplóide UT448//A757 com ambas as concentrações de 

sulfeto de sulindaco permitiu o isolamento de seis diplóides prototróficos (D1 a 

D6), que se apresentaram morfologicamente distintos do diplóide original, com a 

produção de conídios verdes e amarelos (Figura 10). Os diplóides D1 a D6 foram 

purificados em MM e transferidos para placas de Petri contendo MC + benomyl 

para obtenção dos segregantes mitóticos haplóides (Figura 11). Os segregantes 

estáveis foram, posteriormente, inoculados em posições definidas (Figura 12 ) de 
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placas de Petri contendo MC, a partir das quais, os segregantes foram 

transferidos para meios seletivos apropriados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Origem dos diplóides D1 (A) e D4 (B), de A. nidulans obtidos

após tratamento da linhagem UT448//A757 com 175 µM e 350 µM, de

sulfeto de sulindaco, respectivamente. As setas indicam os diplóides

D1 (verde) e D4 (amarelo). 

 A 

B 
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Figura 11. Instabilidade mitótica dos Diplóides D1 (A), D2 (B) e D4 (C) em placas 

de Petri contendo MC + benomyl, após cinco dias de incubação a 37ºC. As setas 

indicam a origem dos segregantes mitóticos. 

A

B
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Figura 12. Segregantes haplóides mitóticos que ocupam posições definidas em 

placa de Petri contendo MC. 

 

 Os segregantes mitóticos derivados dos diplóides D1 e D3, obtidos com 

175 µM de sulfeto de sulindaco, exibiram HIs > 2,0 e significativamente diferentes 

dos HIs obtidos pelo controle (diplóide original, UT448//A757). Por outro lado, os 

valores de HI obtidos para os segregantes mitóticos do diplóide D2 não 

apresentaram valores superiores a 2,0, indicando ausência de crossing-over 

mitótico em seu genoma (Quadro 3). 

 Índices de Homozigotização maiores do que 2,0 e significativamente 

diferentes dos valores do controle foram também obtidos para os diplóides 

derivados da linhagem UT448//A757, após tratamento com 350 µM de sulfeto de 

sulindaco (D4 a D6). Analisando, em conjunto, os diplóides D4 a D6, observa-se 

que todos os marcadores nutricionais estudados apresentaram HIs > 2,0 (Quadro 

3). O diplóide D4 mostrou-se homozigoto para o gene paba e produziu conídios 

amarelos. Já, o diplóide D6, mostrou-se heterozigoto para os marcadores 

nutricionais, porém homozigoto para o marcador y de coloração de conídios 

(Quadro 3, Figura 13). 
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Quadro 3. Índices de Homozigotização (HI) obtidos para os marcadores da linhagem diplóide UT448 // A757 após tratamento com 

175 µM (D1-D3) e 350 µM (D4 -D6) de sulfeto de sulindaco 

 

Marcadoresa 
  Controleb          D1        D2         D3         D4 D5           D6 

 NSc HI NS HI NS HI NS HI NS HI NS HI NS HI 

ribo+ 33 1.2 50 1.7 37  1.2 41 1.8 30 0.8 50 7.1* 30 1.0 

ribo 27  29  30  23  36  07  29  

paba+ 34 1.3 50 1.7 36 1.2 41 1.8 66 nd  50 7.1* 32 1.2 

paba 26  29  31  23  0  07  27  

Bi+ 33 1.2 54 2.2* 44 1.9 50 3.6* 57 6.3* 50 7.1* 40 2.1 

Bi 27  25  23  14  09  07  19  

Meth+ 33 1.2 71 8.9* 61 nd 58 nd 66 nd 56 nd 51 6.4* 

meth 37  08  06  06  0  01  08  

Pyro+ 31 1.1 49 1.6 39 1.4 41 1.8 38 1.35 32 1.3 42 2.5* 

pyro 29  30  28  23  28   25  17  

a ribo = riboflavina; paba = ácido p-aminobenzoico; bi = biotina; meth = metionina e piro = piridoxina. bDiplóide não-tratado com 
sulfeto de sulindaco. cNúmero de segregantes analisados. *Significativamente diferente do controle (p < 0.05), nd: não-determinado. 
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Figura 13. Diplóides D4 (A) e D6 (B) obtidos após tratamento da linhagem 

UT448//A757 com 350 µM de Sulfeto de Sulindaco. 

 

 

 Em células humanas de carcinoma cervical e de câncer de cólon, o 

sulindaco em sua forma ativa, sulfeto de sulindaco inibiu a proliferação celular e 

induziu apoptose (Babbar et al., 2003; Rice et al., 2003). Esses resultados 

sugerem que o efeito citotóxico da concentração de 350 µM de sulfeto de 

sulindaco, observado durante o crescimento micelial da linhagem diplóide de A. 

A

B 
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nidulans, (Figura 9), pode estar relacionado com alterações no ciclo celular ou 

morte celular. 

 Bergen e Morris (1983) descreveram a cinética de divisão nuclear em A. 

nidulans in vitro, e estabeleceram que o ciclo celular ocorre durante a germinação 

do conídio, com duração em torno de 75-120 minutos, dependendo das 

condições de cultivo. Na temperatura de 37ºC, a duração da fase M é em torno 

de cinco minutos, G2 tem a duração em torno de 30 minutos, a fase S, 25 

minutos e G1, tem duração em torno de quinze minutos. 

 A genotoxicidade do sulfeto de sulindaco foi avaliada nesse estudo pela 

sua capacidade de induzir homozigose durante a propagação mitótica da 

linhagem UT448//A757. Os resultados obtidos demonstram que tanto a 

concentração citotóxica (350 µM) quanto a não-citotóxica (175 µM) do agente 

antinflamatório induziram aumentos significativos nos valores de HI, em 

comparação com os valores de HI, obtidos em ausência da droga (controle). O 

DMSO, utilizado para a solubilização do sulfeto de sulindaco, não apresentou 

genotoxicidade (Quadro 2). 

 Os diplóides D1 e D3, derivados da linhagem UT448//A757, após 

tratamento com 175 µM de sulfeto de sulindaco, originaram valores de HI maiores 

do que 2,0 para os genes biA1 e methA17. Esses resultados demonstram a 

ocorrência de recombinação mitótica nos cromossomos I e II da linhagem diplóide 

original. Não foi possível calcular os valores de HI para o gene methA17, entre os 

segregantes mitóticos dos diplóides D2 e D3, uma vez que os segregantes de 

fenótipo meth pertenciam à classe paternal w+, meth (Quadro 3, Figura 14). 

Inversamente, todos os segregantes de fenótipo meth, obtidos após a 

Haploidização do diplóide D1, foram caracterizados como recombinantes w, meth 

(Quadro 3). 

 Os diplóides, obtidos com 350 µM de sulfeto de sulindaco, D4 a D6, 

apresentaram valores de HI superiores a 2,0 e significativamente diferentes dos 

respectivos valores do controle, para os genes riboA1, pabaA124, biA1, methA17 

e pyroA4 (Quadro 3). A ausência e o reduzido número de segregantes de 

fenótipo meth, derivados dos diplóides D4 e D5, respectivamente, podem ser 

justificados pelo elevado número de segregantes com conídios brancos (w), 

isolados após a haploidização. Na linhagem original, UT448, o gene w encontra-

se intimamente ligado ao gene meth+, conseqüentemente, a maioria dos 
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segregantes w (conídios brancos) apresenta também o fenótipo meth+. De 

maneira análoga ao que ocorreu nas análises dos diplóides D2 e D3, o 

segregante meth derivado do diplóide D5 após o processo de haploidização, não 

apresentou fenótipo recombinante, mas paternal, e em função disto, o valor do HI 

para esse marcador não foi determinado (Quadro 3). 

 Embora o tratamento da linhagem original UT448//A757 com sulfeto de 

sulindaco, em MM, não permita o isolamento de diplóides auxotróficos, ou seja, 

homozigotos recessivos para os marcadores nutricionais, foram obtidos dois 

diplóides homozigotos para o gene recessivo y, de coloração de conídios. O 

tratamento do diplóide original UT448//A757 com 350 µM de sulfeto de sulindaco 

permitiu o isolamento dos diplóides D4 e D6, ambos recombinantes e 

homozigotos y // y. As análises fenotípicas desses diplóides evidenciaram que D4 

é recombinante para o intervalo centrômero-paba e D6, para o intervalo paba-y, 

ambos localizados no cromossomo I. As segregações dos marcadores do 

cromossomo I (ribo, paba, e bi) entre os segregantes mitóticos da linhagem D6, 

indicam que tais genes encontram-se em heterozigose no genoma de D6 (ribo 

paba bi // ribo+ paba+ bi+). Por outro lado, a ausência de segregantes paba entre 

os haplóides derivados do diplóide D4, sugere que esse marcador encontra-se 

em homozigose no genoma de D4 (ribo paba+ bi // ribo+ paba+ bi+) (Quadro 3, 

Figura 13). 

 Os resultados mostrados, no Quadro 3, demonstram que o sulfeto de 

sulindaco é um indutor efetivo do crossing-over mitótico em A. nidulans. O 

potencial recombinagênico desse agente antinflamatório pode resultar de um 

efeito direto sobre o DNA, induzindo quebras nas cadeias nucleotídicas, ou de 

alterações no ciclo celular. 

 A carcinogênese é um processo que resulta de múltiplas alterações 

genéticas e epigenéticas, as quais ocorrem de maneira progressiva e em 

resposta aos efeitos tóxicos de agentes endógenos e ambientais. A doença 

desenvolve-se a partir de uma única mutação oncogênica, em um proto-

oncogene ou em um gene supressor de tumor, e esse evento primário é 

denominado de iniciação. A expansão clonal das células iniciadas é necessária 

para a fixação da primeira mutação e para a promoção do tumor, aumentando a 

probabilidade de ocorrerem alterações adicionais em genes decisivos, envolvidos 

na progressão do tumor (Marks et al., 2000). 
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 Embora uma célula portadora de um gene supressor de tumor mutante 

(m) possa apresentar-se fenotipicamente normal, em virtude da presença do alelo 

funcional (m+), a perda da condição de heterozigosidade pode desencadear o 

processo carcinogênico. De fato, um rearranjo cromossômico que envolve o locus 

afetado pode resultar em homozigose (m/m) ou hemizigose (m/0), com a 

subseqüente expressão do caráter maligno recessivo (Lasko et al., 1991). Células 

homozigotas (m/m) poderão originar pela troca de segmentos entre cromátides 

homólogas, no estágio G2 do ciclo celular, seguida pela segregação das 

cromátides recombinantes para pólos mitóticos opostos. Como uma 

conseqüência, os genes distais ao ponto de permuta tornam-se homozigotos 

(Zimmermann et al., 1966; Zimmermann, 1971; Kinsella e Radman, 1978; 

Beumer et al., 1998). O crossing-over mitótico apresenta, portanto, a importante 

função de permitir a expressão de mutações deletérias ou oncogênicas em 

células heterozigotas iniciadas. No retinoblastoma humano, a perda da 

heterozigosidade consiste num importante mecanismo capaz de desencadear o 

processo de transformação de uma célula normal em uma célula cancerígena 

(Figura 4) (Cavenee et al., 1991; Hagstrom e Dryja, 1999). 

 Considerando-se, portanto, que o crossing-over mitótico ocorre numa 

etapa anterior à divisão celular, o período G2, é possível que substâncias como o 

sulindaco, que promovem alterações na fase S do ciclo celular e quebras 

cromossômicas, possam atuar como indutoras da recombinação mitótica. Esse 

processo pode originar células recombinantes, desencadeando a tumorogênese. 

Os resultados dessa pesquisa demonstram que o antinflamatório sulfeto de 

sulindaco pode ser caracterizado como um promotor secundário de neoplasias 

em células diplóides. O potencial carcinogênico desse agente antinflamatório 

pode ser conduzido pela perda da heterozigosidade induzida pelo crossing-over 

mitótico. 
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Figura 14. Segregantes mitóticos w+ meth (1) e w meth+ (2) dos diplóides D2 e 

D3 crescendo em presença (A) e em ausência de metionina (B); P1 e P2 

representam as linhagens paternais UT448 e A757, respectivamente. 
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5. CONCLUSÕES 

 

 

 O antinflamatório não-esteroidal sulfeto de sulindaco induz crossing-over 

mitótico em células diplóides de A. nidullans. 

 

 O potencial carcinogênico do sulfeto de sulindaco pode ser conduzido por 

meio da perda da heterozigosidade, resultante de seu efeito recombinagênico. 

 

 Considerando-se o potencial recombinagênico do sulfeto de sulindaco, 

esse medicamento deve ser utilizado com cautela quando prescrito para o 

tratamento de doenças inflamatórias. 

 

 Pacientes portadores de neoplasias e tratados com sulfeto sulindaco 

devem ser periodicamente avaliados, quanto ao desenvolvimento de 

malignidades secundárias, por causa do potencial recombinagênico do referido 

antinflamatório.  
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7. APÊNDICE 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Esquema  do cromossomo I de A. nidulans  e  seus respectivos  loci. I-

L, genes  localizados  no braço esquerdo do cromossomo I; I-R, genes localizados 

no braço  direito do cromossomo I.  Adaptado de: 

http://www.gla.ac.uk/Acad/IBLS/molgen/Aspergillus/maps.html. 
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Figura 16. Esquema do cromossomo II de A. nidulans e seus respectivos loci. II-L, 

genes localizados no braço esquerdo do cromossomo II; II-R, genes localizados 

no braço direito do cromossomo II. Adaptado de: 

http://www.gla.ac.uk/Acad/IBLS/molgen/Aspergillus/maps.html. 
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Figura 17. Esquema do cromossomo III de A. nidulans e seus respectivos loci. III-

L, genes localizados no braço esquerdo do cromossomo III; III-R, genes 

localizados no braço direito do cromossomo III. Extraído de: 

http://www.gla.ac.uk/Acad/IBLS/molgen/Aspergillus/maps.html. 
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Figura 18. Esquema dos cromossomos IV e V de A. nidulans e seus respectivos 

loci. IV-L, genes localizados no braço esquerdo do cromossomo IV; IV-R, genes 

localizados no braço direito do cromossomo IV, V-L, genes localizados no braço 

esquerdo do cromossomo V, V-R, genes localizados no braço direito do 

cromossomo V. Adaptado de: http://www.gla.ac.uk/Acad/IBLS/molgen/Aspergillus/ 

maps.html. 
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Figura 19. Esquema do cromossomo VI de A. nidulans com seus respectivos loci. 

VI-L, genes localizados no braço esquerdo do cromossomo VI; VI-R, genes 

localizados no braço direito do cromossomo VI . Extraído de: 

http://www.gla.ac.uk/Acad/IBLS/molgen/Aspergillus/maps.html. 

 

 

 

 

 

 



 

 43

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Esquema do cromossomo e VII de A. nidulans com seus respectivos 

loci. VII-L, genes localizados no braço esquerdo do cromossomo VII, VII-R, genes 

localizados no braço direito do cromossomo VII. Extraído de: 

http://www.gla.ac.uk/Acad/IBLS/molgen/Aspergillus/maps.html. 
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Figura 21. Esquema do cromossomo VIII de A. nidulans e seus respectivos loci, 

VIII-L, genes localizados no braço esquerdo do cromossomo VIII; VIII-R, genes 

localizados no braço direito do cromossomo VIII. Extraído de: 

http://www.gla.ac.uk/Acad/IBLS/molgen/Aspergillus/maps.html. 
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