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Resumo

Os cogumelos para além do seu valor gastronémico e nutricional sdo uma fonte de compostos
com atividades biofuncionais reconhecidas desde ha cerca de 5000 anos e confirmadas com
testes in vitro e ensaios in vivo nas Ultimas duas geracGes. Entre essas actividades bioldgicas
destaca-se a atividade antitumoral e imunoestimulante cuja pesquisa se intensificou desde 0s

anos 90.

Estudos prévios demonstraram a existéncia de biopolimeros, extraidos com agua quente, de
um extrato de Boletus edulis com atividade anticancerigena, onde se destacava a
fracdo,extraida, denominada BE3. O objetivo deste trabalho foi determinar a natureza quimica
desta fracdo com elevado potencial anticancerigeno. Foi, também, objetivo desta pesquisa,
verificar se outros cogumelos do mesmo género continham este biocomposto e em caso
afirmativo testar o seu potencial anticancerigeno. Para tal utilizou-se como matéria-prima a
pelicula dos carpdforos dos cogumelos Boletus edulis e Boletus pinophillus. Os biopolimeros
foram obtidos por tratamento do material com etanol a 80%, a quente, de forma a obter o
residuo insoltvel em éalcool (AIR). O AIR foi fervido em agua, concentrado e dializado
(MWocut 12-14 kDa). A fraccdo BE3 e também a correspondente fracdo para Boletus
pinophilus (BP3) foram isoladas por cromatografia de troca anidénica com eluicdo do material
retido com solugdo aquosa de NaCl de 0,25 a 0,5M.

Efetuou-se também a pesquisa de eumelaninas sollveis nos extratos de Boletus edulis e
Boletus pinophilus, nas fracbes BE3 e BP3, ndo tendo sido detetadas quantidades
significativas deste biopolimero. Para tal foi foi extraida a melanina da tinta de Sepia
officinalis sofrendo clivagem oxidativa e identificados, de seguida, os monomeros, em
HPLC.Para verificar a validade do método de clivagem oxidativa, em meio alcalino, da
eumelanina em mondémeros de PDCA e PTCA, testou-se no sistema cromatografico a
deteccdo e identificacdo de PDCA e PTCA da eumelanina da Sepia officinalis em HPLC. Os
padrdes puros de PDCA e PTCA que foram fornecidos por laboratorio do Japdo foram

testados também no sistema cromatografico.

Fez-se a separacdo dos extratos HWBE e HWBP em diferentes fragbes (1,2,3,4,e5) por
cromatografia de troca anionica com eluicdo com solucdo de NaCl a concentracdes

crescentes.
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Pesquisou-se também o contetdo qualitativo e quantitativo das amostras em
monossacarideos pela analise em HPLC, com prévia hidrolise &cida em: extrato inicial de BE
e BP, HWBE e HWBP e de BE3 e BP3.Procedeu-se também a andlise colorimétrica acido
fenolica de acucares, em espectrofotometria, a 490nm. A andlise quantitativa de acgucares foi
feita, com recurso ao método da analise cromatografica em HPLC,pelo método do padrdo
interno utilizando-se o céalculo de regressdo linear dos minimos quadrados. Todos estes
métodos permitiram chegar ao teor quanto ao contetdo (quantitativo e qualitativo) de
monossacarideos, dos extratos: inicial de BE e BP, de H WBE e HWBP e de BE3 e BP3.
Verificou-se entdo que as fracdes BE3 e BP3, para além de baixo teor de agucares ja
identificados em (Cardoso,2012),continham quantidades significativas de ribose, o0 que
sugeria a presenca de ARN. A pesquisa de ARN foi confirmada no nosso sistema
cromatografico pela detecdo de um pico muito semelhante ao libertado pelo do padrdo puro
de ribose, (e ndo de padrdo de desoxirribose), introduzido no HPLC.O espectro de ultravioleta
visivel obtido para estas fracdes foi um espetro tipico de &cidos nucleicos: absorvancia

méaxima a 260nm em UV-Vis.

O tratamento destas fracbes com DNAse e a andlise por eletroforese em gel de agarose com
coloracdo de brometo de etidio, permitiu a identificacdo de uma banda para cada uma das
amostras BE3 e BP3, inferior a 100 pares de bases, caracteristica e identificativa de acidos

nucleicos.

Também a anterior identificacdo de aclcar maioritario, nos extratos, como sendo a ribose e
ndo a desoxirribose, aliado ao fato do tratamento destas fragdes com transcriptase reversa

permitir a sintese do cDNA, confirmou a natureza de ARN nas amostras dos Boletus.

No entanto na analise da atividade anticancerigena, avaliada pela inibicdo da proliferacéo
celular HT29,a fracdo BP3 ndo apresentou uma atividade significativa no teste BRdU,
contrariamente a fracdo isolada de Boletus edulis (BE3) e a de Boletus spretus (BS4) que
registaram valores de eficacia da ordem dos 90% e 85%. Este facto sugere que para a
atividade bioldgica do ARN destes Boletus, a composi¢do e/ou a conformacéo da biomolécula

serdo determinantes para a sua atividade anticancerigena.

Palavras-chave: cogumelos, Boletus, acdo anticancerigena, biomoléculas,glicidos,

melaninas, acidos nucleicos,ribose,ARN.

viii



Abstract

Beyond their culinary and nutritional values, mushrooms are also a source of compounds with
biofunctional activities, recognized for nearly 5000 years and confirmed by in vitro and in
vivo tests during the last two generations. Among these biological activities we highlight the
antitumor and immunostimulatory activities whose research has been intensified since the
1990s.

Previous studies have demonstrated the existence of biopolymers, extracted with hot water
from a Boletus edulis extract, with anticancer activity, among which we highlight the
extracted fraction called BE3. The objective of this study was to determine the chemical
nature of this fraction with high anticancer potential. This study also aimed to verify if this
same biocompound can also be found in other mushrooms and, if so, to test its anticancer
potential. For this purpose we used as raw material the film fruiting bodies of Boletus edulis
and Boletus pinophillus mushrooms. The biopolymers were obtained by treating the material
with 80% ethanol, at hot, to obtain the alcohol insoluble residue (AIR). The AIR was boiled
in water, dialyzed and concentrated (MWcut 12-14 kDa). The fraction BE3 and also the
fraction corresponding to Boletus pinophilus (BP3) were isolated by anion exchange

chromatography with elution of the material retained with NaCl 25-0,5 M solution.

The search for soluble eumelanins in Boletus edulis and Boletus pinophilus extracts, in BE3
and BP3 fractions, was also carried out, but no significant amounts of this biopolymer were
found. To perform this research, the melanin was extracted from the ink of Sepia officinalis
undergoing oxidative cleavage and then the monomers were identified by HPLC analysis. To
verify the validity of the oxidative cleavage method, in an alkaline medium, for the eumelanin
monomer PDCA and PTCA, we tested in the chromatographic system the detection and
identification of eumelanin PTCA and PDCA Sepia officinalis by HPLC. The pure PDCA and
PTCA standards that were provided by Japanese laboratories were also tested in the

chromatographic system.

The separation of the HWBE and HWBP extracts into different fractions (1, 2, 3, 4 e5) by
anion exchange chromatography with elution with NaCl solution at increasing concentrations,
has also been done.
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It is also researched the qualitative and quantitative content of samples into monosaccharides

by HPLC analysis, with prior acid hydrolysis: the initial extract BE and BP, and HWBE
HWBP and BE3 and BP3. The phenolic acids colorimetric analysis of sugars, in
spectrophotometry at 490nm, has also been performed. The quantitative analysis of sugars
was made, using the method of chromatographic analysis on HPLC, by the internal standard
method using the method of linear regression least squares. All these methods have resulted
on the determination of the monosaccharides content (quantitative and qualitative) in the
extracts: initials BE and BP, HWBE and HWBP and BE3 and BP3. It has been found that the
BE3 and BP3 fractions, as well, has low quantity sugars that have been identified in (Cardoso,
2012), they also contained significant amounts of ribose, suggesting the presence of RNA.
The RNA research was confirmed in our chromatographic system for the detection of a very
similar peak to off by the pure ribose default (not deoxyribose default), introduced in
HPLC.The visible ultraviolet spectrum obtained for these fractions was typical for nucleic
acids: maximum absorbance at 260nm UV-Vis.

The treatment of these fractions with DNase and analysis by agarose gel electrophoresis, with
ethidium bromide staining, led to the identification of a band for each of the samples BE3 and

BP3, less than 100 base pairs, which is characteristic and identifier of nucleic acids.

Also the previous identification of majority sugar in the extracts as ribose (instead of
deoxyribose) together with the fact that the treatment of these fractions with reverse

transcriptase allows cDNA synthesis, attested the RNA nature in the Boletus samples.

However in the analysis of anticancer activity, as assessed by inhibition of HT29 cell
proliferation, the BP3 fraction showed no significant activity in test BrdU, unlike the isolated
fraction Boletus edulis (BE3) and the Boletus spretus (BS4) that registered values of
effectiveness of the order of 90% and 85%. This suggests that for the biological activity of
this RNA Boletus, the composition and / or conformation of the biomolecule will determine

their anticancer activity.

Keywords: mushrooms, Boletus, anticancer action, biomolecules, glicids, melanin, acid

nucleic acid, ribose, RNA.
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Capitulo 1

Introducéo

1.1 A utilizac&o dos cogumelos pelo Homem

A utilizacdo de cogumelos na alimentacdo e na medicina tradicional tem uma longa histéria e
extensa geografia, abrangendo todo o Oriente, certas regides de Africa, bem como os
continentes Europeu e Americano (por exemplo, na gastronomia do periodo do império
romano, ou no uso psicotrépico na civilizacdo Maia). O seu uso acompanha o Homem desde
tempos ancestrais, comprovado por registos fosseis. Um exemplo é a mumia designada por
Otzi, com cerca de 5300 anos, encontrada em 1991 nos Alpes (Capasso, 1998). Entre os
objetos que transportava, encontraram-se porcGes de cogumelo da espécie Piptoporus
betulinus e uma larga porcdo de outro cogumelo da espécie Fomes fomentarius. Estes fungos
eram tradicionalmente utilizados para fazer e transportar fogo e como medicamentos para

cicatrizar feridas ou para fazer cha com objetivo revigorante (Hobbs, 1995).

E também documentado na farmacopeia chinesa o uso de inGimeras espécies de cogumelos na
pratica médica tradicional, sendo utilizados para uma ampla gama de doengas, desde etologias
infeciosas de pele, do sistema digestivo, do aparelho respiratério a doencas degenerativas
(Sullivan, Smith, & Rowan, 2002). Os cogumelos tém sido utilizados, segundo a histéria da
medicina, como promotores do aumento das defesas do organismo dum modo geral (Begell,
2005; Sullivan et al., 2002; S. P. Wasser, 2010).

No Oriente, ha cerca de 3000 anos, houve o reconhecimento escrito de que os cogumelos
traziam beneficios de salde valiosos. Os cogumelos sdo consumidos desde ha muitos séculos,
no oriente, para preservar a juventude, a longevidade, o vigor e a boa saude (Yang, 1998).
Pode-se assim, afirmar que foram atribuidas propriedades curativas ou estimulantes aos
cogumelos desde ha alguns milhares de anos. Com 0 avanc¢o da ciéncia experimental no sec.

XX, e a partir da segunda metade desse século, fizeram-se varios estudos sobre os seus efeitos
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bioldgicos, intensificando-se a pesquisa em hospitais e universidades de certos paises como o
Japdo, os Estados Unidos da Ameérica, o Brasil, a Russia, a China e a Coreia.

Com o aparecimento de pandemias do foro imunitario (como a SIDA nos anos 80), os estudos
sobre a interacdo de biocompostos e 0 sistema imunitario adquiriu um interesse crescente.
Atualmente sdo conhecidos cerca de 200 espécies de fungos basidiomicetas que produzem
compostos bioactivos e presentemente a comunidade cientifica tenta responder a questdes
sobre a estrutura quimica, a ligacdo com a atividade anti-tumoral, formas possiveis de
modificacdo quimica, o uso clinico antitumoral ou imunoestimulante destes biocompostos,

bem como os mecanismos da accéo celular (S. P. Wasser, 2010).

Um dos cogumelos mais conhecidos e estudado desde sempre pelas propriedades medicinais é
a espécie Ganoderma lucidum da familia Ganodermataceae (Fig. 1), vulgarmente conhecido
como “cogumelo da imortalidade”, também chamado Lingzhi em chinés, Reishi em japonés e
Yeongji em coreano. Tem sido tradicionalmente administrado em toda a Asia como agente
revigorante e terapéutico (Wasser e Weis, 1999) e é citado em varios documentos que fazem

parte da historia da medicina oriental (Yang, 1998).

AR SRR Figura 2: Férmula de estrutura do &cido
Figura 1: Ganoderma lucidum um dos cogumelos ganodérico, extraido de Ganoderma.
medicinais mais conhecido (Dominguez, 2008). lucidum ,com propriedades terapéuticas.
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Na China foram compilados os efeitos benéficos, de varias espécies de cogumelos no "Shen
Nong Ben Cao Jing". Traduzido em “The Divine Farmer's Classic Medica Materia”, uma
espécie de compilacdo de tradicGes orais médicas, escrita durante a dinasdtia Han, entre 206
a.C e 220 d.C., com origem no herbalista chinés Shen Nong que se estima tenha vivido ha
cerca de 5000 anos. Demonstra-se ai 0 conhecimento e a utilizacdo milenar de Lingzhi ou
Reishi, ao descrever alguns dos seus efeitos: “Afecta positivamente o “Qi “do coragdo,
reparando a zona peitoral e beneficiando aqueles que tém um peito congestionado. Tomado
ao longo de um grande periodo de tempo mantém a agilidade do corpo, e 0s anos sao

prolongados” (Yang, 1998).

Os fungos do género Ganoderma s&o dos mais apreciados no Oriente para efeitos medicinais,
desde ha alguns milhares de anos, mas hoje em dia é confirmado cientificamente que fungos
deste género tém efeito anticancerigeno por si s6 ou em combinacdo com os tratamentos
convencionais do cancro como a quimioterapia e a radioterapia (Pillai, Nair, & Janardhanan,
2010). O uso de Ganoderma e de outros cogumelos como complemento nutricional e
complemento terapéutico é assim muito grande (Fig. 2). Trata-se de uma heranca do avancado

conhecimento e sabedoria do Oriente com cerca de 5000 anos.

1.1.1 Investigacao sobre os efeitos terapéuticos de biocompostos de cogumelos nos
séculos XX e XXI.

A extracdo, purificacdo e aplicacdo dos extratos de cogumelos como agentes terapéuticos séo
feitas, em grandes numeros de casos, a partir de fungos basidiomicetas que apresentam
polissacarideos biologicamente ativos, podendo ser extraidos dos corpos de frutificacdo, do

micélio cultivado ou da solugédo do meio de cultura.

O conhecimento ancestral sobre cogumelos e a pesquisa atual sobre as propriedades
estimulantes do sistema imunitario bem como o seu papel de coadjuvante terapéutico,
incentivaram a pesquisa bioguimica dos seus compostos nas Ultimas quatro décadas de modo
significativo. A descoberta da estrutura quimica de alguns biocompostos e a sua identificacao
como sendo polissacarideos com propriedades antitumorais e imunoestimulantes trouxe
melhorias significativas em muitos doentes, consolidando os processos de convalescenca.
Véarios compostos extraidos dos cogumelos, concretamente os polissacarideos, conseguiram

passar as fases I, Il e 11l dos testes clinicos, no Ocidente, sendo ja amplamente utilizados ha
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muitos anos, com sucesso, na Asia, em contexto hospitalar no tratamento de varias
degenerescéncias incluindo as cancerigenas e as do foro imunitario (H.-M. Chang & But,
1993; Sullivan et al., 2002; Pereira, 2011). Concretamente, a pesquisa sobre a composicao
quimica dos compostos anticancerigenos e imunomodeladores dos cogumelos intensificou-se
de modo experimental desde ha cerca de cinco décadas (Borchers, Krishnamurthy, Keen,
Meyers, & Gershwin, 2008).

Desde 1981, mais de 100 trabalhos foram publicados acerca do isolamento de
componentes quimicos do fungo Ganoderma lucidum e das suas atividades biologicas. Os
efeitos farmacoldgicos e bioquimicos de Ganoderma lucidum incluem accdo anti-
inflamatoria, efeito hipoglicémico, inibicdo da agregacdo trombdtica, restauracdo da funcéo
hepéatica, acdo anti-hipertensiva, tratamento de miotonia e da distrofia muscular, efeito
antitumoral, estimulador do sistema nervoso central e imunomodulador. Os extratos
alcodlicos do fungo Ganoderma lucidum apresentam também efeitos de protecdo contra
danos no figado provocados por excesso de quimicos (Cai et al., 2010)

Em estudos,“invitro”, dos efeitos do extrato etandlico de Ganoderma lucidum, sobre o
crescimento de carcinoma gastrico humano (linha celular AGS), observou-se a diminuicdo da
viabilidade dessas células. Os autores relataram a inibi¢do da invasdo tumoral e de metéstases
pelo &cido ganodérico T, um triterpendide de lanostano (N.-H. Chen & Zhong, 2011).
Também um glicopéptido nativo de Ganoderma lucidum LZ-D-4, e seu derivado sulfatado,
LZ-D-9, inibiram o crescimento de células tumorais da leucemia linfocitica (L1210) de

ratinho, em testes in vitro (Ye et al., 2009).

Durante seculos a justificagdo para a utilizacdo medicinal dos cogumelos foi de natureza
empirica, sem que nada se soubesse sobre a composi¢cdo e funcdo bioquimica dos seus
extratos (DaSilva, 2005; Yang, 1998). No entanto, nas ultimas quatro décadas, esta utilizacdo

vem sendo apoiada cientificamente, com varios estudos laboratoriais e ensaios clinicos.

A titulo demonstrativo citam-se trabalhos sobre os efeitos medicinais antidegenerativos dos
cogumelos, da primeira década do séc. XXI, em trabalhos de diversos autores (Cardoso, 2011;
J. Cui & Chisti, 2003; Denisova, 2010; Ebina & Fujimiya, 1998; Ebrahimzadeh, Nabauvi,
Nabavi, & Eslami, 2010; Fantuzzi et al., 2010; Shosuke Ito & Wakamatsu, 2007; Jander-
Shagug & Masaphy, 2010; Lai, Abidin, Abdullah, & Sabaratnam, 2010; Lorenzen & Anke,
1998; T Mizuno, 1996; Takashi Mizuno, 1999; Ooi & Liu, 1999; Patel & Goyal, 2012; Radic
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et al., 2010; Reshetnikov & Tan, 2001, 2001; Saritha & Pandey, 2010; A. C. Silva & Jorge,
2011; Singh, Bhari, & Kaur, 2010; Tomomatsu, 1994; S. P. Wasser & Weis, 1999, 1999; S.
Wasser, 2002; Zaidman, Yassin, Mahajna, & Wasser, 2005; Zeise, Murr, & Chedekel, 1992;
M. Zhang, Cui, Cheung, & Wang, 2007).

1.1.2 Efeitos dos compostos bioativos de cogumelos

Ficou comprovado com inumeros testes e ensaios clinicos, sobretudo nos ultimos quinze anos,
qgue os extratos de muitos cogumelos funcionam como biocompostos terapéuticos com
diversas funcdes. Salienta-se a acdo antioxidante, antivirica e anticancerigena, de extratos e de
cogumelos inteiros (D. D. D. Silva et al., 2012).Destacam-se ainda as funcbes antibioticas,
anti-inflamatorias, antitumorais e imunomoduladoras confirmadas em alguns estudos recentes
(Begell, 2005; DaSilva, 2005; Patel e Goyal, 2012). Porém, os efeitos que tém suscitado mais
interesse, recentemente, sdo o anticancerigeno e o estimulador do sistema imunitario. Hoje
existe uma maior compreenséo dos efeitos especificos e generalizados a nivel dos individuos
e das populages afetadas por patologias em que se verifica estreita relacdo entre a diminuicao
das fungdes do sistema imunitario e o desenvolvimento de degenerescéncias celulares. Por
outro lado, reconheceu-se, nas Gltimas quatro décadas, a funcdo imunoestimuladora dos
biocompostos de muito cogumelos em ratinhos de laboratério e no Homem.(Patel e Goyal,
2012). Estimulando entdo o sistema imunitario e melhorando o prognéstico de doencas
cronicas degenerativas, 0s cogumelos sdo vistos, pela farmacopeia ocidental, como
promissoras fontes de farmacos para patologias resultantes da sociedade global do sec. XXI
(Patel & Goyal, 2012; Sullivan et al., 2002; S. P. Wasser, 2011).

Cada espécie de cogumelo apresenta uma composi¢do quimica e molecular especifica, que
tém vindo a ser identificadas por numerosos estudos bioquimicos, 0 que 0s torna Unicos e
simultaneamente coadjuvantes em terapias convencionais direcionadas, sendo também

eficazes na manutencgéo da vitalidade (Stamets, 2005).

Os efeitos bioativos dos cogumelos sdo atribuidos concretamente a espécies como Agaricus
brasiliensis, Cordyceps sinensis, Flammulina velutipes, Fomes fomentarius, Ganoderma
applanatum, G. lucidum, G. oregonense, Grifola frondosa (Maitake), Hericium erinaceus,
Inonotus obliquus (Chaga), Lentinula edodes (Shiitake), Phellinus linteus, Piptoporus

betulinus, Pleurotus ostreatus, Polyporus sulphureus e Polyporus umbelatus (Stamets, 2005).
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As preparagdes, de cogumelos secos ou em po, usados para infusdes, sdo utilizadas em
contexto clinico em varios paises asiaticos. (Teplyakova et al., 2012). Refere-se o Japdo, a
China, a Coreia, a Rassia como paises utilizadores tradicionais e atuais na pratica medicinal,
utilizando esses biocompostos como elementos terapéuticos e coadjuvantes de outras terapias
de um modo recorrente (DaSilva, 2005; Patel & Goyal, 2012; Sullivan et al., 2002).

Vaérios estudos estdo a decorrer utilizando extratos ou cogumelos inteiros bem como a
ingestdo continua e prolongada na dieta de varias populagdes amostra. Muitos testes invitro,
em animais e no Homem, comprovam a eficacia de extratos cujos compostos Sao
essencialmente polissacarideos. Os efeitos destes sdo efetivos e muito especificos, em
numerosas patologias, desde estados de imunodepressdo, ao descontrolo da expressao génica
celular (Radic et al., 2010).

O crescimento da “industria micoldgica” com fins gastrondmicos, e nas Ultimas décadas com
fins farmacolodgicos, fez com que o levantamento e estudo de espécies existentes fossem

aumentando.

1.1.3 Efeitos sistémicos dos cogumelos

A modelacdo do sistema imunitario tem sido uma caracteristica da medicina holistica chinesa
e é referida como terapia Fu Zheng. Esta no Oriente pode ser considerada equivalente de
imunoterapia no Ocidente. Compostos derivados de certos cogumelos sdo usados
extensivamente no Oriente para aumentar a resisténcia a doencas € mesmo COmMo

medicamentos terapéuticos (Sullivan et al., 2002).

Muitos compostos dos cogumelos ativam a producdo e a acdo de células do sistema
imunitario (macréfagos, monocitos, neutrofilos, células “natural killer”, células dendriticas)
mas também a producdo de mensageiros quimicos como citoquinas (interleucinas, interferdes,
estimuladores de fatores coloniais) que desencadeiam “resposta complementar e respostas de
fase aguda (Patel & Goyal, 2012; Sullivan et al., 2002). Aqueles compostos sdo também
capazes de induzir ou inibir a expressdo de genes de uma variedade de citoquinas

imunomoduladoras e de recetores membranares de citoquinas.

Os efeitos dos compostos destes fungos, ndo deixam de surpreender, quer pela sua eficacia
quer pelo amplo espetro de a¢do. Demonstrativo disto, sdo os efeitos e fungdes benéficos nos
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animais testados, inicialmente em cobaias de laboratdrio e posteriormente confirmados no
Homem. O espetro de a¢do nos organismos € vasto, desde os efeitos ja citados a outros como
0 antiperoxidativo e o da eliminacdo de radicais livres oxidantes. S&o notaveis tambem certos
efeitos mais especificos, recentemente confirmados, como a acao anti-papiloma virus humano
(HPV) (Lai et al., 2010), e na inibicdo do crescimento das células de hepatoma, por inducéo
de apoptose das células cancerigenas (Y. S. Lee et al., 2010).

Foram, também, utilizados extratos de cogumelos como coadjuvantes de quimio e de
radioterapia, reduzindo significativamente os efeitos colaterais agressivos, (enjoos, nauseas,
vomitos, reducdo das defesas naturais do organismo e perda de peso) destas terapias,
funcionando também como imunoprotetores ao incrementar as defesas naturais do organismo
gue sofrem um decréscimo durante aqueles tratamentos. Tudo isto é constatado por
numerosos doentes que recorrem a ingestdo de extratos ou de cogumelos inteiros, como forma
de terapia coadjuvante, mas tem vindo, também, a ser comprovado com ensaios laboratoriais

e testes clinicos, nas ultimas quatro décadas (Patel & Goyal, 2012; S. P. Wasser, 2010).

Curioso também ter-se verificado acdo antitrombolitica e fibrinolitica que foi verificada por

acao enzimatica de compostos de basidiomicetes (Denisova, 2010).

Os compostos bioativos estdo presentes quer nos extratos aquosos, quer no corpo do
cogumelo inteiro, conforme verificado em Agaricus brasiliensis por consumo continuo e
prolongado (Denisova, 2010; S. P. Wasser, 2010).

A quantidade de beneficios que podemos receber de alguns cogumelos medicinais, como
Agaricus brasiliensis, Ganoderma lucidum, Lentinus edodes, Trametes versicolor,
Schizophyllum commune, Grifola frondosa, é consideravel, podendo ter impacto ndo s6 na
salde e economia individual, bem como na economia, por exemplo, de muitos paises
ocidentais do séc. XXI. As suas populacdes, com pirdmides etarias invertidas, vdo sendo
exponencialmente afetadas por doencgas degenerativas e do sistema imunitario que podem ser
combatidas ou mesmo prevenidas com o consumo regular e orientado destes compostos

fangicos bioativos.
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1.1.4 As funcoes dos polissacarideos dos cogumelos

Em resultado da investigagdo efetuada nas ultimas cinco décadas sobre polissacarideos
derivados dos cogumelos verificou-se que estes compostos sdo capazes de modular as
respostas imunitarias em animais, incluindo o Homem, sendo inibidores de certos

crescimentos tumorais (Patel & Goyal, 2012; Sullivan et al., 2002).

Os cogumelos medicinais sdo assim uma fonte muito rica de polissacarideos e de
glicoproteinas.A maioria destes compostos estad presente no filo Basidiomycota (D. D. D.
Silva et al., 2012).

Apo6s 1960, investigadores japoneses iniciaram estudos sistematicos sobre as substancias nos
cogumelos capazes de inibir o crescimento de tumores (Takashi Mizuno, 1999). Aqueles
verificaram que a maioria dos cogumelos com atividade antitumoral apresentavam na sua
composi¢do o B(1 — 3) D-glucano (Fig. 3), polissacarideo que faz aumentar o nimero e a
atividade de celulas do sistema imunitario, como as “natural killer”, linfocitos T e macrofagos
de um modo geral. Os polissacarideos sdo 0s mais conhecidos e até agora as mais potentes
substancias encontradas nos cogumelos com propriedades antitumorais e imunomoduladoras.
(Ooi e Liu, 1999; Reshetnikov e Tan, 2001; Wasser, 2002).

CH,OH CH,OH CH,OH

(a) (b)

Figura 3: Formula de estrutura molecular de  — glucanas: (a)- §(1 — 3) D-glucanas; (b)
- a(1 - 3) D-glucanas (D. D. D. Silva et al., 2012).

O polissacarideo B-glucano é o metabolito mais versatil devido a sua atividade de amplo
espectro biologico. Estes, B-glucanof (1 — 3) (Fig. 3), apresentam uma cadeia de unidades
de glicose, com residuos ligados por ligagdes B-glucano S(1 — 3). As ligacdes-glicosidicas,
apresentam muitas vezes residuos de glicose na cadeia lateral, acompanhados por ligacoes
B(1 - 6) (J. Chen & Seviour, 2007). Atribui-se as suas ligagdes B-glucano a eficacia das
propriedades terapéuticas, e em menor grau aos complexos quimicos de polissacarideos com

proteinas.
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Muitos recetores destes B-glucanos foram encontrados em células do sistema imunitério
(neutrofilos, monocitos, macrofagos, células “natural kiler”, linfocitos B e linfocitos T) dai
“entender-se“ a interagdo daqueles com esse sistema. Por exemplo, os polissacarideos de
cogumelos comestiveis sendo ingeridos com regularidade e por periodo de tempo prolongado,
sdo agora considerados como biocompostos capazes de modular as respostas imunitarias
(Patel & Goyal, 2012; Sullivan et al., 2002).

Um numero limitado de compostos polissacaridicos altamente purificados, derivados de
certos cogumelos medicinais, é utilizado concretamente no Japdo e na China, em contexto
hospitalar. Estes produtos e o seu grau de pureza farmacéutica sdo ai alvo de continua
investigacdo. A falta de obtencdo de pureza e de caracterizagdo quimica destes produtos, até
agora, foram um entrave a utilizacdo deste biorrecurso, quer na producdo farmacéutica quer
como préatica recorrente na medicina do ocidente. Urge, pois, fazer mais pesquisa para

colmatar esta falha.

1.2 Pesquisas recentes, in vitro e in vivo, sobre efeitos bioativos dos cogumelos

Nesta seccdo é apresentada uma sintese de varias espécies de cogumelos com potencial
bioativo e de efeitos anticancerigenos, confirmados com pesquisas cientificas, in vitro e/ou in
vivo, na primeira década do seculo XXI. A sintese apresentada na tabela 1 tem por base uma
revisao da pesquisa cientifica feita na ultima década. Na figura que se segue (Fig. 4) estdo
sinalizadas as principais espécies de cogumelos com potencial anticancerigeno, muitos deles

estudados e testados por cientistas de vérias nacionalidades (Tabela 1).
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Cogumelos com

potencial
anticancerigeno

Albatrellus confluens
Lentinula edodes
Grifola frondosa

Figura 4: Algumas espécies de cogumelos estudadas com potencial anticancerigeno (Patel and Goyal, 2012).
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Tabela 1: Espécies de cogumelos, efeitos anticancerigenos dos seus biocompostos

Espécies de

Efeitos bioativos dos seus biocompostos (in vitro e in vivo)

Referéncias

cogumelos
Agaricus o Propriedades antiproliferativas e pro-apoptdticas, inibindo o crescimento de tumores da prdstata em ratos (Adams, Phung, Wu, Ki, &
bisporus atimicos. Chen, 2008)
o A atividade antioxidante do extrato etandlico, in vitro e in vivo, verificou-se ser devida a compostos fenélicos do  (Liu, Jia, Kan, & Jin,
extrato. 2013)
. Lectinas e protefnas de Agaricus bisporus sio estimulantes para o sistema imunolégico. O extrato de Agaricus (H.-H. Chang, Chien,

bisporus pode prevenir a proliferacdo de celulas do cancro da mama.

Tong, & Sheu, 2007)

o Acido linoleico, conjugado, inibiu o desenvolvimento de linhas celulares de cancro da préstata in vitro e in vivo (Adams etal., 2008)
em ratos.
Agaricus blazei o Induz a apoptose em linha de células leucémicas. (Akiyama et al., 2011)
. Verificaram-se efeitos inibidores em células de leucemia mieldide humana. Revelou-se coadjuvante na (C.-F. Kim, Jiang, Leung,

quimioterapia do cancro; inibe o crescimento de varios tipos de células tumorais.

. Evidenciou-se o papel imunomodulador, anticancerigeno e antimutagénico com base nos estudos da sua acao
sobre a clastotumorogénese induzida pela ciclofosfamida (CP) em camundongos.

O extracto JAB8OE70 mostrou a actividade mais potente como inibidor do crescimento tumoral selectivo, contra a
leucemia humana em linhagens celulares ,in vitro . Os ensaios de fragmentacdo de ADN e a deteccdo de morte celular por
ELISA mostraram que a frac¢do induz a apoptose em células NB-4.

Fung, & Lau, 2009)

(Delmanto et al., 2001)

Antrodia o O extrato dos corpos de frutificagdo Antrodia cinnamomea suprime o podel invasivo da linhagem celular (Y.-L. Hsu et al., 2007)
cinnamomea PLC/PRF/5 de cancro de figado humano através da inibicdo de um fator nuclear.

Antrodia . Verificou-se inibicdo da enzima ciclo-oxigenase-2 e a inducgdo de apoptose em células cancerosas, ndo recetoras (Hseu et al., 2007)
camphorata de estrogénio

. Extratos combinados de A. camphorata com agentes anti-tumorais apresentam efeitos coadjuvantes na terapia do
hepatoma humano,em células cancerosas multirresistentes.

. Efeitos apoptoticos, de uma fracgdo de micélio de A. camphorata isolada por HPLC, em células de carcinoma de
pulméo.

(C.-Y. Chang et al., 2008)

(Chang et al., 2010)
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Espécies de
cogumelos

Efeitos bioativos dos seus biocompostos (in vitro e in vivo)

Referéncias

Calvatia caelata e Atividade antimitogénica, antiproliferativa dum péptido encontrado em C.caelata, em células cancerosas. (Lam, Ng, & Wang, 2001)
Calvatia o Uma proteina -calcaelina- provocou a inativacio das ribossomas na fase da traducdo. Esta atividade (Ng, Lam, & Wang, 2003)
utriformis antimitogénica provoca inviabilidade das células cancerigenas da mama.

. Tem sido demonstrada forte atividade antibidtica do 4cido calvatico e seus andlogos ,extraidos de fungos deste (Coetze e Wyk, 2009)

géneros, da familia Lycoperdaceae, contra a bactéria Helicobacter pylori, implicada no cancro gastrico.
Cordyceps . O polissacarideo cordilan induz maturacio de células dendriticas através de receptores “toll-like” de sinalizagdo.  (H. S. Kim et al., 2010).
militaris e . . . . .

. Extratos de Cordyceps militaris contendo a interleucina-12 e LPS/IFN (IFN /lipopolissacarideo) provocaram

grande inibigdo do crescimento de células necroticas causado pelo 6xido nitrico Estimularam também os macrdfagos.

Estes tiveram simultaneamente efeito anti-proliferativo de linhas de células cancerosas humanas (células da préstata(PC-3)

e de células de hepatoma (HepG2).
Coriolus . Atividade imunoterapéutica e propriedades antitumorais em muitos tipos de cancro. (Chu, Ho, & Chow, 2002)
versicolor

. O crescimento de vérias linhas de células de cancro humano foi acentuadamente inibido em cancro gastrico
ou (7907), cancro de pulmao (SPC), leucemia (MCL) e linfoma (SLY) por extrato bruto a 1 mg / ml, ap6s 72 h de incubagéo.
Trametes o O polissacaropeptido Krestin, € um potencial coadjuvante podendo ser utilizado na prevengdo do cancro de
versicolor, mama.

o Redugdo de LNCaP, responsavel pelo crescimento celular do cancro da prdstata devido a um existente nos ]

extratos etandlicos. (Hsieh e Wu, 2001).

. Polissacarideo de T. versicolor inibiu a proliferacéo de células cancerosas in vivo, € in vitro em linhas celulares de

cancro humano, de hepatoma (QGY). O polissacarideo extraido inibiu a proliferagdo em baixas concentracfes (20 pug /1) e (Standish et al., 2008)

o valor de IC50 foi de 4,25 pg /l. Apoptose e diminuigdo significativa na expressdo dos genes relacionados com o ciclo

celular (p53, Bcl-2, and Fas).

(Cai et al., 2010)

Fomes . Efeito anti-tumoral, in vitro, de exopolissacarideos de cultura submersa (W. Chen, Zhao, Chen, &
fomentarius Li, 2008)

o Efeito anticancerigeno no cancro gastrico, com a utilizacdo de micélio (da sua biomassa) e de polissacarideo (W. Chen, Zhao, & Li,

intracelular. 2011)
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Espécies de

Efeitos bioativos dos seus biocompostos (in vitro e in vivo)

Referéncias

cogumelos
Ganoderma . Atividade antivirica dos extratos no virus do papiloma Humano (HPV). (Lai et al., 2010)
lucidum
Ganoderma . Inibicdo do crescimento de células de cancro do colon retal através da interrupcdo do ciclo celular em G2/M, com  (S.-C. Hsu et al., 2008)
tsugae extratos deste cogumelo.
Grifola . Considerado medicinal por aumentar a vitalidade de um modo geral. (Masuda, Inoue, Miyata,
frondosa . . L . ; . . Mizuno, & Nanba, 2009)
. O B-glucano purificado, a partir deste cogumelo, aumenta a eficacia do agente anticancerigeno cisplatina,
verificando-se um aumento no niimero de células imunocompetentes, como macrofagos, DCs e células “natural killer” em
camundongos tratados com cisplatina.
o Indugdo de apoptose em células de SGC-7901, por um péptido polissacarideo, GFPS1b, do micélio cultivado, (F.-J. Cui et al., 2007)
GF9801. ’
Hericium . Efeito antitumoral e efeito imunomodulador (Wang, Luo, & Liang,
erinaceus 2004)
. . . . (S. P. Kim, Kang, Kim,
o Efeitos anti-tumorais de extractos em ratinhos portadores de tumores. Nam, & Friedman, 2011)
Hericium . O extrato aumenta a apoptose em células de carcinoma hepatocelular humano, induzida por doxorrubicina.. (J. S. Lee & Hong, 2010).
erinaceus
Flammulina . Possui uma proteina imunomodeladora fingica- FIP-E-activadora dos linfécitos T humanos. Verificou-se efeito  (H.-H. Chang, Hsieh, Yeh,
velutipes anti-tumoral, através de administragdo oral, no modelo de hepatoma de Murino. Tu, & Sheu, 2010)
. A partir do extrato aquoso dos carpoforos foi purificada a substancia anti-tumoral, flammulina.
Coprinus . Demonstrados, in vitro, efeitos antiproliferativos de células de cancro da mama, de apoptose e de inibicdo na (Gu & Leonard, 2006)
comatus formacao de coldnias de células de cancro da mama, por 3 espécies de cogumelos selecionados: Coprinellus sp., Coprinus

comatus e Flammulina velutipes.

. Possui substancias que interferem na indugdo de H,0, na via NF-kB através da inibi¢do da fosforilagdo da IKa
células MCF7 do cancro da mama.

(Asatiani et al., 2011)
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Espécies de

Efeitos bioativos dos seus biocompostos (in vitro e in vivo)

Referéncias

cogumelos
Lentinula . Inducéo de apoptose seletiva de células de carcinoma de pele (CH72) de murino, por um extrato etandlico (Gu e Belury, 2005)
edodes . . . x ) .
. Produz lentinano. Este B-glucano é conhecido por suprimir a proliferagdo das células da leucemia.
“Shiitake”
Schizophilum o Contém esquizofilano — ATCC- um homopolissacarideo ndo-idnico, solivel em dgua. Este é constituido por uma  (Kumari, Survase, &
commune cadeia linear de p- D- (1—3) com grupos de glucopiranosil e cadeias de B — D(1 — 6) com grupos-glucopiranosil por ele ~ Singhal, 2008)

produzidos.

. O ATCC tem atraido o interesse nos ultimos anos da indUstria farmacéutica como potencial biofarmaco
imunomodulador e agente antineoplasico.

Leucopaxillus . Testadas propriedades bioativas do micélio do cogumelo medicinal, obtido na presenca de diferentes fontes de  (Barros, Baptista,

giganteus azoto. Estevinho, & Ferreira,
2007)

Phellinus o Efeitos anticancerigenos. O extrato etanolico foi utilizado para avaliar os efeitos antiproliferativos e (Song, Lin, Yang, & Hu,

igniarius antimetastasticos em hepatocarcinoma humano. 2008) .

Phellinus linteus

e Um polissacarideo com ligagdo proteica induz paragem do ciclo celular na fase G2/M e apoptose em células
cancerigenas do c6lon humano SW480; apresentando também propriedades anti-inflamatdrias e anti-angiogénicas.

e Hispolon, composto fendlico induz a apoptose de células cancerigenas: da mama da bexiga e de células epidermoides
do cancro gastrico.

e Micélio administrado por via oral exibiu efeitos anti-tumorais em ratinhos portadores de células de hepatoma.

e A fracdo obtida a partir de carpéforos secos foi testada in vitro em culturas de células A549, HT-29 e C6,
respetivamente linhagens celulares de carcinoma de pulm&o humano, de adenocarcinoma do célon e de glioma de
rato.

(G. Lietal.,, 2004)
(S.-H. Kim et al., 2004)
(Lu et all,2009)

(Huang et al., 2011)

(Y.-G. Lietal., 2011)

Phellinus linteus

. A fracdo provocou efeitos anticancerigenos, como foi a diminuicdo da proliferacdo de células tumorais, da
motilidade e a indugdo de alteracdes morfoldgicas. Além disso testou-se a toxicidade produzida em células normais,
constatando-se ser nula ou quase.

. Registaram-se efeitos antitumorais de proteoglicano de Phellinus linteus por via imunomoduladora por inibi¢éo
da sinalizacéo da via Akt/Reg IV / EGFR /,em carcinoma colorretal.

(M. Lemieszek et al.,
2009)
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Espécies de

Efeitos bioativos dos seus biocompostos (in vitro e in vivo)

Referéncias

cogumelos

. Inducdo de efeitos antiproliferativos e pré-apoptdticos sobre células, HT-29, de cancro do célon, com o extrato  (Tong et al., 2009)
aquoso com o polissacarideo (POPS-1), solivel em &gua, obtido dos carpéforos, por extracdo com agua quente,

Pleurotus A . ; PO : x

ostreatus precipitacdo em etanol e fracionamento por DEAE-celulose, cromatografia de troca idnica e filtracdo em gel com
Sepharose CL-6B.
. (Lavi, Friesem, Geresh, Hadar, & Schwartz, 2006) relataram que um polissacarido a partir de extracto aquoso de (Lavi et al., 2006)
Pleurotus ostreatus induz efeitos anti-proliferativos pré-apoptoticos em células HT-29 do cancro do célon. Um novo
extrato polissacaridico solivel em agua (POPS-1) foi obtido a partir dos corpos de frutificacdo de Pleurotus

Pleurotus . Uma nova lectina com potente atividade antitumoral, e anti mitogénica na presenca de HIV-1 atua como inibidora (Li et al., 2008)

citrinopileatus

da transcriptase reversa.

. Isolaram uma lectina homodimérica do carpdéforo fresco, que exerceu actividade antitumoral em ratinhos
portadores de sarcoma 180, e causou aproximadamente 80% de inibicdo do crescimento do tumor.

Pleurotus tuber-
regium

. O extrato do cogumelo mostrou ter forte citotoxicidade a aproximadamente 25 pg/ml e exerceu atividade
antiproliferativa eficaz a 200 pg/ml contra células de leucemia promielocitica aguda humana, (HL-60) por paragem do
ciclo celular e / ou inducéo de apoptose.

(Wong, Wong, Chiu, &
Cheung, 2007)

Polyozellus
multiplex

. Este cogumelo selvagem, da Coreia, possui potente agente quimico, preventivo do cancro do estbmago. Controla
a proliferagdo destas células, detetada pelo aumento da expressdo das proteinas p53.

. Polyozellin, isolado deste cogumelo, induz fase desintoxicante de enzimas com agdo potencial preventiva de
cancro (células de hepatoma de rato).

(Lee e Nishikawa, 2003)

(JKim et al., 2004)

Psilocybe spp.

. Estudo piloto sobre o tratamento da psilocibina, extraida de Psilocybe spp-, para tratamento da ansiedade em
pacientes cancerosos em estado avancado.

(Grob et al., 2011)

Xerocomus
badius ou

Boletus badius

. A L-teanina (gama — glutamiletilamida,produzida por fermentacdo submersa de Boletus badius) tem efeito
sinérgico com compostos anti-tumorais como a doxorrubicina, outras antraciclinas, cisplatina e irinotecano. E esperado
que o efeito modulador de L-teanina sobre 0s agentes antitumorais e citostaticos seja aplicavel em quimioterapia clinica.

(J.Li et al., 2008).
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Espécies de . L . L . -
b Efeitos bioativos dos seus biocompostos (in vitro e in vivo) Referéncias
cogumelos
Género . Algumas espécies do género Clitocybe tém potencial anti-cancerigeno. (Pohleven et al., 2009)
Clitocybe
) o Uma proteina imunomoduladora CNL, tem efeito anti-proliferativo, induzido através da ligagdo a receptores, de  (G.-Q. Zhang, Wang,
Clitocybe hidratos de carbono, em células leucémicas T humanas. Zhang, Ng, & Wang,
nebularis ) L . . . . 2010)
. CNL também tem aplicacOes terapéuticas potenciais no tratamento de doencas malignas hematopoiéticas
o A enzima lacase de extrato de Clitocybe maximos exibiu actividade anti-proliferativa em linhas célulares
tumorais Hep G2 e MCF-7.
Clitqcybe . O extracto etanolico considerado inibidor muito potente do crescimento do cancro do pulmdo humano (teste em
maxima células NCI-H460), da mama, do célon, e linhas celulares de cancro géstrico
. Extracto de um Clitocybe induziu a paragem do ciclo celular na fase S e um aumento da apoptose, melhorando 0s  (Vaz et al., 2010)
Clitocybe niveis de p53. O acido cindmico mostrou ser o composto mais potente sobre a inibicdo do crescimento celular.
alexandri
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1.3 A melanina dos cogumelos como possivel biocomposto antitumoral

E possivel que estejam envolvidos, na agdo anticancerigena, biomoléculas de cogumelos até
agora ndo isoladas nem identificadas, pois 0 numero de novas substancias descobertas €

crescente nas Ultimas décadas.

E observavel uma forte pigmentacdo em muitos carpéforos de cogumelos com efeitos
nutracéuticos, pigmentacdo essa que varia ao longo do desenvolvimento no seu ciclo de vida
mas que é caracteristica de cada espécie e do estado de maturacdo do carpéforo (Dominguez,
2008).

Existem ensaios feitos e descritos para medir a atividade enzimética de enzimas
extraidas de cogumelos. E o caso da tirosinase, uma importante enzima responsavel pela

formacdo de melanina em cogumelos (Oliveira, Rocha, & Guillo, 2004).

As melaninas sdo biomoléculas de estrutura quimica complexa e apesar de ainda ndo estar
completamente definida a sua estrutura, composicdo e funcGes especificas (S Ito, Wakamatsu,
d’ Ischia, Napolitano, & Pezzella, 2011) sabe-se que o principal papel das melaninas tem sido
associado a fotoprotecdo contra as radiacdes ultravioleta (UV). Estudos recentes tém-nas
associado a muitos outros mecanismos de protecdo bioldgicos ainda ndo muito bem
conhecidos (Ito e Wakamatsu, 2007). As melaninas sdo assim consideradas pigmentos de
estrutura e origem variada. Podem resultar da oxidacdo e polimerizacdo da tirosina, em
animais, ou de compostos fendlicos, em organismos inferiores. Classificam-se em varios
subtipos, sendo as eumelaninas (de cor preta a castanho e insollveis) um subgrupo de
pigmentos de melanina resultantes, pelo menos em parte, da polimerizacdo oxidativa de L-
DOPA através de intermediarios como 5,6-dihidroxindole. Sdo exemplos a melanina do
choco (Sepia officinalis) e a melanina do cabelo preto. A melanina do Reino Fungi,
feomelanina, de cor castanha a amarelo-avermelhado, alcalino-soltvel, contendo enxofre é
um subgrupo de pigmentos de melanina, derivados da oxidagdo de precursores da
dopacisteina através de intermediarios como benzotiazina e de benzotiazol. A melanina do
cabelo ruivo é a feomelanina, raramente pura no cabelo (S Ito et al., 2011). Quanto as
neuromelaninas, sdo pigmentos escuros produzidos dentro de neuronios através da oxidacéo
de dopamina e outros precursores da catecolamina, a designada “substancia negra” nos

neurénios. As feomelaninas sdo, maioritariamente, pigmentos escuros produzidos por
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microrganismos, mas ndo exclusivamente. Além disso, para todos os tipos de pigmentos
naturais, o termo 'melanina’ deve ser precedido pelo termo que indica a fonte natural, por
exemplo melanina sépia (do choco), melanina do cabelo, enquanto para os pigmentos
sintéticos o termo "melanina™ deve ser precedido pelo precursor de, por exemplo, a melanina

de 5,6-dihidroxindole, a cisteinildopa-melanina.

1.4 Apresentacao do trabalho experimental

O presente trabalho tem como principais objetivos extrair, isolar, purificar, caracterizar e
avaliar a atividade antitumoral de biocompostos (possivelmente melaninas), extraidos das
peliculas dos carpdforos de Boletus edulis e Boletus pinophilus, uma vez que se estima existir
concentracdo elevada de melaninas nas peliculas destas frutificacdes (Bell & Wheeler, 1986;
Henson, Butler, & Day, 1999). Pretende-se investigar se a fracdo BE3, com atividade
anticancerigena (M. K. Lemieszek et al., 2013), contém ou nédo essencialmente melaninas, e,
na hipotese contréria, determinar entdo qual sera a natureza quimica essencial desta fracdo. O
objetivo geral incide no isolamento e caracterizacdo de biocompostos anticancerigenos em
fungos da ordem Boletales (Boletus edulis e Boletus pinophilus), dando continuidade a

trabalhos de investigacdo nestas espécies (Cardoso, 2011).

Boletus edulis, uma das espécies, objeto do nosso estudo, pertence a uma espécie de
cogumelos silvestres, comestivel e muito apreciada, apresentando também potencialidades
muito interessantes como biofarmaco(Ey, Schémig, & Taubert, 2007; Kandefer-Szersen,
Kawecki, Salata, & Witek, 1980; Krzyczkowski et al., 2009; Lamaison & Polese, 2005; Li
Dan, Zhao WenHong, Kong BaoHua, Ye Min, & Chen HaiRu, 2009; Lukas et al., 1957;
Mattila, Lampi, Ronkainen, Toivo, & Piironen, 2002; Pirano, 2006; Ribeiro et al., 2008; Tsal,
Tsai, & Mau, 2007; Zheng, Li, Ng, & Wang, 2007).

1.4.1 As espécies em estudo, Boletus edulis e Boletus pinophilus

Os cogumelos s@o estruturas macroscopicas reprodutoras, produzidas por alguns fungos
durante certas épocas do ano (outono e primavera). A sua formacgéo depende de caracteristicas
abidticas como temperatura, humidade, concentracdo de COz, e de condigdes bioticas,

nomeadamente a relacdo simbiotica ou saprofita com plantas hospedeiras.
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Os cogumelos tém uma funcdo semelhante aos frutos nas plantas superiores, ou seja, a
produgdo, protecdo e dispersdo das estruturas celulares reprodutoras: 0s esporos.
Heterotrdficos por absor¢do, muitos sdo micorrizicos, ou seja, vivem em simbiose com as
raizes das plantas (Fig. 9). Apresentam estrutura celular micelial e paredes celulares de

quitina, um polissacarideo complexo, também presente no exoesqueleto dos Artropodes.

Sao constituidos por um conjunto de filamentos de células, designadas de hifas, ramificadas
ou ndo tendo comprimentos variados. O conjunto das hifas é o micélio, que desempenha

importantes fungdes como a sustentacdo, absorcao de nutrientes e a reproducao (Fig. 5).

Basidio

Micélio vegetativo no interior do substrato

Figura 5: Organizacéo das hifas num Basidiomicete
(fonte:www.cientific.com)
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Figura 6: Ciclo de vida de um Basidiomicete; 1. Esporulagdo; 2.
Germinacdo; 3. Fusdo de hifas compativeis; 4. Primoérdio; 5.
Frutificagdo. (fonte :www.cientific.com)
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Os fungos reproduzem-se através, de esporos que germinam, e da conjugacdo de hifas
compativeis (Fig. 6) A designacdo cogumelo refere-se a estrutura de frutificacdo do fungo,
formada por varias hifas que crescem e se elevam do solo crescendo na vertical, produzindo e

dispersando mais tarde os esporos quando atingem a maturagao (Fig. 7).

Esses esporos (Fig. 7) sdo invisiveis a olho nu; caem no solo e espalham-se com o vento, com

a agua ou até mesmo agarrados ao corpo de animais.

Cuticula do chapéu

Hifas e Micélio

Figura 7: Constituicdo basica de um cogumelo e libertagdo de esporos maduros
(figura adaptada de (Paulino, 1998) pagina 77).

A espécie Boletus edulis é colhida no estado silvestre. E um cogumelo comestivel, colhido
para comercializacdo, dado o seu elevado valor gastronémico. Durante a época de frutificacéo
podem ser comprados frescos e podem também ser comercializados secos, congelados ou

submetidos a outro processamento.
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2L/ 5Y ) £
Figura 8: Carpoforo de Boletus edulis (Foto de G. M

X'

arqes).

O seu chapéu de cor castanho-escuro ou castanho-avela apresenta o bordo da margem com
uma linha branca (Fig. 8). Apresenta chapéu com cuticula de revestimento viscosa quando
estd molhada. O estipe ou pé, inicialmente branco ou bege claro, nunca é muito colorido ou

escuro.

Os chapéus deste cogumelo tém 7 a 30 cm de largura. Com cuticula ligeiramente pegajosa ao
toque, é convexo quando jovem e vai aplanando com a idade. A cor € geralmente castanho
desaparecendo para branco em areas proximas a margem, e continua a escurecer a medida que
amadurece. O estipe ou pé tem 8-25 cm de altura e até 7 cm de espessura; é finamente
reticulado na por¢do superior, mas alisa ou é irregularmente estriada na parte inferior. A
superficie inferior do chapéu € feita de tubos finos, local de producdo de esporos, de cor
esbranquicada quando jovem, apresentando-se de um amarelo-esverdeado quando maduros.
Os poros angulares, que ndo mancham quando machucados, sdo pequenos - cerca de 2 a 3
poros por milimetro. A carne do corpo frutifero € branca, espessa e firme quando jovem, mas
torna-se um pouco esponjosa com a idade. Quando machucado ou corte, ou ndo muda de cor,
ou fica castanho muito claro ou vermelho claro. Os espécimes totalmente maduros podem

pesar cerca de 1 kg, e em alguns casos podem chegar aos 3 kg.

O seu habitat natural (Fig. 9) consiste em areas florestais ou mistas, dominadas por pinheiros
(Pinus spp.), pseudotsugas (Pseudotsuga spp.), abeto (Abies spp.), castanheiro (Castanea
spp), faia (Fagus) e carvalhos (Quercus spp.). Dependem da presenca de arvores hospedeiras

para 0 seu desenvolvimento, uma vez que sdo espécies micorrizicas (Fig. 10).
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Fungo
(Boletus)

Figura 10: llustracdo de um Basidiomycete do género
Boletus em simbiose com Pinus.

A espécie Boletus pinophilus, igualmente comestivel é também comercializada; apresenta
cuticula brilhante oleada parecendo envernizada. Em tempo de chuva, por vezes é
francamente viscosa. O chapéu um pouco aspero ao toque apresenta a cuticula enrugada. A
coloracgéo apresenta-se vermelha-acastanhada.
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Figra 11: Carpoforo de Boletus pinohilus (Foto de G. Marques).

O estipe ou pé, ocre, castanho ou castanho- avermelhado, especialmente de silhueta obesa. Os
poros sdo de cor ferruginosa, particularmente visiveis em vista tangencial.Esta espécie é
também micorrizica (Fig. 10) e cresce numa grande diversidade de tipo de florestas,
preferindo os solos pobres, acidos, arenosos e associados com florestas de coniferas. No
entanto, a sua associacdo ndo se limita a coniferas e podem também ser encontradas

frutificacdes, em florestas caducifélias, como castanheiros, onde é muito abundante.

1.5. Enquadramento e objetivos do trabalho

Na sequéncia de estudos sobre os polissacarideos da parede celular de algumas espécies de
cogumelos silvestres (Cardoso, 2011), resultou o isolamento de uma fragdo (BE3) da especie

Boletus edulis cuja acdo antitumoral foi testada in vitro.
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Biopolimeros de Boletus edulis

G1/G0 @ S entry

arrest
Paragem: da fase Entrada: na fase S

Go para G1

Figura 12: Inducdo, pelos biopolimeros, de BE3 e BE4, da paragem do ciclo
celular na fase GO/G1 ( Lemieszek et al., 2013).

Verificou-se que a fracdo designada BE3 exibiu elevada acdo antiproliferativa em linhas
celulares do carcinoma do colon humano, HT-29 e LS180 (M. K. Lemieszek et al., 2013).
Apenas 6% da composi¢cdo quimica do material desta fracdo é conhecida, sendo supostamente
acucares. Estes dados levaram-nos a querer estudar mais aprofundadamente a composicao
quimica desta fracdo de modo a isolar e identificar o composto responsavel pelos efeitos
antiproliferativos de células cancerigenas. Sendo esta fracdo (BE3) portadora do mais baixo
teor de polissacarideos, de todas as fracdes testadas por (M. K. Lemieszek et al., 2013) o0s
seus elementos com elevado peso molecular (> 12kDa determinada por AIR e didlise),
solubilidade em &agua, apresentacdo de coloracdo castanha, sugerem que poderdo estar

envolvidos compostos do grupo minoritario das melaninas soltveis.

A fracdo BE3 apresentou atividade antiproliferativa anticancerigena, demonstrado pela
paragem do ciclo celular nas células cancerosas (Fig. 12). O processo de divisdo e
multiplicacdo celular é interrompido. As células ndo se dividiram mais, ndo passaram para a
fase S da Mitose, estagnando na fase GO. Segundo (M. K. Lemieszek et al., 2013) ha indugéo
pelos biopolimeros da paragem do ciclo celular na fase GO/G1. Também existe interagdo com
proteinas envolvidas no ciclo celular. A acdo da p16 na fosforilacdo da Rb fica inibida, ha
modulacdo da via da proteina p16/cyclina D1 /CDK4-6/pRb, sobre a fosforilacdo da proteina
Rb (Fig. 12).

As fracbes compostas por uma mistura de polissacarideos (BE1) e de glicoproteinas com

diferentes teores de acucar e carga anionica diferente (BE2, BE3, BE4 e BE5) foram eluidas
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através da coluna de troca anionica com diferentes concentragdes de sal. A purificacdo foi
feita por eluicdo em cromatografia de alta eficiéncia de troca anidnica em Q-Sepharose. As
fracdes dos extratos BE3 e BE4 foram as fracdes retidas na coluna de troca anidnica que
apresentaram menor quantidade de acgUcares, 6 % e 8%, respectivamente (Cardoso, 2011; M.
K. Lemieszek et al., 2013).

Estes dois extratos, BE3 e BE4, apresentaram um perfil cromatografico dum “composto
desconhecido”. As fracdes BE3 e BE4 foram as mais eficazes na acao antiproliferativa,
parando o processo de divisdo das células cancerigenas, LS180, sobretudo a fracdo BE3. Esse
bioproduto detetado foi o dobro na fragdo BE3 comparando com BE4. A fracdo BE3 induziu
a paragem do ciclo celular, na fase GO/G1, em células in vitro LS180, tendo tambem um
efeito inibidor, sobre as proteinas reguladoras do ciclo celular. Principalmente a fracdo BE3
inibe o crescimento de linha de células, LS180, de adenocarcinoma do célon, sem qualquer
efeito indesejavel em células normais epiteliais do célon. Biocompostos de BE3, BE4 e BEs
provocaram um efeito antiproliferativo, sendo os de BE3 os/mais/ativos. E também esta a
fracdo que possui 0 mais baixo teor de polissacarideos das amostras testadas (BE1, BE2, BE3,
BE4) (M. K. Lemieszek et al., 2013).

Embora se possa afirmar que a fracdo BE3 possui potencial anticancerigeno, impedindo as
células cancerosas de se dividirem e multiplicarem, ndo se pode afirmar que o0s
polissacarideos de Boletus edulis (WSB), (apesar de serem o0s principais biopolimeros
presentes no extrato soluvel de dgua quente) sdo os responsaveis pela eficacia antiproliferativa
anticancerigena. Pois a fracdo BE3, entre todas, apresenta menor teor de polissacarideos,
sendo, no entanto, a mais eficaz na destruicdo das células cancerigenas. Os resultados
indicaram também que a fracdo BE3, de Boletus edulis, causou uma inibicdo das proteinas,
ciclina D1, CDK4, CDK®6. Essas proteinas sdo, atualmente, objeto de intensa investigacao,
devido ao papel fundamental na proliferacdo celular e no fato de que a sua expresséo e funcéo
anormal pode levar a malignicéncia (A. C. Silva & Jorge, 2011; Zaidman et al., 2005; M.
Zhang et al., 2007).

De tudo o que foi dito, até agora, podemos inferir,com alguma certeza, que algum
biopolimero de Boletus edulis possui forte potencial anticancerigeno e que a fraccdo BE3 é
que serd a portadora desse biopolimero. Este, serda uma biomolécula com caracterizacdo

quimica, certa, ainda por definir. Sabe-se, a partida, que apresentara elevado peso molecular

25



Pesquisa de biocompostos em Boletus edulis e Boletus pinophilus com acédo anticancerigena

(>12-14kDa), é insoluvel em alcool, tem carga ionica (sofreu eluigdo e isolamento por elui¢do
em HPLC com diferentese concentracdes de NaCl) e é solGvel em agua. No presente trabalho
procura-se isolar e caracterizar este biocomposto com acdo antiproliferativa de linhas
celulares de cultura (HT29 e LS180) com origem em células cancerosas do colon do intestino.
Partindo da hipotese de ser do grupo das melaninas, incluiu-se a espécie Boletus pinophilus
no estudo, devido as suas semelhangas,concretamente de pigmentagdo, com Boletus edulis.
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Capitulo 2

Material e Métodos

2.1. Fungos em estudo

Neste trabalho foram utilizadas amostras de cogumelos de Boletus edulis e Boletus
pinophilus, adquiridos & empresa Frutisilves, localizada no Satdo, Viseu, que foram mantidos
congelados até a sua utilizacdo. Embora estas espécies sejam silvestres e apenas existem na
natureza, porque ndo podem ser cultivadas, j& ndo era possivel a sua recolha direta para o

trabalho, pois tinha passado a época de frutificacao.

2.2 Extracéo, isolamento e purificacdo dos biopolimeros

2.2.1 Extracdo e isolamento

O isolamento dos biopolimeros dos cogumelos foi realizado apenas a partir da pelicula dos
chapéus dos carpéforos, visto ser a parte do cogumelo que apresenta uma coloracdo mais
escura (onde existird maior concentracdo do pigmento). A pelicula do chapéu dos carpéforos
foi removida com um bisturi a partir de aproximadamente 3 kg de cogumelos congelados, de
cada espécie. Apos remocédo da pelicula esta foi liofilizada. Obtiveram-se 16 g de material
liofilizado da espécie Boletus edulis, e 15 g de material liofilizado de Boletus pinophilus.
Apos liofilizagdo o material foi triturado e o material insolivel em alcool (AIR) foi obtido
tratando 10 g do material liofilizado da pelicula em 500 mL de etanol a 80% (v/v) fervendo
durante 1 h. Apds este periodo o material em suspensdo foi filtrado e seco em estufa a 50 °C
durante 24 h. Obtiveram-se 6,1 g de AIR para Boletus edulis e 5,2 g de AIR para Boletus
pinophilus. Para a extracdo dos biopolimeros, o AIR (a totalidade) foi extraida com agua a
100 °C durante 1 hora com agitacdo. Apos este periodo, o material em suspensdo foi removido
por centrifugacdo (10.000 g, durante 20 min. a 4 °C). O sobrenadante foi recuperado e
dialisado (MW cutoff 12-14 kDa, Medicel, UK) durante 4 dias com a mudanca de agua duas
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vezes por dia (volume de 5 L). Apoés a dialise, o material de elevado peso molecular soltvel
em agua (HMWM) foi obtido apo6s liofilizagdo, tendo-se obtido 1,1 g para Boletus edulis e
0,63 g para Boletus pinophilus.

2.2.2 Purificacdo dos biopolimeros

Para a purificagdo dos biopolimeros do HMWM, incluindo polissacarideos, glicoproteinas,
melaninas e acidos nucleicos, foi utilizada a cromatografia em troca idnica utilizando a Q-
Sepharose FF como fase estacionaria, colocada numa coluna XK16/20 (Pharmacia),
equilibrada com o tampdo inicial de acetato de s6dio 5 mM a pH 4,5 contendo ureia 3M e
0,02% de azida de sédio. O HMWM (800 mg) foi dissolvido em 50 ml do tampao inicial, e
deixado durante a noite com agitagdo. O material insoltvel nestas condi¢des foi removido por
centrifugacdo, e o sobrenadante foi aplicado na coluna utilizando um fluxo de 0,1 mi/min.
Apbs introducdo da amostra, a coluna foi lavada com o tampdo inicial com um volume
correspondente a 4 vezes o volume da coluna ou até a absorvancia, a 254 nm, recuperar o
valor original. O material retido foi eluido com um gradiente de NaCl, utilizando um tampéo
de acetato de s6dio 5 mM a pH 4,5 contendo 3 M de ureia e 2 M de NaCl. O fluxo foi de 0,25
ml/min e o gradiente ocorreu durante 14 h até a concentracdo de NaCl atingir 2M. O eluente
saido da coluna foi recuperado utilizando um coletor de fragdes (2 ml/fragdo). A detecédo foi
realizada no ultravioleta utilizando um comprimento de onda de 254 nm. A presenca de
acucares nas fracdes recolhidas foi determinada utilizando o método do acido sulfarico-fenol
(ponto 2.3.2.). As fracbes apropriadas foram juntas e concentradas sob vacuo utilizando um
evaporador rotativo, dialisadas atraves de membrana ,Mw cut-off 12-14 kDa,, congeladas e
liofilizadas. Obtiveram-se trés fracGes, uma corresponde ao material ndo retido (BE1 — 14,6%
ou BP1 — 4,6%), uma segunda fragdo correspondente ao material retido e eluido até 500 mM
de NaCl (BE2 — 12,9% ou BP2 — 18,8%) e uma terceira fracgdo correspondente ao material
retido e eluido entre 250 e 500 mM (BE3 - 4,3% ou BP3 — 3,5%). As percentagens indicadas
referem-se a quantidade de material recuperado apds o fracionamento relativamente ao

material inicialmente aplicado.
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Segue-se em esquema 0 procedimento para a extracdo e purificacdo dos biopolimeros de

Boletus edulis e Boletus pinophilus.

Pelicula, do chapéu de
Cogumelos maduros, liofilizada

A

y

Fervura em alcool a 80%,1 h
Filtracdo com bomba de vacuo
Secagem em estufa a 50°C

Residuo}nsolﬂvel
em Alcool
(AIR)

A

y

Fervura em 4gua durante 1 h
Centrifugacéo
Liofilizacdo

Biopolimeros
Solaveis em Agua (WSB)

A

y

Diélise ( Mwcut-off 12-14 kDa)

Biopolimeros
SolGveis em Agua
(WSB)

Fracdo néo retida

\ 4

BE1

Cromatografia de Troca Anidnica

Fracéo retida
05MNaCIf__,| BE2
0,75M NaCI|—| BE3
2,0M NaCl|_,| BE4
10MNaCI[__,| BES

Figura 13: Esquema do procedimento para a extracdo e purificacdo dos biopolimeros de Boletus edulis

e Boletus pinophilus.
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2.3 Caracterizacao quimica das fracdes

As fracdes purificadas do HMWM foram caracterizadas de forma a determinar a sua natureza
quimica, em especial a natureza da fracdo BE3 e BP3 a qual até a0 momento permanecia
desconhecida, sendo que para Boletus edulis se verificou uma atividade anti tumoral muito
elevada (M. K. Lemieszek et al., 2013).

2.3.1 Analise da composicdo das amostras em agucares

O teor em acucares dos biopolimeros foi determinado apds a hidrolise acida. A figura 14
ilustra o procedimento realizado. Resumidamente, preparam-se as solu¢fes necessarias, uma
solucdo de &cido sulfurico 72% assim como as solucdes de padrdo dos aglcares. Pesaram-se 5
mg de extrato bruto adicionando 400 ul de &cido sulfarico para um tubo de vidro. As amostras
foram mantidas a temperatura ambiente durante 3 horas sendo constantemente agitadas em
vortex. Adicionaram-se 4 mL de &gua ultra pura, sendo colocadas num bloco de aquecimento
(Thermobloc Falc) a 100 °C durante 2h 30 min. Deixaram-se as amostras arrefecer,
adicionando-se 500 pl de padrédo interno (2 desoxiglucose a 1mg /ml). Transferiu-se 400 pL
de cada amostra para vials, assim como as solu¢des padrdo, adicionando-se 4600 uL de agua

ultra pura.

Posteriormente foram injetadas e analisadas por cromatografia ionica de alta eficiéncia
(HPAEC) com detecdo de pulso amperométrico (ICS-3000, Dionex). Com uma coluna
CarbonPac PA-20 (150 mm x 3 mm), com uma pré-coluna CarbonPac PA-20 (Dionex)
utilizando o eluente A (1,25 mM de solugdo de NaOH contendo 2 mM Ba(OH),), o eluente B
(400 mM de acetato de sodio contento 2 mM Ba(OH),) e o eluente C (500 mM NaOH
contendo 2 mM Ba(OH),). Foi injetado um volume de 5 pL, com uma taxa de fluxo de 0,3

mL/min sendo a temperatura da coluna de 35 °C durante a corrida.

A partir de cada cromatograma, retiraram-se os valores de area de cada pico respetivamente,
apresentando-se os resultados em percentagem de agucares. Para quantificacdo dos agucares
totais foram usados padrdes de monossacarideos (pentoses e hexoses), sendo estas 0ses:
arabinose e xilose (pentoses), glucose, galactose, manose, fucose, ramnose e &cido
galactaronico. A quantificacdo foi realizada utilizando o método do padrdo interno. De

seguida esquematiza-se a hidrolise acida dos agucares das amostras e seu manuseamento até
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injecdo na coluna de cromatografia de troca ionica para determinacéo da composicao quimica

em acuUcares.

.y =
g * 5 mg extrato +400uL éacido sulfrico (H2804) 72% (v/v)
Temperatura ambiente
Padroes 3h
e
+ 4 mL H,0 ultra pura
Bloco de aquecimento: 100 °C
2h30
Deixar arrefecer temperatura ambiente
o
+ 500uL Padrdo Interno(Pi)= 2-deoxy-glucose
400 uL amostra
4600 uL H,O ultra pura ‘
(== =
- wwws® 400 uL amostra
e 4600 uL H,O ultra pura
l J
|
Injetar

Figura 14: Esquema do procedimento da hidrdlise &cida dos aclcares das amostras BE e BP até a
injecdo na coluna de troca idnica.

Para o isolamento do material de alto peso molecular, solivel em agua, da pelicula dos
carpéforos foi obtido em primeiro lugar o material insolivel em alcool (AIR) seguido por
extracdo do AIR com &gua quente e didlise do material através de uma membrana de 12-14
kDa.

Foram calculados os rendimentos para o isolamento do material, de alto peso molecular

soltvel em &gua, dos carpoforos dos cogumelos.

A composicdo do HMWSM foi determinada inicialmente por analise cromatogréfica dos

acucares constituintes apds hidrdlise acida.
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Foi obtida a composicdo em acucares e calculou-se o total nas amostras BEic e BPic, do
carpoforo, BEWM e BPWM (WM- material soluvel em &gua), BE3 e BP3 (fracdo 3
purificada no HPLC); as amostras BEi e BPi dos carpéforos s6 sofreram congelamento,

trituracao e liofilizagdo, ndo sofrendo AIR).

Em seguida apresenta-se cromatograma obtido da anélise dos agucares em HPLC (Fig. 15).

ED 1
250 he
200;
150;
100;
Man (20,77)
] 2dGlc (9,10) X! (20.68) GalA (31,58)
] Rib (25,67
GIc(lX&S ( )| GIcA (32,55)
07
_507‘““““““““““n‘nin
0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 57,0

Figura 15: Cromatograma obtido para a analise de agUcares.

Tabela 2: Identificagdo dos aglcares constituintes da

amostra.
Acucares Tempqs d? reteng_éo
identificativos (min)
Fucose (Fuc) 6,02
2dGlucose (2dGLlIc) 9,10
Galactose(Gala) 15,55
GlucoseGlc 17,38
Xylose(Xyl) (20,68)
Manose( Man) 20,77
Ribose(Rib) 25,67
GalA 31,58
GIcA 32,55
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2.3.2 Determinacao colorimétrica dos agucares totais pelo método do fenol-acido

sulfdrico.

O método colorimétrico do fenol-acido sulfdrico descrito por Dubois et al. (1956) foi
utilizado para a monitorizacédo de polissacarideos nas diferentes fracdes recolhidas durante os
processos preparativos de cromatografia em coluna de troca i6nica. Este método é
particularmente apropriado para a anélise colorimétrica de polissacarideos, j& que permite
num unico passo a hidrolise do polissacarideo e o desenvolvimento de cor devido as reagdes

de desidratacdo dos monossacarideos resultantes.

A temperatura elevada e a elevada acidez devido a presenca de &cido sulfurico levam a
desidratacdo de pentoses e hexoses, originando o furfural e 5-hidroximetilfurfural,
respetivamente, que na presenca de fenol, por condensacdo, ddo origem a croméforos de cor
alaranjada, cuja intensidade de cor é proporcional a quantidade de aguUcares presentes na

amostra.

A cada tudo de ensaio foram adicionados 200 puL de amostra a analisar, seguida da adicéo de
200 pL da solucdo de fenol a 5% (p/v) e 1 mL de &cido sulfurico concentrado, que é
adicionado diretamente sobre a superficie da solucdo e ndo por escorrimento da parede do
tubo. A mistura foi deixada em repouso durante 30 minutos, ap6s 0s quais a absorvancia a

490 nm foi determinada numa célula de 1 ml de capacidade com 1 cm de percurso 6ptico.

2.4 Anélise por espectroscopia de ultravioleta visivel (UV-Vis)

Procedeu-se a leitura de absorvancia das amostras de Boletus edulis e Boletus pinophilus,

extracto soluvel de Boletus em &gua de alto peso molecular (HMWSB) a 490 nm.

Para a obtencdo dos espectros de ultravioleta-visivel do WSM bem como das fraces BE3 e
BP3, prepararam-se solugdes aquosas de cada um dos materiais a uma concentracdo de

1mg/mL e obteve-se o espectro no intervalo de comprimentos de onda entre os 220 e 600 nm.
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2.5 Analise de melaninas

Dada a natureza desconhecida das fracdes BE3 e BP3, e devido a sua coloracdo castanha
escura, foi colocada a hipdtese que estas seriam melaninas, dado que os fungos e
especialmente os Basidiomicetes serem conhecidos por produzirem melaninas (Bell &
Wheeler, 1986; Henson et al., 1999).

A pesquisa de melaninas envolve um processo de clivagem oxidativa destas macromoléculas,
para validar o método utilizado no nosso laboratério foi isolada a melanina da tinta de choco
(Sepia officinalis), para que este servisse de padrdo para 0 método aplicado em termos de
percentagem de recuperagdo dos monomeros. Os padrées de PTCA,(4acido pirrolo-2,3,5-
tricarboxilico) e do PTCA , &cido pirrolo-2,3-carboxilico ,foram gentilmente cedidos pelo
Professor Kazumasa Wakamatsu, do departamento de Quimica, da Escola das Ciéncias da

Saude da Universidade de Saude de Fujita, Japao.

Na seccdo dos resultados apresentam-se 0os cromatogramas obtidos dos padrdes do PDCA e
PTCA.

2.5.1 Isolamento das eumelaninas da tinta do choco (Sepia officinalis)

O método utilizado para o isolamento e purificacdo das eumelaninas do choco foi o descrito
por (Magarelli, Passamonti, & Renieri, 2010). Resumidamente, utilizaram-se as bolsas do
ferrado, tendo-se aproveitado a tinta liquida extraida (28,41 g). Adicionou-se a tinta extraida
56,8 mL de uma solucédo de acido cloridrico 0,5 M. A mistura foi agitada durante 30 minutos
e mantida 24 h a 4°C. Separou-se 0s solidos suspensos por centrifugacdo a 1000 rpm durante
15 minutos a 5°C. O solido obtido foi lavado 3 vezes com HCI 0.5 M, seguindo de trés
lavagens com &gua, trés lavagens com acetona e novamente trés lavagens com agua. Entre
cada uma das lavagens o sobrenadante foi removido por centrifugacdo. O material sélido foi
recuperado apos liofilizacédo, tendo-se obtido 0,1995 g de peso seco de material (Magarelli et
al., 2010; Napolitano, Pezzella, d’ Ischia, & Prota, 1996).

Degradacéo oxidativa da eumelanina

A melanina de Sépia é um copolimero da eumelanina constituido aproximadamente por 20%
de unidades de 5,6 — dihidroxiindole (DHI) e 75% de unidades de 5,6 — dihidroxiindole -2-
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acido carboxilico (DHICA). Estes compostos constituem as unidades monomeéricas das
eumelaninas, tendo sido devidamente identificados através de ensaios de degradacdo
oxidativa (H202 em meio alcalino) de melanina isolada da tinta de choco (Fig. 16). Os
produtos resultantes destes ensaios foram o acido pirrolo-2,3,5-tricarboxilico (PTCA) e o
acido pirrolo-2,3-carboxilico (PDCA) (Magarelli et al., 2010).

L]
| = {COOH)
Lo ]
HO
—={COOH)

o 1 — (COOH)
O i

FDCA

OH

Estrutura da Eumelanina

Figura 16: Degradacao oxidativa da eumelanina em meio alcalino.

A identificacdo da possivel presenca de eumelaninas na fraccdo BE3 e BP3 foi realizada pela

pesquisa de PDCA e PTCA (produtos resultantes da degradacdo oxidativa de eumelaninas).

HO: : o HO: :
DHICA DHI
Figura 17: Mondmeros (DHI e DHICA) do polimero eumelanina (S Ito et al., 2011).

Para tal utilizou-se o método descrito por (Napolitano et al., 1996). Resumidamente, pesaram-
se 10 mg do material a analisar, aos quais se adicionaram 2 ml de uma solugéo de NaOH 1M,
e 1 ml de peroxido de hidrogénio a 30% (para que a concentracdo final de peroxido de
hidrogénio no meio reacional seja de 1,5%). A amostra foi agitada durante 48 h a temperatura
ambiente num agitador orbital. Apds este periodo ajustou-se o valor de pH com acido

fosforico a 85%, e o peroxido de hidrogénio foi destruido por adicdo de 0,4 ml de uma
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solucdo de metabissulfito de sédio a 5%. A solugdo final foi analisada por HPLC para a
detecdo dos &cidos pirrolicos acima referidos Considera-se que o PDCA é um indicador da
presenca de unidades de DHI, enquanto o PTCA indica a presenca de unidades derivadas de
DHICA da eumelanina (Fig. 17) (S lIto et al., 2011).

2.5.2 Separacdo do PDCA e PTCA por cromatografia liquida de elevada eficiéncia
(HPLC).

A separacdo, identificacdo e quantificacdo do PDCA e PTCA resultantes da degradacéo
oxidativa das eumelaninas foi determinado por HPLC com um detector de conjunto de
fotodiodos (DAD). Para tal utilizou-se uma coluna de fase reversa (C-18) de 25 cm de
comprimento e 4,6 cm de didmetro contendo particulas de 5 micrometros (ACE, Escocia). A
fase mdvel era constituida por uma solucéo de acido formico a 5% (eluente A) e metanol de
HPLC (eluente B). O programa de elui¢do utilizado foi o seguinte: 0 min, 2% B, 20 min; 13%
B. O fluxo foi de 0,8 mL/min e a temperatura da coluna foi mantida a 30°C durante a eluig&o.
A detecéo foi realizada entre 200 e 600 nm. A quantificagdo do PDCA e PTCA foi realizada
utilizando o método da reta de calibracdo por injecdo de solucdes padrdo de PDCA e PTCA
na gama de concentragdes entre 10 e 100 mg/L, utilizando o comprimento de onda de 253 nm.
Na figura 26 encontra-se o cromatograma obtido para a degradacdo oxidativa da eumelanina
do choco, e os respectivos tempos de retencdo de cada uma das substancias, bem como os
espectros de UV-Vis do PDCA e PTCA e as respetivas calibragoes.

2.6 Pesquisa de proteinas

2.6.1 Andlise do teor de azoto

A determinacg&o do teor de azoto das fragcdes recuperadas foi realizada pelo método de Dumas,
apos cromatografia de troca idnica. A partir do teor de azoto determinado pode-se estimar o

teor de proteina, por multiplicacéo da percentagem de azoto pelo fator de 6,25.
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2.7 Pesquisa de acidos nucleicos

2.7.1 Espectrofotometria de absorcdo UVvis (Ultra-Violeta visivel)

As amostras BEHmwm € BPHmwm, (material solivel em agua de alto peso molecular Hmwm)
obtido a partir dos carp6foros de Boletus edulis e Boletus pinophilus) foram analisadas por
espectrofotometria de UVvis.

Foram registados espectros de absorcdo na zona dos UVvis das amostras BE3umwm €

BP3hmwm. medidos por Nanodrop.

2.7.3 Electroforese em agarose

O ARN presente nas fracbes BE3 e BP3 apds tratamento com a DNAse (RapidOut DNA
Removal, Thermo Scientific) foi analisado (20 pl) por eletroforese em gel de agarose a 1,2%.
Para a coloracdo do ARN utilizou-se o brometo de etidio; cerca de 6 ul de uma solucéo
aquosa comercial a 10 mg/ml (Ref. 04802511, Mp Biomedicals,) para um gel de 100 ml e os

géis foram posteriormente visualizados por iluminagdo sob uma luz ultra- violeta.

2.7.4 Remocao rapida de ADN- K2981- descricéo do Kit —

O KIT “RapidOut ADN removal kit” é projetado para a remocao répida e segura de ADN
genomico a partir de ARN total e de preparagdes de ARNm. O produto garante total digestdo
de ADN e a remocdo segura da DNase | sem danificar o ARN pelo aquecimento ou extracao

organica.

A amostra de ARN recombinante é tratada com DNase I, livre de RNase, para niveis de ADN

abaixo do limite de detecdo pela PCR de rotina.

A DNase | é removida com seguranga usando o reagente de remoc¢édo da DNase (DRR, DNase
Removal Reagent). O DDR liga-se de forma eficiente com a DNase | e o complexo €é entdo
recolhido na parte inferior do tubo de centrifugagdo. O ARN purificado € recolhido como

sobrenadante.
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Recomendac0es gerais

O volume de reacdo recomendado é de 10-500 pL, o material utilizado como tubos, luvas e
pontas deve ser livre de RNase (RNase free). O Reagente de Remocdo DNase deve ser
misturado adequadamente antes de cada utilizacdo. As condi¢des da reacdo estdo sumarizadas

na tabela 3.

Tabela 3: Componentes e quantidades para remogao rapida de ADN- K2981.

Componente Quantidade
Amostra de ARN Até 8,5 ul (5 pg — 2 ug)
10X Tampdo de DNase com |1 pl
MgC|2
DNase | 0,5 ul (0,5U)
Agua livre de nucleasse Ajustar para o volume final
Total 10 pl

Passos para a remoc¢ao da DNase:
1. Ressuspender com vortex o reagente DRR antes de cada utilizacéo;
2. Adicionar 2 puL de DRR para cada unidade de DNase | utilizada.

3. Incubar a temperatura ambiente durante 2 minutos misturando suavemente 2-3 vezes para

voltar a ressuspender o DRR. Evitar respingos.

4. Centrifugar o tubo a > 800 x g entre 0,5 a- 1 min. para sedimentar o DRR.

5. Transferir o sobrenadante, contendo o0 ARN, para um novo tubo. Precaucdo para nao
transferir o DRR. Procedeu-se a sintese do CADN para posterior sequenciagao.

2.7.5 Transcricdo reversa do ARN para posterior sequenciacao

Fez-se a deposicdo de 18 ul da reacdo de transcri¢do reversa para avaliagdo por eletroforese

em gel de agarose.

A amostra purificada e contendo somente ARN foi seguidamente tratada com uma
transcriptase reversa para gerar longas cadeias de CADN para posterior sequenciacdo Next

Generation. Para tal, foi utilizado o kit da Thermo Scientific, Verso cADN

38



Capitulo 2 — Material e Métodos

A tabela 4 resume a mistura de reacdo para um volume final de 20 pl e a tabela 5 as condicdes

de temperatura para a transcricao reversa.

Tabela 4: Mistura de reacdo para transcrigdo reversa do ARN.

Mistura de reacgéo Volume Concentracéo
5 X Tampao de |4yl 1X
sintese cDNA
dNTP 2 ul Cada 500 uM
Primer RNA 1l
RT enhancer 1l
Enzima Verso 1l
Agua ultrapura Variavel
Molde (RNA) 1-5 ul 1 pg—1 g (80 ng)
VVolume total 20 pl
Tabela 5: Condic6es do termociclador.
Temperatura | Tempo N“”?ero de
ciclos
| Sintese de cONA [ 42°C 30 min. 1 ciclo

2.8 Andlise da atividade antitumoral.

2.8.1.Cultura de células

A linha celular testada foi HT29 e LS180 (origem em células de adenocarcinoma de co6lon
humano) tendo sido obtida a partir de ECACC (Colecao Europeu de culturas celulares, Center
for Applied Microbiology e Pesquisa, Salisbury, UK). A linha de células CCD 841 CoTr foi

usada como um modelo normal do epitélio do colon.

A linha de células CCD841 Cotr foi adquirida a ATCC (American Type Culture Collection,
Menassas, VA, EUA). As células LS180 e HT29 foram cultivadas numa mistura 1: 1 de
DMEM (Sigma) e mistura de nutrientes Ham F - 12 (Sigma). Células HT29 foram cultivadas
em DMEM (Sigma). Todos os meios foram suplementados com 10 % de soro fetal bovino
(FBS) (Sigma) , penicilina ( 100 u/ ml ') ( Sigma ) e estreptomicina ( 100 pg/ ml) ( Sigma ) .
As células foram mantidas numa atmosfera com humidade de 95 % de ar e 5 % de CO2 a 33°
C (CCD841 CoTr ou a 37°C (LS180,HT29). Os resultados foram obtidos com HT29 e LS180
(IC50 283 pg / ml).
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Usaram-se testes comumente utilizados para avaliar a viabilidade celular/proliferagao celular:
BrdU e MTT

Solucbes de trabalho de WSB

As solucbes de reserva (10ug/ml) foram preparadas em PBS (solucdo salina tamponada) e
armazenados a 4°C. As solucdes de trabalho (10, 25, 50, 75, 100 e 250 pg/ml) foram

preparadas por dissolugdo de uma solugao de reseva adequada ao meio de cultura.

2.8.2. MTT - avaliacéo da proliferacéo celular

O método MTT foi utilizado com o intuito de avaliar a atividade metabolica das células
quantificando a reducdo metabdlica do MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazélio) por desidrogenases associadas ao NADPH e ao NADH, no que resulta a
producdo de cristais de formazano, intensamente coloridos, no interior das células. Estes
podem ser observados ao microscépio ou extraidos e dissolvidos com solventes organicos,

como por exemplo o DMSO, permitindo a sua quantificacdo através da espectrofotometria.

O efeito de fracdes BP3 e BE3 na proliferacdo das células foi determinado com a utilizacdo
do teste de MTT. Amarelo MTT (3 - (4,5 dimetiltiazol - 2 - il ) -2,5-difenil- , um tetrazole )
foi metabolizado por células vidveis, metabolicamente ativas de cristais de formazano azul .
Tampdo SDS a pH 7,4 foi adicionado para dissolver os cristais de formazan azul insoltveis
numa solucéo de cor. A absorvancia desta solucéo de cor foi quantificada a 570 nm utilizando
um espectrofotémetro. A densidade ética foi diretamente proporcional a quantidade de células

em proliferagéo.

Células LS180, HT29, foram semeadas em microplacas de 96 pogos a uma densidade de 3 x
10 4 células por pl. No dia seguinte, o meio de cultura foi removido e as células foram
expostas a uma série de dilui¢des de solucdes testadas no meio fresco suplementado com FBS
a 10%. As fracOes foram utilizadas para as seguintes concentragdes: 10, 25,50, 75,100 e 250
pg/ml. A proliferacdo celular foi avaliada com 96 h de incubagédo, sob condic¢des padréo (5 %
de CO2, 37 C) por meio de um ensaio MTT. O periodo de incubacdo, com a solu¢do de MTT
(5 mg/ml em PBS) foi adicionado durante 3 h. Cristais resultantes foram solubilizados durante
a noite em tampéo de SDS, pH 7,4 (10 % de SDS (Sigma) em 0,01 N de HCI) e o produto foi
quantificado espectrofotometricamente por medi¢do da absorvancia comprimento de onda a
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570 nm usando o leitor de microplacas (BioTek ELx800, Highland Park, Winooski, Vermont,
EUA).

Os resultados foram apresentados como uma percentagem de inibicdo do crescimento das
células tratadas com as frac¢des investigados contra células cultivadas em meio de controlo
(indicada como 100 %).

2.8.3. Ensaio BrdU - avaliacdo da proliferacéo celular

O teste BrdU foi realizado para avaliar a viabilidade celular. E um teste comumente utilizado

para avaliar a proliferacédo celular.

O impacto da fracdo de polissacarido de BP3 na sintese de ADN nas células LS180 foi
medido pelo imunoensaio colorimétrico, e a proliferacdo celular ELISA, BrdU (Roche
Diagnostics GmbH, Penzberg, Alemanha). O teste mede a proliferacdo celular por
guantificacdo da BrdU (analogo da timidina, 5 - bromo20 - desoxiuridina) incorporada no

ADN, sintetizado de novo de células em replicacao.

As células foram semeadas em microplacas de 96 po¢os a 5x10 4 células por ml de densidade.
No dia seguinte, o meio de cultura foi removido e as células foram expostas a uma série de
diluicdes da fracdo de BP3 em meio fresco suplementado com FBS a 10%. As concentracfes

investigadas seguintes foram as seguintes: 10, 25,75,100 e 250 mg/ ml.

Ap6s um periodo de incubacdo de 48 h, sob as condi¢des indicadas foi adicionado a solugéo
padrdo de BrdU, as etapas seguintes foram realizadas de acordo com as instru¢fes do
fabricante. A sequéncia da fracdo BP3 na sintese de ADN foi apresentada com uma
percentagem de inibicdo da incorporacdo de BrdU contra as células de controlo (indicada
como 100 %).

2.9. Andlise estatistica
Os dados foram apresentados como o valor médio e o erro padrdo da média (SEM). A analise

estatistica foi realizada utilizando o one-way-ANOVA com as estatisticas de teste e de coluna

post-hoc de Tukey usados para comparagdes. Com valor de significancia aceite com p <0,05.
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Resultados e Discussao

3.1 Isolamento e composicdo do material de elevado peso molecular da

pelicula do carpéforo

Como referido anteriormente, devido as caracteristicas dos compostos da fracdo BE3, isolada
de Boletus edulis (cor castanha, alto peso molecular, solubilidade em agua, carga anionica,
baixo teor de agucares de apenas de 6%), colocou-se a hipdtese desta fracdo ser na realidade,
uma fracdo constituida por melaninas sollveis (um grupo minoritario dentro do grupo
conhecido das melaninas). Desta forma concentramo-nos na pelicula do carp6foro de Boletus
edulis dado esta apresentar maior pigmentacao, na tentativa de obter alto rendimento nesta
fracdo BE3.Também se incluiu neste estudo Boletus pinophilus dado este ser descrito como
apresentar uma pigmentacao intensa de acordo coma observacéo e a bibliografia (Dominguez,
2008). Na Tabela 6 apresentam-se os resultados obtidos para a medicdo de cor dos carp6foros
destas duas espécies.
Tabela 6: Valores obtidos pela medicdo colorimétrica de liofilizado de Boletus edulis e

Boletus pinophilus. Os valores apresentados correspondem a média * desvio padrdo p/ n=3.
L*, a*, b* sdo as coordenadas do espaco de cor (CIELAB) definido pela CIE.

L* a* b*
Boletus edulis 69,9+1,2 3,6%0,2 18,0+0,2
Boletus pinophilus 52,4+0,5 4,7+0,3 18,2+0,5
t-Student; p< 0,001 0,009 0,613

Como se pode observar na tabela 6 o carpéforo do Boletus edulis apresenta um brilho
significativamente superior ao carp6foro do Boletus pinophilus, j& o parametro a* ¢é
significativamente superior em Boletus pinophilus, apresentando este uma tonalidade mais
avermelhada. O pardmetro de b* do carpdéforo nédo foi significativamente diferente para as

duas espécies. Estes resultados estdo de acordo com o descrito na literatura para a cor das

43



Pesquisa de biocompostos em Boletus edulis e Boletus pinophilus com acédo anticancerigena

duas espécies (Dominguez, 2008), sugerindo uma maior quantidade de melaninas no
carpoforo do Boletus pinophilus.

Para o isolamento do material de alto peso molecular solivel em &gua da pelcula dos
carpéforos foi obtido em primeiro lugar o material insolivel em alcool (AIR) seguido por
extracdo do AIR com &gua quente e didlise do material através de uma membrana de 12-14
kDa. Como se pode observar na Tabela 7, o rendimento de AIR e de HMWM né&o diferiu
significativamente para os dois cogumelos. Como se pode observar ambos os cogumelos sao
constituidos maioritariamente por material insoltvel em alcool o que estd de acordo com o
elevado contetdo de polissacarideos provenientes das suas paredes celulares (Cardoso, 2011).
No entanto uma grande parte deste material € insolivel em 4gua, tendo-se apenas obtido em

média 16% de material de alto peso molecular solivel em agua quente (Tabela 7).

Tabela 7: Rendimentos obtidos para o isolamento do material, de elevado peso molecular,
soltvel em agua, dos carp6foros dos cogumelos.

AIR HMWM Fracéo 3
(9/100g peso seco) (971009 K?SRO) seco do (9/100g HMWM)
Boletus edulis 68,8 17,2 3,4
Eicr)mlg;[)filus 734 156 4,2

A composicdo do HMWM foi determinada inicialmente por anélise dos agUcares constituintes
apos hidrélise acida (Tabela 8). Como se pode observar ambos os carpéforos apresentavam
um elevado teor em agucares totais (38%), tendo sido observado novamente o “agucar”
desconhecido ao tempo de retencdo de aproximadamente 25 min, previamente relatado na
fracdo BE3 (Lemieszek, M.K,2013). O material solivel em &gua de elevado peso molecular
(HMWM) apresentou um teor de acgucares significativamente superior ao do carpoforo, de
Boletus edulis e de Boletus pinophilus, (BEc, BPc) com um teor médio de 68% de agucares,
apresentando novamente na sua constituicdo o acglcar desconhecido, embora com um teor
relativo mais baixo que o material original. A composi¢cdo em agucares do HMWM e do
carpéforo original é significativamente diferente, observando um enriquecimento em manose

e galactose no HMWM quando comparado com o material original.
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Tabela 8: Composigdo em Aglcares (g/100g) das amostras inicias(BEi=BEc¢;BPi=CBPc), BEWSM e BPWSM e
das fraces BE3 e BP3.

Fuc Gal Glc Man Xyl Total
BEi Inicial
(BEc 0,731 + 0,006 3,12+0,03 | 25,4+0,7 | 5,62+0,05 | 0,269+0,095 | 2,22+0,02 | 37,4%0,7
Carpdforo)
BPi inicial
(BPc 0,941+ 0,027 2,56+0,01 | 27,8+0,5 5,18+0,04 - | 2,44%0,17 38,4+0,7
Carpoforo)
BEHWSM 2,48+0,17 11,0+£0,8 | 30,6+0,9 19,9+1,6 - | 2,78x0,27 66,7+3,1
BPHWSM 3,67+0,23 9,19+0,45 | 32,9+2,9 20,7+3,8 - | 3,25%0,19 69,7£7,5
BE3 0,021 0,792 1,74 5,44 0,933 6,11 15,0
BP3 0,019 0,520 1,54 1,79 0,320 11,6 15,8
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Figura 18: Cromatograma da andlise de agucares por HPAEC do HMWM de Boletus edulis.
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Figura 19: Cromatograma da analise de agucares por HPAEC do material de elevado peso molecular
solivel em &gua do Boletus pinophilus.

Por forma a isolar a fracdo BE3 do HMWM de Boletus edulis e verificar a presenca de uma
fracdo semelhante no Boletus pinophilus, o0 HMWM foi sujeito a um fracionamento por
cromatografia de troca anidnica de acordo com o procedimento descrito por (Lemieszek et al.,
2013).

3.2 Fracionamento, do HMWM, por cromatografia de troca anionica

Como se pode observar na Figura 20, o fracionamento do HMWM obtido por extracdo com
agua quente do carpoforo do Boletus edulis, resultou em trés fracfes, uma ndo retida na
coluna de troca anidnica (BE1) e outras duas fracGes retidas na coluna de troca anidnica e
eluidas com concentracdes crescentes de NaCl (BE2 e BE3). O cromatograma obtido para o
HMWM do carpdforo de Boletus edulis (Fig. 20) é em tudo semelhante ao obtido para o

HMWM obtido para o cogumelo inteiro descrito anteriormente (Lemieszek et al., 2013).
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Figura 20: Cromatograma de cromatografia de troca idnica obtido no fracionamento do WSM de Boletus
edulis.

Como se pode observar na Figura 21, as fracfes BE1 e BE2 apresentam um elevado teor em

acucares, sendo a abundancia relativa de agucares na fracdo 3 menor que nas anteriores.
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Figura 21: Cromatograma obtido por andlise de aclcares das fracdes recolhidas apos
cromatografia de troca anionica do WSM de Boletus edulis.
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Como se pode observar na Figura 22, o fracionamento do HMWM obtido a partir do
carpoforo de Boletus pinophilus originou um cromatograma em tudo idéntico ao obtido
anteriormente para Boletus edulis, observando novamente uma fra¢éo néo retida na coluna de

troca anidénica (BP1) e outras duas fracOes retidas e eluidas com concentracdes crescentes de

NaCl (BP2 e BP3).
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Figura 22: Cromatograma de cromatografia de troca i6nica obtido no fracionamento do WSM de

Boletus pinophilus.

O perfil de acUcares observado anteriormente para as fragdes obtidas por cromatografia de
troca aniénica do HMWM de Boletus edulis é também semelhante ao obtido para Boletus
pinophilus, isto é, a fracdo ndo retida é rica em agucares, no entanto ndo se consegue observar

uma separacdo tdo clara entre a fragcdo BP2 e BP3, tendo a separagdo das fracdes sido

determinadas pelo perfil de absorvancia a 254 nm.
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Figura
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23: Cromatograma obtido por andlise de acuUcares das fracOes recolhidas ap6s
cromatografia de troca anionica do WSM de Boletus pinophilus

As fracoes BE3 e BP3 foram recuperadas em percentagens relativamente semelhantes

relativamente

a0 HMWM em média 4% (tabela 7) Na realidade o rendimento global do

fracionamento por cromatografia de troca aniénica ficou longe da recuperacao total tendo-se

em médio recuperado apenas 32 a 35% do material aplicado.

A analise de aclcares da fracdo BE3 e BP3 mostrou que a abundancia relativa em agucares

destas duas fracdes era semelhante e baixa, em média 15%, (Tabela 8), sendo o acucar

desconhecido o aclcar mais abundante em ambas as fracGes (6 e 12%,respetivamente), como

também se pode observar nos cromatogramas de andlise de aglcares destas duas fracdes
(Figs. 24 e 25).
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Figura 24: Cromatograma dos aglcares de BE3.
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Figura 25: Cromatograma dos aclcares de BP3.
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Como se pode observar dos resultados obtidos, o material BE3 e BP3 ndo apresenta um
elevado teor de agucares, apresentando no entanto uma coloragdo castanha, razao pela qual se

decidiu pesquisar a presenca de melaninas neste material.

3.3 Pesquisa de presenca de melaninas, nas fracdes BE3 e BP3

Como referido anteriormente, as fracdes BE3 e BP3 isoladas a partir dos carpdforos do
Boletus edulis e Boletus pinophilus apresentavam um teor de polissacarideos reduzidos,

apresentando na sua composi¢do um acucar de natureza desconhecida.

Na tentativa de identificar e encontrar outras biomoléculas nestas fraccGes, com elevado peso
molecular, com carga iénica, decidiu-se efetuar a anélise do teor de azoto (Tabela 9). Como se
pode observar as amostras de HMWM apresentam um elevado teor de azoto (~4%). De entre
as macromoléculas conhecidas, contendo azoto, a estarem presentes nos cogumelos teriamos
as proteinas e possivelmente as melaninas, como referido anteriormente.

Tabela 9: Valores de Azoto nas amostram BE e BP no WSM, calculado pelo
método de Dumas.

HMMW (9) Azoto/ (100g) de
Amostra
Boletus edulis 4,23
Boletus pinophilus 4,20

A andlise do espectro de ultravioleta visivel das fracbes de HMMW (Fig. 31) mostra que o
material apresenta uma absorvancia maxima a 254 nm; nao apresentando entdo um espectro
de ultravioleta tipico de proteina, eliminou-se entdo a hipotese da presenca destas no HMWM.
Optou-se pois pela pesquisa da presenca de eumelaninas no HMWM devido ao facto de estas
moléculas conterem azoto e apresentarem carga negativa, o que poderia explicar a sua
retencdo na coluna de troca anionica.Para a analise do contetudo de eumelaninas no HMWM,
este foi sujeito a oxidacgdo alcalina (Napolitano et al., 1996). De forma a verificar se 0 método
aplicado estava a funcionar corretamente, isolou-se a melanina da tinta de choco (Sepia
officinalis) (Magarelli et al., 2010) e procedeu-se a oxidagdo simultdnea desta melanina
utilizando-a como referéncia. Como se pode observar na figura 26a, o processo de oxidacéo

de melanina de Sepia officinalis, permitiu a libertagdo de PDCA e PTCA.
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Figura 26: Cromatogramas obtidos para 0s produtos de oxidacdo da melanina do choco. (a) e padrBes de
PDCA e PTCA (b) e (c) e respectivos espectros de ultravioleta-visivel (d) e (e).
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A identificacdo do PDCA e PTCA foi realizada por comparagdo dos tempos de retencdo dos
picos obtidos por oxidagdo da melanina do choco com padrbes de referéncia puros, e
comparacdo do espectro de ultravioletas correspondentes, aos picos identificados na amostra
oxidada de melanina de choco, com os espectros de ultravioleta dos mesmos padrfes puros
(Figs. 26 (b) e (d)).

O mesmo procedimento foi aplicado ao HMWM isolado dos carpdforos de Boletus edulis e
Boletus pinophilus (figuras 27 (a) e (b)). Como se pode observar, ndo foi possivel detectar os
dois monémeros (PDCA e PTCA) resultantes do processo de oxidacdo das eumelaninas.
Embora apareca um pico muito pequeno com um tempo de retencéo aproximado ao padréo de
PTCA, a sua baixa intensidade ndo permite a obtencdo de um espectro com definigdo

suficiente para a sua identificacdo inequivoca.

Desta forma conclui-se que 0 HMWM isolado dos carpéforos dos cogumelos Boletus edulis e

Boletus pinophilus ndo apresenta quantidades detetaveis de eumelaninas.

53



Pesquisa de biocompostos em Boletus edulis e Boletus pinophilus com acédo anticancerigena

2.200 AU BEWSM ‘v‘\/‘v’LE/g?mNM
9 - 4,000
1.500 —
1.000 —
1 PTCA
500 —
| min
-200 : I : I : I : I I :
0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 55,0
(@
- BPWSM EXT270NM
2.000 mAU WVL:270 nm
1 11 - 4,000
1.500 —
1.000 —
500 | PTCA
min
-200 I I I I :
0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 55,0
(b)

Figura 27: (a) Cromatograma obtido para os produtos de oxidacdo do extrato de BE3.
(b) Cromatograma obtido para os produtos de oxidacéo do extrato de PE3.
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3.4 Pesquisa de acidos nucleicos nas fracdes BE3 e BP3

De entre as macromoléculas contendo azoto e carga negativa restam entdo os acidos
nucleicos. No caso de serem &cidos nucleicos, estes ap6s hidrolise acida deverdo libertar
acucares, sendo a ribose no caso do ARN e a desoxirribose no caso do ADN (Zielonacka-lis,
1989). Desta forma foram injectados dois padrdes dos respectivos agucares para determinar o

tempo de retencdo de cada um deles no nosso sistema cromatogréafico. (Figs. 28 e 29)

350 ED 1

nC

2-DesoxiRibose - 6,033
300

2-DesoxiGlucose - 9,000

N

min

I
50,0 57,0

_50 T ‘ T T T T
0,0 10,0

I I I
20,0 30,0 40,0

Figura 28: Tempo de retencdo do padrao de desoxirribose no nosso sistema cromatografico.
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Figura 29: Tempo de retencdo do padrdo de ribose, no nosso sistema cromatografico

Como se pode observar na Figura 29, o tempo de retencdo da ribose é idéntico ao tempo de
retencdo do acuUcar desconhecido presente na amostra de BE3 e BP3, ndo se observando a
presenca de 2-desoxiribose nas amostras de BE3 e BP3 (Figs. 24 e 25) sugerindo entdo a
presenca de ARN. De seguida foi-se testar o processo de hidrdlise, utilizado para a analise de
acucares, para ver se se era capaz de libertar a ribose do ARN por utilizacdo de uma amostra
de ARN purificado (Fig. 30).
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Figura 30: Cromatograma de ribose (identificativo da libertacdo de ribose, a partir de ARN).

Como se pode observar, o processo de hidrélise utilizando ARN puro permitiu a libertacdo da
ribose. Este facto sugere entdo que o material presente nas fracdes BE3 e BP3 é na realidade
ARN, dado que o agucar desconhecido foi identificado como ribose.

Obteve-se, por nanodrop, o espectro de ultravioleta das fracGes, por forma a identificar a
natureza quimica dos acidos nucleicos, bem como, a sua concentracdo e pureza (Figura 31 e
Tabela 10). A leitura registada (valor maximo de absorvancia, para as duas amostras, para
radiacdo incidente de 260 nm) é indicativa da presenca de acidos nucleicos, que constituirdo,
entdo, as amostras BE3 e BP3 (Campos, 2005).

Como se pOde observar a concentracdo de ARN em ambas as frac¢des foi bastante elevada (a
solugdo original continha 1 mg da fracdo por mL de agua ultrapura). Embora a razéo
A260/A280 apresente um valor indicativo de um grau de pureza baixo. Esta afirmacdo €
consubstanciada, na literatura ciéntifica, por ser referido que o ADN puro apresenta uma
razdo A260/A280 de 1,8 e 0 ARN puro apresenta um valor de 2,0 para esta mesma razdo. No

entanto sabe-se que o pH da &gua e a sua forca idnica tem um efeito consideravel nesta razao
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(Wilfinger, Mackey, & Chomczynski, 1997), ndo sendo, na realidade, possivel atestar com
certeza a pureza do ARN presente nestas fracdes.

Como se pode observar na figura 31 registaram-se valores maximos de absorcao para radiacao
incidente A260, nas amostras BE3 e BP3.

16,26
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13|»5\bsurbance specirum|
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.00
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Comprimento de onda nm

Absorvancia

Figura 31: Espectros de Absorvancia em, espectroscopia de Ultravioleta Visivel (UV-
Vis), das amostras BE3 (linhas pretas e verdes) e BP3 (linha vermelha).

Tabela 10: Valores de absorvancia das Amostras BE3 e BP3 obtidos a 260 e a 280 nm e relagdes entre
valores obtidos.

Sample ID ng/ul A260 A280 260/280 260/230 |Constant.
BE3 532+16  |12,99+0,40(8,07+0,34| 1,57+0,02 | 2,09+0,04 40
BP3 589+2 14,73+0,0619,97+0,05| 1,48+0 | 2,09+0,04 40
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De seguida as fragcbes BE3 e BP3 foram sujeitas a eletroforese em gel de agarose, e
analisadas, tendo sido coradas com brometo de etidio (corante especifico para &cidos
nucleicos por intercalacdo das bases dos acidos nucleicos). Como se pode observar na figura
32, foi possivel visualizar duas bandas de grande intensidade com um tamanho inferior a 100
pares de base (pb).

WM BE3 BP3

Figura 32: Eletroforese em Gel de Agarose
WM banda BE3 e banda BP3, respetivamente
da esquerda para direita.

Os resultados obtidos para o gel de agarose demonstram a presenca de acidos nucleicos. Para
confirmar a identidade dos acidos nucleicos como ARN, como sugerido pelos resultados da
andlise de aclcares (elevada % de ribose registada em HPLC e ndo de desoxirribose), o

material foi tratado com DNAse I.

Né&o se tendo verificado alteracdo do perfil de acidos nucleicos, confirmou-se assim, ndo se

tratar de ADN e por exclusdo de partes sera ARN.

59



Pesquisa de biocompostos em Boletus edulis e Boletus pinophilus com acdo anticancerigena

0O A O A

Figura 33: Eletroforese em Gel de Agarose
de BE3 e BP3, respectivamente, original
(O) e apos (A) tratamento com a DNAse.

De forma a conhecer a sequéncia do ARN de ambas as espécies, Boletus edulis e de Boletus
pinophilus ,e qual a identidade que existird entre as sequéncias de ARN das duas espécies,
bem como para perceber qual a razdo para a fragdo BE3 apresentar tdo elevada atividade

antitumoral, procedeu-se a sintese do cDNA para posterior sequenciacao (Fig. 34)

Figura 34: Transcricdo reversa do ARN assinalado com a seta a vermelho. A nomenclatura
BE e BP corresponde a amostra utilizada e a nomenclatura, O e/ou H corresponde ao tipo de
priming utilizado, O- Oligo-dT e H- Random Hexamer.
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Foi possivel sintetizar com sucesso 0 cDNA com os dois tipos de primers utilizados. Como 0s
primers utilizados foram de sequéncia aleatéria (random hexamer e oligo-dT), ja que a
sequéncia das amostras BE3 e BP3 ndo € conhecida, a técnica de sequenciacgdo utilizada terad

de ser NexGen (NextGeneration), razdo pela qual ainda ndo temos os resultados.

3.4.1 Atividade Anti Tumoral das fracdes BE3 e BP3 para as células de carcinoma de
célon, HT29

As fracOes obtidas da purificacdo do material soluvel em agua (WSMdial) foram testadas no
que diz respeito a sua atividade antiproliferativa in vitro numa linha celular tumoral, células
cancerosas HT29, derivadas de células de cancro do colon. O efeito de fracbes BP3 e BE3,
medido atraves do teste de MTT, foi diferenciado.

Pelos resultados obtidos constata-se que a fraccdo de ARN isolado a partir do Boletus edulis
apresenta uma atividade proliferativa muito significativa, a medida que a concentracao
aumenta a atividade proliferativa das células tumorais diminui, dependendo assim a
capacidade de inibicéo da atividade proliferativa da quantidade de extrato aplicado, resultando
numa reducdo de quase 90% das células HT29 para a concentracdo de 250ug/mL (Fig. 35
(@)). No entanto a fracdo de ARN isolada a partir do Boletus pinophilus ndo apresenta a
mesma capacidade antiproliferativa (Fig. 35 (b)). A Inibicdo das células HT29 pelo BP3 foi
fraca (IC50 1364,7 pg/ml) no teste de MTT, contudo, no ensaio BrdU demonstrou inibigé&o
estatisticamente significativa da proliferacdo de células cancerigenas HT29 para 250 pug/ml de
BP3. O teste revelou também a estimulacdo da proliferacdo de células apds o tratamento com
25 pg/ml e 75 ug/ml de BP3.

Os gréaficos que se seguem (Fig. 35 (a) e (c)) referem-se a actividade antiproliferativa de BE3
e BS4, respetivamente, in vitro, na linha celular tumoral HT29 testadas em (Cardoso, 2011). O
gréafico da figura 35 (b) refere-se a actividade antiproliferativa de BP3,no teste MTT, efetuado

na nossa pesquisa.

61



Pesquisa de biocompostos em Boletus edulis e Boletus pinophilus com acédo anticancerigena

BE3 BP3

150

-
-
[=)

-
(=2
o o
1

( % of control )
cell proliferation

R gedek ek

cell viability

5
( % of control )

L]
o
1

I

T T T T T T T
0 1 10 25 50 75 100 250
o~y
S S BP3 [ug/mi]
& @@ ng
W\

() (b)
B&4
140
— 120 B
Egmu-
S £ god
EE :E- k%
Ef?- 40
S_,. 20 wEE * %
o L IO 5
EP PP
& &
a_-?‘ ) "? WD "l:'?
< Qa} QCDD‘ Q;E-P‘ Q‘-?P‘
(c)

Figura 35: (a) Acéo antiproliferativa nas linhas celulares HT29 de BE3. (b) Acéo antiproliferativa nas linhas
celulares HT29 de BP3. (c) Acéo antiproliferativa nas linhas celulares HT29 de BS4.
Nota: Utilizacdo do método MTT.

Estes resultados mostram que apesar de as duas fracgOes isoladas dos carpoforos dos
cogumelos de Boletus edulis e Boletus pinophilus serem ARN, estes ndo apresentam a mesma
acao antiproliferativa nas linhas celulares HT29, sugerindo que a sua estrutura quimica seja
importante, para a sua acdo antiproliferativa. Retomando os dados obtidos por Cardoso
(2012), verifica-se que o cogumelo Boletus spretus também contem ARN com uma atividade
antiproliferativa muito elevada para a mesmas concentragdes de extrato (Fig. 35 (a) e (c)) e na
mesma linha celular. Constata-se que para BS4 a composicdo em agulcares (tabela 11) é muito
semelhante a obtida para as fragdes BE3 e BP3 (tabela 8).
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Tabela 11: Composicéo e rendimento em agUcares da fragcdo BS4,isolada, do Boletus spretus (Cardoso, 2011).

Acucares (%)
Fracbes  (%0)? Fuc GIluN Gal Glc Man Desc. Total

BS4 7,02 Vest. Vest. 2,0 2,1 2,2 11 17,3

Estes resultados mostram que a fragdo de ARN com atividade antitumoral nédo é exclusiva do
Boletus edulis, ja& que esta também presente em Boletus spretus; no entanto nem todos 0s
Boletus parecem apresentar este ARN, com atividade antitumoral, ja que Boletus pinophilus
ndo a evidencia. Este facto reforca a ideia de que a estrutura quimica do ARN seréd

fundamental para a sua acéo antitumoral, sendo por isso necessarios mais estudos.

Anteriormente foi descrito na literatura o isolamento de um complexo ARN -proteina a partir
do extrato solGvel do Agaricus blazei (Takashi Mizuno et al., 1990). Esta fracdo obtida apds
purificacdo por dialise, cromatografia de troca anidnica, cromatografia de filtracdo em gel e
cromatografia de afinidade, apresentou uma atividade antitumoral elevadissima (95.44%) em
ratos ICR/JCL implantados com o Sarcoma 180 quando administrado intraperitonealmente.
Esta fragdo designada por FA-2-b-f apresenta um espectro de ultravioleta-visivel em tudo
semelhante ao obtido nas fracdes BE3 e BP3, apresentado também como aclcar maioritario a
ribose. Adicionalmente tem sido também reportado na literatura o isolamento de ARN de
cadeia dupla em cogumelos, concretamente em Agrocybe aegerita (Barroso & Labarére,
1990) e em cogumelos e esporos de Lentinus edodes (Ushiyama, Nakai, & Ikegami, 1977) e,
com atividades carcionoestaticas e antivirais (Tsunoda & Ishida, 1970). Alguns destes RNAs
demonstraram possuir atividades biologicas entre as quais atividade antivirica (Takehara,
Kuida, & Mori, 1979), estimulacdo do sistema imunitario (Mizoguchi, Katoh, Kobayashi,

Yamamoto, & Morisawa, 1987).
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3.5 Conclusdes

N&o se encontraram melaninas (PDCA e PTCA em quantidades detetaveis) nas fraccoes
extraidas de Boletus.Por outro lado pode-se dizer que a fracdo BE3, extraida do cogumelo
Boletus edulis, e que apresentou uma elevada atividade anticancerigena (~90%), contém
ARN.

Foi possivel também isolar ARN duma outra espécie, Boletus pinophilus, mas neste caso este
ndo apresentava atividade antitumoral significativa, no Teste BrdU. Este facto indica que,
muito provavelmente, a sequéncia ou conformacdo apresentada, pela molécula de ARN,
isolado a partir destes dois cogumelos, serd importante para a sua atividade antitumoral.

Serdo necessarios estudos posteriores para confirmar esta hipotese.

Nesses estudos sera essencial a sequenciacdo e analise do ARN dos diferentes Boletus (B.
edulis B. pinophilus e B. spretus),a repeticdo dos testes de inibi¢do da proliferacdo de células
cancerigenas,podendo também o estudo ser estendido a outras linhagens de células

cancerosas.

64



Referéncias

Adams, L. S., Phung, S., Wu, X,, Ki, L., & Chen, S. (2008). White button mushroom
(Agaricus bisporus) exhibits antiproliferative and proapoptotic properties and inhibits
prostate tumor growth in athymic mice. Nutrition and Cancer, 60(6), 744-756.
d0i:10.1080/01635580802192866

Akiyama, H., Endo, M., Matsui, T., Katsuda, I., Emi, N., Kawamoto, Y., ... Beppu, H.
(2011). Agaritine from Agaricus blazei Murrill induces apoptosis in the leukemic cell
line U937. Biochimica et Biophysica Acta, 1810(5), 519-525.
doi:10.1016/j.bbagen.2011.02.010

Asatiani, M. D., Wasser, S. P., Nevo, E., Ruimi, N., Mahajna, J., & Reznick, A. Z. (2011).
The Shaggy Inc Cap medicinal mushroom, Coprinus comatus (O.F.Mull.: Fr.) Pers.
(Agaricomycetideae) substances interfere with H202 induction of the NF-kappaB
pathway through inhibition of lkappaalpha phosphorylation in MCF7 breast cancer
cells. International Journal of Medicinal Mushrooms, 13(1), 19-25.

Barros, L., Baptista, P., Estevinho, L. M., & Ferreira, I. C. F. R. (2007). Bioactive properties
of the medicinal mushroom Leucopaxillus giganteus mycelium obtained in the
presence of different nitrogen sources. Food Chemistry, 105(1), 179-186.
doi:10.1016/j.foodchem.2007.03.063

Barroso, G., & Labarére, J. (1990). Evidence for viral and naked double-stranded RNAs in the
basidiomycete  Agrocybe aegerita.  Current  Genetics, 18(3), 231-237.
doi:10.1007/BF00318386

Begell, W. (2005). International Journal of Medicinal Mushrooms: Celebrating Seven Years.
International Journal of Medicinal Mushrooms, 7(3). Retrieved from
http://www.dl.begellhouse.com/journals/708ae68d64b17¢c52,0d0f121956dd501b,1de6
362256f0d395.html

Bell, A., & Wheeler, M. (1986). Biosynthesis and Functions of Fungal Melanins. Annual
Review of Phytopathology, 24, 411-451. doi:10.1146/annurev.py.24.090186.002211

Borchers, A. T., Krishnamurthy, A., Keen, C. L., Meyers, F. J., & Gershwin, M. E. (2008).
The Immunobiology of Mushrooms. Experimental Biology and Medicine, 233(3),
259-276. d0i:10.3181/0708-MR-227

Cai, X., Pi, Y., Zhou, X., Tian, L., Qiao, S., & Lin, J. (2010). Hepatoma Cell Growth
Inhibition by Inducing Apoptosis with Polysaccharide Isolated from Turkey tail
Medicinal Mushroom, Trametes versicolor (L.: Fr.) LIoyd (Aphyllophoromycetideae).
International ~ Journal of  Medicinal Mushrooms, 12(3), 257-263.
doi:10.1615/IntIMedMushr.v12.i3.40

Campos, L. S. (2005). Entender a bioquimica (5th ed.). Escolar Editora.

Capasso, L. (1998). 5300 years ago, the Ice Man used natural laxatives and antibiotics. The
Lancet, 352(9143), 1864. doi:10.1016/S0140-6736(05)79939-6

65



Pesquisa de biocompostos em Boletus edulis e Boletus pinophilus com acédo anticancerigena

Cardoso, C. S. P. (2011). Isolamento, Caracterizacdo Quimica e Avaliacdo da Actividade
Anti-Tumoral de Polissacarideos de Cogumelos Silvestres Comestiveis (Tese de
Mestrado em Biotecnologia e Qualidade Alimentar). Universidade de Tras-os-Montes
e Alto Douro, Vila Real.

Chan, Y.-Y., Chang, C.-S., Chien, L.-H., & Wu, T.-F. (2010). Apoptotic effects of a high
performance liquid chromatography (HPLC) fraction of Antrodia camphorata mycelia
are mediated by down-regulation of the expressions of four tumor-related genes in
human non-small cell lung carcinoma A549 cell. Journal of Ethnopharmacology,
127(3), 652-661. doi:10.1016/j.jep.2009.12.008

Chang, C.-Y., Huang, Z.-N., Yu, H.-H., Chang, L.-H., Li, S.-L., Chen, Y.-P., ... Chuu, J.-J.
(2008). The adjuvant effects of Antrodia Camphorata extracts combined with anti-
tumor agents on multidrug resistant human hepatoma cells. Journal of
Ethnopharmacology, 118(3), 387-395. doi:10.1016/j.jep.2008.05.001

Chang, H.-H., Chien, P.-J., Tong, M.-H., & Sheu, F. (2007). Mushroom immunomodulatory
proteins possess potential thermal/freezing resistance, acid/alkali tolerance and
dehydration stability. Food Chemistry, 105(2), 597-605.
doi:10.1016/j.foodchem.2007.04.048

Chang, H.-H., Hsieh, K.-Y., Yeh, C.-H., Tu, Y.-P., & Sheu, F. (2010). Oral administration of
an Enoki mushroom protein FVE activates innate and adaptive immunity and induces
anti-tumor activity against murine hepatocellular carcinoma. International
Immunopharmacology, 10(2), 239-246. doi:10.1016/j.intimp.2009.10.017

Chang, H.-M., & But, P. P. H. (1993). Pharmacology and Applications of Chinese Materia
Medica (Vol. 1). World Scientific.

Chen, J., & Seviour, R. (2007). Medicinal importance of fungal B-(1—3), (1—6)-glucans.
Mycological Research, 111(6), 635-652. doi:10.1016/j.mycres.2007.02.011

Chen, N.-H., & Zhong, J.-J. (2011). p53 is important for the anti-invasion of ganoderic acid T
in human carcinoma cells. Phytomedicine: International Journal of Phytotherapy and
Phytopharmacology, 18(8-9), 719-725. doi:10.1016/j.phymed.2011.01.011

Chen, W., Zhao, Z., Chen, S.-F., & Li, Y.-Q. (2008). Optimization for the production of
exopolysaccharide from Fomes fomentarius in submerged culture and its antitumor
effect in vitro. Bioresource Technology, 99(8), 3187-3194.
doi:10.1016/j.biortech.2007.05.049

Chen, W., Zhao, Z., & Li, Y. (2011). Simultaneous increase of mycelial biomass and
intracellular polysaccharide from Fomes fomentarius and its biological function of
gastric  cancer intervention. Carbohydrate  Polymers, 85(2), 369-375.
doi:10.1016/j.carbpol.2011.02.035

Chu, K. K. W,, Ho, S. S. S., & Chow, A. H. L. (2002). Coriolus versicolor: a medicinal
mushroom with promising immunotherapeutic values. Journal of Clinical
Pharmacology, 42(9), 976-984.

66



Referéncias

Coetze, J. C., & Wyk, A. van. (2009). The genus Calvatia (“Gasteromycetes”,
Lycoperdaceae): A review of its ethnomycology and biotechnological potential.
African Journal of Biotechnology, 8(22). doi:10.4314/ajb.v8i22.66089

Cui, F.-J., Li, Y., Xu, Y.-Y,, Liu, Z.-Q., Huang, D.-M., Zhang, Z.-C., & Tao, W.-Y. (2007).
Induction of apoptosis in SGC-7901 cells by polysaccharide-peptide GFPS1b from the
cultured mycelia of Grifola frondosa GF9801. Toxicology in Vitro: An International
Journal  Published in  Association with  BIBRA, 21(3), 417-427.
doi:10.1016/j.tiv.2006.10.004

Cui, J., & Chisti, Y. (2003). Polysaccharopeptides of Coriolus versicolor: physiological
activity, uses, and production. Biotechnology Advances, 21(2), 109-122.

DaSilva, E. J. (2005). Mushrooms in Medicine and Culture. International Journal of
Medicinal Mushrooms, 7(1-2), 75-78. doi:10.1615/IntIMedMushr.v7.i12.80

Delmanto, R. D., de Lima, P. L., Sugui, M. M., da Eira, A. F., Salvadori, D. M., Speit, G., &
Ribeiro, L. R. (2001). Antimutagenic effect of Agaricus blazei, Murrill mushroom on
the genotoxicity induced by cyclophosphamide. Mutation Research, 496(1-2), 15-21.

Denisova, N. P. (2010). History of the Study of Thrombolytic and Fibrinolytic Enzymes of
Higher Basidiomycetes Mushrooms at the V.L. Komarov Botanical Institute in Saint
Petersburg, Russia. International Journal of Medicinal Mushrooms, 12(3), 317-325.
doi:10.1615/IntIMedMushr.v12.i3.110

Dominguez, A. C. (2008). Guia de los boletos de Espafia y Portugal. Medina del Campo:
Nayade Producciones, S.L.

Ebina, T., & Fujimiya, Y. (1998). Antitumor effect of a peptide-glucan preparation extracted
from Agaricus blazei in a double-grafted tumor system in mice. Biotherapy
(Dordrecht, Netherlands), 11(4), 259-265.

Ebrahimzadeh, M. A., Nabavi, S. M., Nabavi, S. F., & Eslami, S. (2010). Antioxidant and
Free Radical Scavenging Activities of Culinary-Medicinal Mushrooms, Golden
Chanterelle Cantharellus cibarius and Angel’s Wings Pleurotus porrigens.
International  Journal of  Medicinal Mushrooms, 12(3), 265-272.
doi:10.1615/IntIMedMushr.v12.i3.50

Ey, J., Schomig, E., & Taubert, D. (2007). Dietary Sources and Antioxidant Effects of
Ergothioneine. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 55(16), 6466-6474.
doi:10.1021/jf071328f

Fantuzzi, E., Anastacio, L. R., Nicoli, J. R., de Paula, S. O., Arantes, R. M. E., da Matta, S. L.
P., & Vanetti, M. C. D. (2010). Aqueous Extract of Culinary-Medicinal Royal Sun
Mushroom, Agaricus brasiliensis S. Wasser et al. (Agaricomycetideae) Effects on
Immunodepression in Mice. International Journal of Medicinal Mushrooms, 12(3),
227-234. doi:10.1615/IntJIMedMushr.v12.i3.10

Grob, C. S., Danforth, A. L., Chopra, G. S., Hagerty, M., McKay, C. R., Halberstadt, A. L., &
Greer, G. R. (2011). Pilot study of psilocybin treatment for anxiety in patients with

67



Pesquisa de biocompostos em Boletus edulis e Boletus pinophilus com acédo anticancerigena

advanced-stage cancer. Archives of General Psychiatry, 68(1), 71-78.
doi:10.1001/archgenpsychiatry.2010.116

Gu, Y.-H., & Belury, M. A. (2005). Selective induction of apoptosis in murine skin carcinoma
cells (CH72) by an ethanol extract of Lentinula edodes. Cancer Letters, 220(1), 21—
28. doi:10.1016/j.canlet.2004.06.037

Gu, Y.-H., & Leonard, J. (2006). In vitro effects on proliferation, apoptosis and colony
inhibition in ER-dependent and ER-independent human breast cancer cells by selected
mushroom species. Oncology Reports, 15(2), 417-423.

Henson, J. M., Butler, M. J., & Day, A. W. (1999). THE DARK SIDE OF THE
MY CELIUM: Melanins of Phytopathogenic Fungi. Annual Review of Phytopathology,
37, 447-471. doi:10.1146/annurev.phyto.37.1.447

Hobbs, C. (1995). Medicinal mushrooms: an exploration of tradition, healing & culture.

Hseu, Y.-C., Chen, S.-C., Tsai, P.-C., Chen, C.-S., Lu, F.-J., Chang, N.-W., & Yang, H.-L.
(2007). Inhibition of cyclooxygenase-2 and induction of apoptosis in estrogen-
nonresponsive breast cancer cells by Antrodia camphorata. Food and Chemical
Toxicology: An International Journal Published for the British Industrial Biological
Research Association, 45(7), 1107-1115. doi:10.1016/j.fct.2006.12.012

Hsieh, T. C., & Wu, J. M. (2001). Cell growth and gene modulatory activities of Yunzhi
(Windsor Wunxi) from mushroom Trametes versicolor in androgen-dependent and
androgen-insensitive human prostate cancer cells. International Journal of Oncology,
18(1), 81-89.

Hsu, S.-C., Ou, C.-C., Li, J.-W., Chuang, T.-C., Kuo, H.-P., Liu, J.-Y., ... Kao, M.-C. (2008).
Ganoderma tsugae extracts inhibit colorectal cancer cell growth via G(2)/M cell cycle
arrest. Journal of Ethnopharmacology, 120(3), 394-401.
d0i:10.1016/j.jep.2008.09.025

Hsu, Y.-L., Kuo, P.-L., Cho, C.-Y., Ni, W.-C., Tzeng, T.-F., Ng, L.-T., ... Lin, C.-C. (2007).
Antrodia cinnamomea fruiting bodies extract suppresses the invasive potential of
human liver cancer cell line PLC/PRF/5 through inhibition of nuclear factor kB
pathway. Food and Chemical Toxicology, 45(7), 1249-1257.
doi:10.1016/j.fct.2007.01.005

Huang, H.-Y., Chieh, S.-Y., Tso, T. K., Chien, T.-Y., Lin, H.-T., & Tsai, Y.-C. (2011). Orally
administered mycelial culture of Phellinus linteus exhibits antitumor effects in
hepatoma cell-bearing mice. Journal of Ethnopharmacology, 133(2), 460-466.
doi:10.1016/j.jep.2010.10.015

Ito, S., & Wakamatsu, K. (2007). Chemistry of Melanins. In J. J. Nordlund, R. E. Boissy, V.
J. Hearing, R. A. King, W. S. Oetting, & J.-P. Ortonne (Eds.), The Pigmentary System
(pp. 282-310). Blackwell Publishing Ltd. Retrieved from
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/9780470987100.ch15/summary

68



Referéncias

Ito, S., Wakamatsu, K., d’ Ischia, M., Napolitano, A., & Pezzella, A. (2011). Structure of
melanins. In Melanins and Melanosomes: Biosynthesis, Biogenesis, Physiological,
and Pathological Functions (pp. 167-185). Jan Borovansky, Patrick A. Riley.

Jander-Shagug, G., & Masaphy, S. (2010). Free Radical Scavenging Activity of Culinary-
Medicinal Morel Mushrooms, Morchella Dill. ex Pers. (Ascomycetes): Relation to
Color and Phenol Contents. International Journal of Medicinal Mushrooms, 12(3),
299-307. doi:10.1615/IntIMedMushr.v12.i3.90

Kandefer-Szersen, M., Kawecki, Z., Salata, B., & Witek, M. (1980). Mushrooms as a source
of substances with antiviral activity. Acta Mycol, 16, 215-220.

Kim, C.-F., Jiang, J.-J., Leung, K.-N., Fung, K.-P., & Lau, C. B.-S. (2009). Inhibitory effects
of Agaricus blazei extracts on human myeloid leukemia cells. Journal of
Ethnopharmacology, 122(2), 320-326. doi:10.1016/j.jep.2008.12.025

Kim, H. S., Kim, J. Y., Kang, J. S., Kim, H. M., Kim, Y. O,, Hong, 1. P, ... Han, S.-B.
(2010). Cordlan polysaccharide isolated from mushroom Cordyceps militaris induces
dendritic cell maturation through toll-like receptor 4 signalings. Food and Chemical
Toxicology, 48(7), 1926-1933. doi:10.1016/j.fct.2010.04.036

Kim, J. H,, Lee, J. S., Song, K.-S., Kwon, C.-S., Kim, Y. K., & Kim, J.-S. (2004). Polyozellin
Isolated from Polyozellus multiplex Induces Phase 2 Enzymes in Mouse Hepatoma
Cells and Differentiation in Human Myeloid Leukaemic Cell Lines. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 52(3), 451-455. doi:10.1021/jf034748n

Kim, S. P., Kang, M. Y., Kim, J. H., Nam, S. H., & Friedman, M. (2011). Composition and
Mechanism of Antitumor Effects of Hericium erinaceus Mushroom Extracts in
Tumor-Bearing Mice. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 59(18), 9861—
9869. doi:10.1021/jf201944n

Kim, S.-H., Song, Y.-S., Kim, S.-K., Kim, B.-C., Lim, C.-J., & Park, E.-H. (2004). Anti-
inflammatory and related pharmacological activities of the n-BuOH subfraction of
mushroom Phellinus linteus. Journal of Ethnopharmacology, 93(1), 141-146.
doi:10.1016/j.jep.2004.03.048

Krzyczkowski, W., Malinowska, E., Suchocki, P., Kleps, J., Olejnik, M., & Herold, F. (2009).
Isolation and quantitative determination of ergosterol peroxide in various edible
mushroom species. Food Chemistry, 113(1), 351-355.
doi:10.1016/j.foodchem.2008.06.075

Kumari, M., Survase, S. A., & Singhal, R. S. (2008). Production of schizophyllan using
Schizophyllum commune NRCM. Bioresource Technology, 99(5), 1036-1043.
doi:10.1016/j.biortech.2007.02.029

Lai, L. K., Abidin, N. Z., Abdullah, N., & Sabaratnam, V. (2010). Anti-Human
Papillomavirus (HPV) 16 E6 Activity of Ling Zhi or Reishi Medicinal Mushroom,
Ganoderma lucidum (W. Curt.: Fr.) P. Karst. (Aphyllophoromycetideae) Extracts.
International ~ Journal  of  Medicinal Mushrooms, 12(3), 279-286.
doi:10.1615/IntIMedMushr.v12.i3.70

69



Pesquisa de biocompostos em Boletus edulis e Boletus pinophilus com acédo anticancerigena

Lam, Y. W., Ng, T. B., & Wang, H. X. (2001). Antiproliferative and Antimitogenic Activities
in a Peptide from Puffball Mushroom Calvatia caelata. Biochemical and Biophysical
Research Communications, 289(3), 744—749. doi:10.1006/bbrc.2001.6036

Lamaison, J.-L., & Polese, J.-M. (2005). Great encyclopaedia of mushrooms. Koenemann,
Koenigswinter.

Lavi, I, Friesem, D., Geresh, S., Hadar, Y., & Schwartz, B. (2006). An aqueous
polysaccharide extract from the edible mushroom Pleurotus ostreatus induces anti-
proliferative and pro-apoptotic effects on HT-29 colon cancer cells. Cancer Letters,
244(1), 61-70. doi:10.1016/j.canlet.2005.12.007

Lee, 1.-S., & Nishikawa, A. (2003). Polyozellus multiplex, a Korean wild mushroom, as a
potent chemopreventive agent against stomach cancer. Life Sciences, 73(25), 3225-
3234. doi:10.1016/j.1fs.2003.06.006

Lee, J. S.,, & Hong, E. K. (2010). Hericium erinaceus enhances doxorubicin-induced
apoptosis in human hepatocellular carcinoma cells. Cancer Letters, 297(2), 144-154.
doi:10.1016/j.canlet.2010.05.006

Lee, Y. S., Kim, Y. H., Shin, E. K., Kim, D. H., Lim, S. S,, Lee, J.-Y., & Kim, J.-K. (2010).
Anti-angiogenic activity of methanol extract of Phellinus linteus and its fractions.
Journal of Ethnopharmacology, 131(1), 56-62. doi:10.1016/j.jep.2010.05.064

Lemieszek, M. K., Cardoso, C., Nunes, F. H. F. M., Barros, A. I. R. N. A. de, Marques, G.,
Pozarowski, P., & Rzeski, W. (2013). Boletus edulis biologically active biopolymers
induce cell cycle arrest in human colon adenocarcinoma cells. Food & Function, 4(4),
575-585. d0i:10.1039/C2F030324H

Lemieszek, M., Langner, E., Kaczor, J., Kandefer-Szerszen, M., Sanecka, B., Mazurkiewicz,
W., & Rzeski, W. (2009). Anticancer Effect of Fraction Isolated from Medicinal Birch
Polypore  Mushroom,  Piptoporus  betulinus  (Bull.: Fr) P. Karst.
(Aphyllophoromycetideae): In Vitro Studies. International Journal of Medicinal
Mushrooms, 11(4), 351-364. doi:10.1615/IntIMedMushr.v11.i4.20

Li Dan, Zhao WenHong, Kong BaoHua, Ye Min, & Chen HaiRu. (2009). Inhibition effects of
the extract and polysaccharide in macrofungus on TMV. Journal of Yunnan
Agricultural University, 24(2), 175-180.

Li, G., Kim, D.-H., Kim, T.-D., Park, B.-J., Park, H.-D., Park, J.-1., ... Yoon, W.-H. (2004).
Protein-bound polysaccharide from Phellinus linteus induces G2/M phase arrest and
apoptosis in SW480 human colon cancer cells. Cancer Letters, 216(2), 175-181.
doi:10.1016/j.canlet.2004.07.014

Li, J., Li, P.,, & Liu, F. (2008). Production of theanine by Xerocomus badius (mushroom)
using submerged fermentation. LWT - Food Science and Technology, 41(5), 883-889.
doi:10.1016/j.Iwt.2007.05.020

Li, Y. R., Liu, Q. H., Wang, H. X., & Ng, T. B. (2008). A novel lectin with potent antitumor,
mitogenic and HIV-1 reverse transcriptase inhibitory activities from the edible

70



Referéncias

mushroom Pleurotus citrinopileatus. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - General
Subjects, 1780(1), 51-57. doi:10.1016/j.bbagen.2007.09.004

Li, Y.-G., Ji, D.-F., Zhong, S., Zhu, J.-X., Chen, S., & Hu, G.-Y. (2011). Anti-tumor effects of
proteoglycan from Phellinus linteus by immunomodulating and inhibiting Reg
IV/IEGFR/Akt signaling pathway in colorectal carcinoma. International Journal of
Biological Macromolecules, 48(3), 511-517. doi:10.1016/j.ijbiomac.2011.01.014

Liu, J., Jia, L., Kan, J., & Jin, C. (2013). In vitro and in vivo antioxidant activity of ethanolic
extract of white button mushroom (Agaricus bisporus). Food and Chemical
Toxicology, 51, 310-316. do0i:10.1016/j.fct.2012.10.014

Lorenzen, K., & Anke, T. (1998). Basidiomycetes as a source for new bioactive natural
products. Curr. Org. Chem., (2), 329-364.

Lukas, E., Ringler, R., Byerrum, R., Stevens, J., Clarke, D., & Stock, C. (1957). Tumor
inhibitors in Boletus edulis and other holobasidiomycetes. Antibiotic Chemotherapy, 7,
1-14.

Magarelli, M., Passamonti, P., & Renieri, C. (2010). Purification, characterization and
analysis of sepia melanin from commercial sepia ink (Sepia officinalis). Rev CES Med
Vet Zootec, 5(2), 18-28.

Masuda, Y., Inoue, M., Miyata, A., Mizuno, S., & Nanba, H. (2009). Maitake beta-glucan
enhances therapeutic effect and reduces myelosupression and nephrotoxicity of
cisplatin  in  mice. International Immunopharmacology, 9(5), 620-626.
d0i:10.1016/j.intimp.2009.02.005

Mattila, P., Lampi, A.-M., Ronkainen, R., Toivo, J., & Piironen, V. (2002). Sterol and vitamin
D2 contents in some wild and cultivated mushrooms. Food Chemistry, 76(3), 293—
298. d0i:10.1016/S0308-8146(01)00275-8

Mizoguchi, Y., Katoh, H., Kobayashi, K., Yamamoto, S., & Morisawa, S. (1987). Effects of
extract of cultured Lentinus edodes mycelia (LEM) on polyclonal antibody response
induced by pokeweed mitogen. Gastroenterologia Japonica, 22(5), 627-632.
d0i:10.1007/BF02776724

Mizuno, T. (1996). Development of antitumor polysaccharides from mushroom fungi. Foods
Food Ingred J Jpn., (167), 69-85.

Mizuno, T. (1999). The Extraction and Development of Antitumor-Active Polysaccharides
from Medicinal Mushrooms in Japan (Review). International Journal of Medicinal
Mushrooms,1(1).Retrievedfrom
http://www.dl.begellhouse.com/journals/708ae68d64b17c52,6f35eacf6176alb5,14d06
01215093423.html

Mizuno, T., Hagiwara, T., Nakamura, T., Tro, H., Shimura, K., Sumiya, T., & Asakura, A.
(1990). Antitumor Activity and Some Properties of Water-soluble Polysaccharides
from “Himematsutake,” the Fruiting Body of Agaricm blazei Murill. Agricultural and
Biological Chemistry, 54(11), 2889-2896. doi:10.1271/bbb1961.54.2889

71



Pesquisa de biocompostos em Boletus edulis e Boletus pinophilus com acédo anticancerigena

Napolitano, A., Pezzella, A., d’ Ischia, M., & Prota, G. (1996). New pyrrole acids by
oxidative degradation of eumelanins with hydrogen peroxide. Further hints to the
mechanism  of pigment breakdown. Tetrahedron, 52(26), 8775-8780.
doi:10.1016/0040-4020(96)00418-8

Ng, T. B.,, Lam, Y. W., & Wang, H. (2003). Calcaelin, a new protein with translation-
inhibiting, antiproliferative and antimitogenic activities from the mosaic puffball
mushroom Calvatia caelata. Planta Medica, 69(3), 212-217. doi:10.1055/s-2003-
38492

Oliveira, L. J. N., Rocha, I. M., & Guillo, L. A. (2004). Enzymatic activity assay of
tyrosinase. Rev. Bras. Farm., 85(1), 5-6.

Ooi, V. E. C,, & Liu, F. (1999). A Review of Pharmacological Activities of Mushroom
Polysaccharides. International Journal of Medicinal Mushrooms, 1(3). Retrieved from
http://www.dl.begellhouse.com/journals/708ae68d64b17c52,2c98ac0f52¢c728ab,769d9
9f35c042b93.html

Patel, S., & Goyal, A. (2012). Recent developments in mushrooms as anti-cancer
therapeutics: a review. 3 Biotech, 2(1), 1-15. doi:10.1007/s13205-011-0036-2

Paulino, W. R. (1998). Biologia Actual (10th ed., Vols. 1-3, Vol. 2). Sdo Paulo, Atica.

Pereira, E. A. P. C. (2011). Contribuicdo para a inventariacdo quimica e nutricional de
cogumelos do nordeste de Portugal (Mestrado em Qualidade e Seguranca Alimentar).
Instituto Politécnico de Braganga, Escola Superior Agréria, Braganga. Retrieved from
http://bibliotecadigital.ipb.pt/handle/10198/7644

Pillai, T. G., Nair, C. K. K., & Janardhanan, K. K. (2010). Enhancement of repair of radiation
induced DNA strand breaks in human cells by Ganoderma mushroom
polysaccharides.FoodChemistry,119(3),1040-1043.
doi:10.1016/j.foodchem.2009.08.013

Pirano, F. F. (2006). Emerging Antiviral Drugs from Medicinal Mushrooms. International
Journal of Medicinal Mushrooms, 8(2), 101-114. doi:10.1615/IntJIMedMushr.v8.i2.20

Pohleven, J., Obermajer, N., Sabotic, J., Anzlovar, S., Sepcié, K., Kos, J., ... Brzin, J. (2009).
Purification, characterization and cloning of a ricin B-like lectin from mushroom
Clitocybe nebularis with antiproliferative activity against human leukemic T cells.
Biochimica Et Biophysica Acta, 1790(3), 173-181. doi:10.1016/j.bbagen.2008.11.006

Radic, N., Jevnikar, Z., Obermajer, N., Kristl, J., Kos, J., Pohleven, F., & Strukelj, B. (2010).
Infuence of Culinary-Medicinal Maitake Mushroom, Grifola frondosa (Dicks.: Fr.)
S.F. Gray (Aphyllophoromycetideae) Polysaccharides on Gene Expression in Jurkat T
Lymphocytes. International Journal of Medicinal Mushrooms, 12(3), 245-255.
doi:10.1615/IntIMedMushr.v12.i3.30

Reshetnikov, S. V., & Tan, K.-K. (2001). Higher Basidiomycota as a Source of Antitumor
and Immunostimulating Polysaccharides (Review). International Journal of Medicinal
Mushrooms, 3(4), 34. doi:10.1615/IntJMedMushr.v3.i4.80

72



Referéncias

Ribeiro, B., Lopes, R., Andrade, P. B., Seabra, R. M., Gongalves, R. F., Baptista, P., ...
Valentdo, P. (2008). Comparative study of phytochemicals and antioxidant potential
of wild edible mushroom caps and stipes. Food Chemistry, 110(1), 47-56.
doi:10.1016/j.foodchem.2008.01.054

Saritha, B., & Pandey, M. (2010). Evaluation of Alternate Substrate Pasteurization
Techniques for Culinary-Medicinal White Oyster Mushroom, Pleurotus ostreatus var.
florida (Agaricomycetideae) Cultivation. International Journal of Medicinal
Mushrooms, 12(3), 309-316. doi:10.1615/IntIMedMushr.v12.i3.100

Silva, A. C., & Jorge, N. (2011). Cogumelos: compostos bioativos e propriedades
antioxidantes. UNOPAR Cient Ciénc Biol Saude, 13(ESP), 375-384.

Silva, D. D. D., Rapior, S., Fons, F., Bahkali, A. H., & Hyde, K. D. (2012). Medicinal
mushrooms in supportive cancer therapies: an approach to anti-cancer effects and
putative mechanisms of action. Fungal Diversity, 55(1), 1-35. d0i:10.1007/s13225-
012-0151-3

Singh, R. S., Bhari, R., & Kaur, H. P. (2010). Mushroom lectins: Current status and future
perspectives.  Critical ~ Reviews in  Biotechnology,  30(2), 99-126.
d0i:10.3109/07388550903365048

Song, T.-Y. Lin, H.-C., Yang, N.-C., & Hu, M.-L. (2008). Antiproliferative and
antimetastatic effects of the ethanolic extract of Phellinus igniarius (Linnearus: Fries)
Quelet. Journal of Ethnopharmacology, 115(1), 50-56. doi:10.1016/j.jep.2007.09.001

Stamets, P. (2005). Mycelium Running: How Mushrooms Can Help Save the World. Ten
Speed Press.

Standish, L. J., Wenner, C. A., Sweet, E. S., Bridge, C., Nelson, A., Martzen, M., ...
Torkelson, C. (2008). Trametes versicolor mushroom immune therapy in breast
cancer. Journal of the Society for Integrative Oncology, 6(3), 122-128.

Sullivan, R., Smith, J. E., & Rowan, N. J. (2002). Medicinal Mushrooms: Their therapeutic
properties and current medical usage with special emphasis on cancer treatments.
CancerResearchUK.Retrievedfrom:
https://www.academia.edu/305933/Medicinal_Mushrooms_Their_therapeutic_propert
ies_and_current_medical_usage_with_special_emphasis_on_cancer_treatments

Takehara, M., Kuida, K., & Mori, K. (1979). Antiviral activity of virus-like particles from
Lentinus edodes  (Shiitake). Archives of Virology, 59(3), 269-274.
doi:10.1007/BF01317423

Teplyakova, T. V., Psurtseva, N. V., Kosogova, T. A., Mazurkova, N. A., Khanin, V. A., &
Vlasenko, V. A. (2012). Antiviral Activity of Polyporoid Mushrooms (Higher
Basidiomycetes) from Altai Mountains (Russia). International Journal of Medicinal
Mushrooms, 14(1), 37-45. doi:10.1615/IntIMedMushr.v14.i1.40

Tomomatsu, H. (1994). Health effects of oligossaccharide. Food Technol., (9), 61-65.

73



Pesquisa de biocompostos em Boletus edulis e Boletus pinophilus com acédo anticancerigena

Tong, H., Xia, F., Feng, K., Sun, G., Gao, X., Sun, L., ... Sun, X. (2009). Structural
characterization and in vitro antitumor activity of a novel polysaccharide isolated from
the fruiting bodies of Pleurotus ostreatus. Bioresource Technology, 100(4), 1682—
1686. doi:10.1016/j.biortech.2008.09.004

Tsai, S.-Y., Tsai, H.-L., & Mau, J.-L. (2007). Antioxidant properties of Agaricus blazei,
Agrocybe cylindracea, and Boletus edulis. LWT - Food Science and Technology,
40(8), 1392-1402. doi:10.1016/j.Iwt.2006.10.001

Tsunoda, A., & Ishida, N. (1970). A mushroom extract as an interferon inducer. Ann. N.Y.
Acad. Sci., 173, 719-726.

Ushiyama, R., Nakai, Y., & lkegami, M. (1977). Evidence for double-stranded RNA from
polyhedral virus-like particles in Lentinus edodes (Berk.) Sing. Virology, 77(2), 880—
883. doi:10.1016/0042-6822(77)90512-8

Vaz, J. A., Heleno, S. A., Martins, A., Almeida, G. M., Vasconcelos, M. H., & Ferreira, I. C.
F. R. (2010). Wild mushrooms Clitocybe alexandri and Lepista inversa: in vitro
antioxidant activity and growth inhibition of human tumour cell lines. Food and
Chemical Toxicology: An International Journal Published for the British Industrial
Biological Research Association, 48(10), 2881-2884. doi:10.1016/j.fct.2010.07.021

Wang, Z., Luo, D., & Liang, Z. (2004). Structure of polysaccharides from the fruiting body of
Hericium  erinaceus  Pers.  Carbohydrate = Polymers, 57(3), 241-247.
doi:10.1016/j.carbpol.2004.04.018

Wasser, S. (2002). Medicinal mushrooms as a source of antitumor and immunomodulating
polysaccharides. Applied Microbiology and Biotechnology, 60(3), 258-274.
d0i:10.1007/s00253-002-1076-7

Wasser, S. P. (2010). Medicinal Mushroom Science: History, Current Status, Future Trends,
and Unsolved Problems. International Journal of Medicinal Mushrooms, 12(1), 1-16.
doi:10.1615/IntIMedMushr.v12.i1.10

Wasser, S. P. (2011). Current findings, future trends, and unsolved problems in studies of
medicinal mushrooms. Applied Microbiology and Biotechnology, 89(5), 1323-1332.
doi:10.1007/s00253-010-3067-4

Wasser, S. P., & Weis, A. L. (1999). Medicinal Properties of Substances Occurring in Higher
Basidiomycetes Mushrooms: Current Perspectives (Review). International Journal of
MedicinalMushrooms,1(1).Retrievedfrom:
http://www.dl.begellhouse.com/journals/708ae68d64b17¢c52,6f35eacf6176alb5,32650
72d688f53ee.html

Wilfinger, W. W., Mackey, K., & Chomczynski, P. (1997). Effect of pH and ionic strength on
the spectrophotometric assessment of nucleic acid purity. BioTechniques, 22(3), 474—
476, 478-481.

Wong, S.-M., Wong, K.-K., Chiu, L. C.-M., & Cheung, P. C.-K. (2007). Non-starch
polysaccharides from different developmental stages of Pleurotus tuber-regium
inhibited the growth of human acute promyelocytic leukemia HL-60 cells by cell-

74



Referéncias

cycle arrest and/or apoptotic induction. Carbohydrate Polymers, 68(2), 206-217.
doi:10.1016/j.carbpol.2006.12.018

Yang, S. (1998). The Divine Farmer’s Materia Medica: A Translation of the Shen Nong Ben
Cao Jing. Blue Poppy Enterprises, Inc.

Ye, L., Zhang, J., Zhou, S., Wang, S., Wu, D., & Pan, Y. (2009). Preparation of a novel
sulfated glycopeptide complex and inhibiting L1210 cell lines property in vitro.
Carbohydrate Polymers, 77(2), 276-279. doi:10.1016/j.carbpol.2008.12.031

Zaidman, B.-Z., Yassin, M., Mahajna, J., & Wasser, S. P. (2005). Medicinal mushroom
modulators of molecular targets as cancer therapeutics. Applied Microbiology and
Biotechnology, 67(4), 453-468. doi:10.1007/s00253-004-1787-z

Zeise, L., Murr, B. L., & Chedekel, M. R. (1992). Melanin standard method: particle
description. Pigment Cell Research / Sponsored by the European Society for Pigment
Cell Research and the International Pigment Cell Society, 5(3), 132-142.

Zhang, G.-Q., Wang, Y.-F., Zhang, X.-Q., Ng, T. B., & Wang, H.-X. (2010). Purification and
characterization of a novel laccase from the edible mushroom Clitocybe maxima.
Process Biochemistry, 45(5), 627—633. doi:10.1016/j.prochio.2009.12.010

Zhang, M., Cui, S. W., Cheung, P. C. K., & Wang, Q. (2007). Antitumor polysaccharides
from mushrooms: a review on their isolation process, structural characteristics and
antitumor activity. Trends in Food Science & Technology, 18(1), 4-19.
doi:10.1016/j.tifs.2006.07.013

Zheng, S., Li, C., Ng, T. B., & Wang, H. X. (2007). A lectin with mitogenic activity from the
edible wild mushroom Boletus edulis. Process Biochemistry, 42(12), 1620-1624.
doi:10.1016/j.procbio.2007.09.004

Zielonacka-lis, E. (1989). The Acidic Hydrolysis of Nucleosides and Nucleotides.
Nucleosides and Nucleotides, 8(3), 383—-405. doi:10.1080/07328318908054183

75



