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Resumo

Cantharellus cibarius € um cogumelo comestivel de amplo consumo devido as suas
propriedades sensoriais. Estudos prévios demonstraram que este cogumelo apresenta uma
elevada atividade antiproliferativa contra varias linhas celulares cancerigenas, sendo o principal
responsavel por esta acdo uma fracéo isolada por cromatografia de troca anionica, que os dados
disponiveis indicavam ser maioritariamente constituida por &cido ribonucleico (RNA).

Os principais objetivos deste estudo foram a confirmacdo da natureza da molécula
responsavel pela atividade antitumoral, observacdo da sua acéo, determinacdo da sequéncia de
nucledtidos constituintes do RNA em causa e execuc¢do de estudos preliminares relacionados
com potenciais locais da sua interacdo e acao na célula.

Os biopolimeros do Cantharellus cibarius foram inicialmente extraidos, isolados e
purificados, tendo-se obtido trés fragdes: CC1, CC2 e CC3, sendo esta ultima a fracdo que
apresentou capacidade antitumoral. De seguida, as fracdes foram caracterizadas quimicamente,
com especial enfoque na fracdo CC3. Foi realizada a analise da sua composi¢do em agucares,
acidos gordos e fosfolipidos e realizou-se um estudo inicial da sua natureza quimica rica em
acidos nucleicos atraves de metodologias como eletroforese em gel de agarose,
espectrofotometria UV-vis e FTIR. Apds sugestdo da presenca de RNA, realizou-se a sintese
de cDNA a partir do RNA isolado e a sua amplificacdo por DOP-PCR. De seguida procedeu-
se a clonagem dos produtos PCR obtidos e extracdo do DNA plasmidico dos clones positivos.
Estes foram sequenciados e as sequéncias obtidas foram analisadas bioinformaticamente de
modo a estudar o tipo de RNA presente. Adicionalmente, a fracdo CC3 foi colocada em
contacto com a linha celular Caco-2 de modo a verificar a sua acdo antitumoral sendo, de
seguida, executada a técnica de RNA-FISH de modo a observar a sua possivel incorporacao no
interior da célula. Com base na sequéncia mais conservada, e de forma ainda muito preliminar,
efetuou-se a sua sintese artificial (mimics). O mimics tem como finalidade ser, posteriormente,
utilizado em estudos celulares que permitam observar o fendtipo verificado diretamente a partir
de CC3.

A analise da composicdo em aclcares mostrou que o0 aglUcar maioritario presente na
fraccdo CC3 € a ribose, principal constituinte do RNA (também confirmado por
espectrofotometria UV-vis, eletroforese e FTIR). Através da sequenciacdo e posterior analise
bioinformatica foi possivel descobrir qual a sequéncia de RNA potencialmente responsavel por
esta atividade (CCTGCAGGTCGA-CTCTAGAGGATCCCCC-CGACTCGAGTCGG), sendo
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uma sequéncia de pequeno tamanho e com elevada percentagem de guaninas e citosinas,
formando, provavelmente, uma molécula com uma estrutura secundaria estavel. A fragdo em
estudo mostrou possuir atividade antitumoral, provocando a morte celular das células Caco-2
ao fim de 48h. Através do RNA-FISH foi possivel verificar que o RNA presente em CC3 se
incorpora nas celulas atravessando tanto a membrana celular como nuclear, acumulando-se no
citoplasma e no nucleo das mesmas.

O C. cibarius revelou apresentar componentes com atividade anticancerigena e, uma vez
descoberta a sequéncia de RNA alvo e demonstradas as suas interacdes com a célula, este
trabalho torna-se bastante promissor para a futura sintese artificial deste RNA, sem recorrer ao
cogumelo, uma vez que este nao € cultivavel, podendo, num futuro proximo, proceder-se a sua

sintese artificial e posterior incorporagdo em farmacos.

Palavras-chave: Cantharellus cibarius; atividade anticancerigena; acidos nucleicos, RNA,
sequenciacao; mimics.
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Abstract

Cantharellus cibarius is an edible mushroom of ample consumption due to its sensorial
properties. Previous studies revealed that this mushroom has a high antiproliferative activity
against several cancer cell lines. The main responsible for this action is a fraction, isolated by
anion exchange chromatography, wich availablge data indicated to be mainly composed by
ribonucleic acid (RNA).

The main objectives of this study were to confirm the nature of the molecule carrying
antitumor activity, to observe its action, to determine its nucleotide sequence and to carry out
preliminary studies related to potential sites of its interaction and action in the cell.

Extraction, isolation and purification of Cantharellus cibarius biopolymers was
performed, from which three fractions were obtained: CC1, CC2 and CC3. CC3 is the fraction
that shows antitumor activity. Afterwards, the fractions were chemically characterized, with a
special focus on the CC3. Its composition in sugars, fatty acids and phospholipids was analyzed.
and a detailed analysis of nucleic acids was carried out by UV-vis spectrophotometry, agarose
gel electrophoresis and FTIR. After the suggestion of RNA presence, the cDNA synthesis from
the isolated RNA and its amplification by DOP-PCR was performed. Then, the obtained PCR
products were cloned and the plasmid DNA from the positive clones was extracted. These were
sequenced. The obtained sequences were analyzed bioinformatically in order to verify the type
of this RNA. Moreover, the isolated fraction was placed in contact with cancer cell lines,
namely colorectal cancer cells (Caco-2) followed by RNA-FISH methodology in order to detect
and localize the RNAs within the cells. Based on the most conserved sequence, and still very
preliminary, its artificial synthesis (mimics) was performed. Mimics is intended to be used in
cellular studies that allow to observe the phenotype verified directly from CCa3.

The analysis of the composition in sugars showed that the major sugar present in CC3 is
ribose, the main constituent of the RNA (also confirmed by UV-vis spectrophotometry,
electrophoresis and FTIR). Through sequencing and subsequent bioinformatic analysis it was
possible to find out which RNA sequence is responsible for this activity (CCTGCAGGTCGA-
CTCTAGAGGATCCCCC-CGACTCGAGTCGG). It is a sequence with small size and high percentage of
guanines and cytosines, probably forming a molecule with a stable secondary structure. The
fraction under study shows antitumor activity since cell death of Caco-2 cells occurred in
contact with it after 48h. Through RNA-FISH, it was possible to observe that the RNA present

XV



in CC3 is incorporated into cells. This RNA is capable to crossing both cellular and nuclear
membranes and accumulating in the cytoplasm and nucleus of the cells.

C. cibarius revealed to have compounds with anticancer activity. Once the target RNA
sequence has been discovered and its interactions with the cell demonstrated, this work becomes
very promising for future artificial synthesis of this RNA (without resorting to the mushroom
once that it is not cultivable). Thus, in the future, it will be possible to proceed to its artificial

synthesis and subsequent incorporation into drugs.

Keywords: Cantharellus cibarius; anticancer activity; nucleic acids, RNA, sequencing;

mimics.
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1.1. A historia dos cogumelos

Hoje, sabe-se que a producdo de medicamentos, nomeadamente antibidticos, seria
inconcebivel sem a presencga de fungos microscopicos tais como Penicillium notatum do qual
se obtém o antibidtico penicilina (Foster e Woodruff, 1943). No entanto, também os fungos
macroscopicos, principalmente os Basidiomycetes, nos quais se inserem 0s cogumelos,
demonstram ter cada vez mais interesse, uma vez que pesquisas recentes tém evidenciado varias
propriedades terapéuticas dos mesmos (Cargill, 2016; Wasser, 2014).

A utilizacdo de cogumelos, ndo sé na alimentacdo mas também em terapias tradicionais
antigas e em cerimonias religiosas (Li et al., 2016), remonta aos periodos do Neolitico e
Paleolitico, ndo sendo uma pratica exclusiva do povo Europeu (Cargill, 2016; Wani et al., 2010;
Wasser, 2014).

A primeira evidéncia arqueoldgica que comprova a utilizagdo de cogumelos pela
humanidade na Europa foi a descoberta de uma tigela de comida (perto de Nola, Italia), que
remonta a Idade do Bronze (3300 antes de Cristo (a.C.)), na qual foram encontrados residuos
de cogumelos (Li et al., 2016). Também referente a mesma época (3300 a.C.), foi encontrada,
em 1991, uma mumia naturalmente preservada num glaciar nos Alpes de Venoste (fronteira da
Austria com a Itélia), ao qual chamaram de “Otzi, O Homem do Gelo”. Este trazia consigo duas
espécies de cogumelos: Piptoporus betulinus, utilizado pelas suas propriedades antibioticas e
Fomes fomentarius, utilizado para fazer fogo (Cargill, 2016; Li et al., 2016). Mais
recentemente, entre 2010 e 2013, numa gruta em Cantabria, Espanha (EI Miron Cave), foram
descobertos 0ssos humanos, com cerca de 18700 anos, de uma mulher apelidada por “The Lady
Red”, que continha vestigios de varios alimentos, incluindo cogumelos, nos seus dentes. Esta €
a evidéncia mais antiga que foi encontrada até hoje (Straus et al., 2015).

E sabido que, no Ocidente, os Gregos e 0s Romanos usavam varias espécies de cogumelos
para a cura de determinadas enfermidades. Considerados como luxuria, eram apenas reservados
para a nobreza pelo que os imperadores proibiam o povo de se alimentarem dos mesmos ou de
os utilizarem para os mais diversos fins (San, 2015a). Dando énfase a esta crenca, em 455 a.C.,
Hipdcrates, reconhecido hoje como o "pai da medicina moderna”, mencionou o uso de

cogumelos para estimular certos pontos no tratamento de doencas renais cronicas, através da




Capitulo 1: Introducéo geral

sua aplicacdo (aquecida) em zonas especificas do corpo. No entanto, no século | depois de
Cristo (d.C.), Dioscérides, um médico do exército de Nero, publicou o seu trabalho “De Materia
Medica”, no qual divulgava que os cogumelos eram dificeis de digerir e venenosos, sendo as
Unicas espécies comestiveis Fomitopsis officinalis e Laricifomes officinalis. Devido a influéncia
desta publicagéo, o uso de cogumelos, quer como fonte alimentar quer como fonte medicinal,
passou a ser praticamente nulo até ao século XX d.C. (Jakapovich, 1999; Wani et al., 2010).
Com o decorrer dos anos, 0 uso de cogumelos tem-se expandido, ndo s6 como produtos
alimentares, mas também como fonte de produtos farmacéuticos e cosmecéuticos. Muitos
investigadores documentaram que 0s cogumelos comestiveis sdo fonte de uma enorme
variedade de compostos nutracéuticos, como os polissacarideos, fibras dietéticas, terpenos,
péptidos, glicoproteinas, elementos minerais, acidos gordos e antioxidantes (Rathore et al.,
2017) como sera abordado no topico 1.5. E de notar que, por detras do conhecimento e do uso
que se faz hoje em dia das qualidades medicinais de algumas espécies de cogumelos, existem
milhares de anos de medicina tradicional e de investigacdo cientifica que contribuiram para
uma melhoria crescente da satde do individuo e da comunidade. Espera-se que, com 0 passar
dos anos, todas estas contribui¢fes permitam a entrada em massa de produtos de origem natural

para a manutencdo da saude, aumentando a qualidade e esperanca média de vida.

1.2 Cogumelos como alimentos funcionais

O inicio do seculo XXI é marcado por um aumento da esperanca média de vida assim
como um grande interesse, por parte dos media, relativamente a questGes relacionadas com a
salde e o bem-estar, o que tem levado a um interesse crescente por parte dos consumidores no
que toca a compra de produtos alimentares cujas fungdes vdo muito além do sabor e valor
nutricional. H4 um aumento da procura de alimentos que apresentem propriedades promotoras
da satde tais como o controlo, a prevencéo e o tratamento de determinado tipo de doencas — 0s
chamados “alimentos funcionais” - propriedades estas que poderdo ndo estar presentes nos
alimentos convencionais (Pappalardo e Lusk, 2016; Silva et al., 2016).

O termo “alimento funcional” surgiu no Japdo em 1985, tendo sido definido como
“produtos alimentares fortificados com componentes que possuem efeitos fisiologicos
vantajosos” (Kozonova e Povarona, 2015; Pappalardo e Lusk, 2016), sendo que este é o Unico
pais em que o conceito esta bem estabelecido. Nos restantes paises, apesar de ainda nao existir

uma definicdo exata, a mais aceite parece ser: “Alimentos que, fazendo parte da vida quotidiana,
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sdo consumidos de forma regular em quantidades normais e ndo toxicas. Promovem um
beneficio clinicamente comprovado para a saude, nomeadamente no que toca a prevencao e
tratamento de doencas crénicas e acdo sobre determinadas funcbes alvo do organismo”
(Martirosyan e Singh, 2015; Silva et al., 2016).

Os elementos chave na eficacia dos alimentos funcionais sdo designados de “compostos
bioativos”. Estes sdo os verdadeiros responsaveis pelo desenvolvimento de uma determinada
acao no organismo, podendo esta ser positiva ou negativa e estando dependente da substancia
em causa, dose e biodisponibilidade da mesma (Guaadaoui et al., 2014). Os compostos
bioativos incluem uma enorme variedade de classes de compostos tais como compostos
fendlicos, lipidos, proteinas e péptidos e hidratos de carbono (HC) sendo que a sua quantidade
é responsavel pela conversédo de alimentos convencionais em funcionais (Biesalski et al., 2009;
Martirosyan e Singh, 2015).

Apesar das suas propriedades terapéuticas, os alimentos funcionais sdo regulados e
classificados de forma diferente comparativamente com o0s medicamentos e alimentos
medicinais (Figura 1.1) pois, enquanto que 0s primeiros podem ser consumidos sem restricoes
no dia-a-dia, os segundos apenas devem ser consumidos em casos especificos e sob supervisdo
médica. Para além disso, 0 investimento e complexidade dos produtos de origem
farmacéutica/sintética sdo muito mais elevados do que os produtos de origem natural

(Kozonova e Povarona, 2015).

Farmacéutica

Alimentos medicinais

Alimentos funcionais

Suplementos diatéticos

) S—
01USWIIS3AUI 3 apepgxa|dwo>

Alimentos de origem animal

p "y

A

Figura 1.1: Piramide demonstrativa da complexidade e investimento dos diferentes tipos de produtos
comercializados. Os alimentos funcionais demonstram ter uma menor complexidade e investimento quando
comparados com produtos de origem farmacéutica tornando-se, por isso, mais vantajosos neste sentido. Adaptado
de Kozonova e Povarona, 2015.




Capitulo 1: Introducéo geral

O mercado dos alimentos e ingredientes funcionais tem crescido exponencialmente ao
longo dos Gltimos anos devido ao crescente interesse por parte dos consumidores em adotar um
estilo de vida e dieta saudaveis (Silva et al., 2016) sendo que, apesar do prego ser um fator
decisivo, os mesmos estdo dispostos a pagar um valor mais elevado por estes produtos
(Pappalardo e Lusk, 2016). O Japéo continua a ser o pais onde mais alimentos funcionais séo
vendidos (cerca de 40%), seguido dos Estados Unidos da América (cerca de 38%). O mercado
Europeu tem vindo a crescer ao longo dos anos contando atualmente com cerca de 20%
(Kozonova e Povarona, 2015). Hodiernamente, unem-se esforgos para incorporar ingredientes
funcionais, tais como compostos bioativos purificados ou extratos concentrados de fontes
naturais, em determinados alimentos, de modo a promover novas categorias de produtos
funcionais e novas oportunidades comerciais. Para além disso, outro objetivo é o uso de
tecnologias tais como o microencapsulamento, nanoencapsulamento e o uso de emulsées de
modo a mascarar caracteristicas desagradaveis (sabor e odor), evitar a interacdo do material de
interesse com ingredientes bioativos presentes noutros alimentos e condigdes ambientais
adversas (teor de oxigénio, luz e pH) que poderiam levar a sua degradacdo e promover uma
libertacdo controlada do composto bioativo, conduzindo-o ao local correto no tempo correto
(Silva et al., 2016).

Os niveis e locais de atuacdo dos alimentos funcionais sdo varios pelo que podem intervir,
por exemplo, na flora intestinal, no metabolismo da glucose e no metabolismo dos lipidos
(Giacco et al., 2013). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), grande parte da
populacdo mundial faz uso dos compostos bioativos presentes nos alimentos como cuidado de
salde primario (Silva et al., 2016). Estes compostos tém sido cada vez mais estudados pelas
industrias farmacéuticas e por investigadores em ensaios clinicos (Kozarski et al., 2015;
Rathore et al., 2017) na medida em que demonstram ser capazes de influenciar beneficamente
parametros metabolicos e doencas crénicas como € o caso da diabetes do tipo 2, doenca
cardiovascular e alguns tipos de cancro, possibilitam um melhor desenvolvimento e
crescimento (através da dieta da mde durante a gravidez e alimentacdo das criancas e
adolescentes), promovem a manutencdo da funcdo imunitaria, da sadde gastrointestinal, da
salde mental, da saude no envelhecimento e do desempenho fisico e sdo ainda capazes de
reduzir o risco de obesidade, na medida em que permitem uma bioregulacdo do apetite
(European Commission, 2010).

Devido a sua composicdo com elevadas quantidades de proteina, baixos niveis de

gordura, elevada proporcao de acidos gordos insaturados e baixa quantidade de calorias, 0s
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cogumelos tornaram-se excelentes alimentos para introduzir na dieta alimentar (Kozarski et al.,
2015). No entanto, como j& foi referido anteriormente, ha centenas de anos que o uso dos
mesmos ndo se destina apenas a culinéria pois varias espécies tém vindo a ser usadas também
com fins terapéuticos (Muszynska et al., 2016; Ng et al., 2016) devido as propriedades dos seus
constituintes (HC, proteinas e aminoacidos (aa), vitaminas, minerais, acidos nucleicos, lipidos,
compostos fendlicos, enzimas e compostos indélicos), que tém demonstrado ser benéficos para
o organismo (Kozarski et al., 2015; Muszynska et al., 2016; Reis et al., 2017), como sera
abordado, posteriormente, no tépico 1.5.

Apesar da pesquisa relativamente a acédo do cogumelo Cantharellus cibarius (utilizado
neste estudo) ser excassa, sabe-se que este apresenta uma elevada variedade de compostos
bioativos assim como varias propriedades benéficas para a salde, nomeadamente atividade
antiproliferativa contra células cancerigenas (Muszynska et al., 2016; Vamanu e Nita, 2014).

1.3.  Consumo e cultivo de cogumelos no mundo

Atendendo ao elevado interesse por parte da populacdo mundial neste tipo de alimentos,
tem-se verificado, ao longo dos anos, um crescente interesse no cultivo dos mesmos de modo a
diminuir a apanha selvagem e a aumentar a preservacdo de algumas espécies. Neste aspeto,
avaliando o periodo decorrente entre os anos 2004 e 2014, o mercado asiatico foi o mais
influente, sendo também o principal produtor, como € possivel verificar na Figura 1.2 (Food
and Agriculture Organization of the United Nations (FAO), 2017).

6,5% 0,2%

21,3%
71,2%

HAsia ®Europa ®América uOceania ® Africa

Figura 1.2: Cultivo médio de cogumelos (em percentagem), por continente, entre os anos 2004 e 2014.
Adaptado de Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO), 2017.
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E de realcar paises como a China, o maior produtor de cogumelos do mundo (Figura 1.3),
em que o cultivo aumentou cerca de 150 vezes nos ultimos 25 anos. Em 2013, a China foi
responsavel por cerca de 85% da producao total de cogumelos sendo que, destes, apenas 5%
foram exportados e o resto foi utilizado para consumo préprio (San, 2015b). O sucesso deste
cultivo deve-se ao facto de haver um maior interesse em juntar este alimento ao cardapio diario
e devido a relutdncia, cada vez maior, por parte da populacdo, no que toca a apanha de
cogumelos selvagens ou compra dos mesmos devido a, por vezes, ndo ser facil distinguir
espécies comestiveis de espécies venenosas. Para além disso, este cultivo reforca os meios de
subsisténcia pois gera uma fonte rapida de nutrientes e de rendimento. Para produtores mais
pequenos, o cultivo de cogumelos faculta a oportunidade de, através da reciclagem da matéria
organica, melhorar a sustentabilidade dos sistemas de produc¢do uma vez que esta pode ser usada
como substrato de crescimento (fertilizante) para outras culturas (Marshall e Nair, 2009).

(O [
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Figura 1.3: Producéo média de cogumelos (em milhdes de toneladas), em diferentes paises, entre os anos de
2004 a 2014. Adaptado de Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAQ), 2017.

Durante muitos anos, os cogumelos foram classificados como sendo vegetais, no entanto,
a partir da década de 60, foram colocados num reino auténomo, denominado, segundo a
classificacdo de Whittaker modificada por reino Fungi (Alexopoulos et al., 1996), no qual sdo
definidos como seres eucariotas que ndo possuem celulose na sua parede celular sendo esta
constituida, geralmente, por a-quitina. S&o heterotroficos, ndo produzem clorofila e obtém o
seu alimento por absorcédo e armazenamento de glicogénio como substancia de reserva (Kirk et
al., 2008). Podem ser classificados de trés modos diferentes de acordo com a forma como obtém

0s nutrientes: Saprobios - produzem enzimas que hidrolisam a matéria organica em

8



Capitulo 1: Introducéo geral

decomposicao que os rodeia. Podem ser colhidos na forma selvagem mas sdo muito valorizados
como alimentos e medicamentos na sua forma cultivada; Simbidticos - crescem em associacéo
(simbiose) com outros organismos formando, normalmente, micorrizas em arvores. O fungo
ajuda a arvore a recolher agua e fornece nutrientes provenientes do solo aos quais ela ndo
consegue ter acesso e, em troca, a arvore fornece nutrientes essenciais ao crescimento do fungo.
Como exemplo, Cantharellus e Amanita; Parasitas - vivem em associacdo com animais ou
plantas dos quais retiram 0 meio para a sua sobrevivéncia, prejudicando, normalmente, o
organismo hospedeiro (Marshall e Nair, 2009).

Os fungos simbidticos, especificamente, os cogumelos, sdo seres produtores de esporos
e, para tal, possuem uma estrutura chamada de corpo de frutificagdo, sendo esta a estrutura
essencial da sua reproducdo. O principal responsavel pelo crescimento vegetativo é o micélio,
estrutura formada a partir de uma rede de filamentos ramificados chamados de hifas. Como
podemos ver na Figura 1.4, os esporos séo transportados pelo vento e, se pousarem num local
favoravel, germinam desenvolvendo o micélio (1). Dois micélios fundem-se e, caso as
condicdes permanecam humidas, os corpos de frutificacdo conseguem evitar o ataque por parte
de insetos e crescem até ao tamanho maximo num espaco de quinze dias (2). Por fim, a arvore
e o fungo entram em contacto estabelecendo entdo uma relacdo de simbiose (3) (Marshall e
Nair, 2009).

Corpo de
frutificacdo

Esporos

Micélio

Figura 1.4: Ciclo de vida dos cogumelos (simbidticos). 1 — Os esporos sdo transportados pelo vento; 2 — Ocorre
fusdo entre dois micélios; 3 — Verifica-se uma relacdo de simbiose entre o hospedeiro e o fungo. Adaptado de
Marshall e Nair, 2009.
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1.4. Cantharellus cibarius — O cogumelo em estudo

Cantharellus é um género (Tabela 1.1) de cogumelo selvagem que engloba cerca de 149
espécies. A mais conhecida e difundida é Cantharellus cibarius, descoberto em 1821 por Elias
Magnus Fries (Kirk, 2017).

Tabela 1.1: Classificagdo taxonémica de Cantharellus cibarius. Adaptado de Kirk, 2017.

Reino Fungi
Filo Basidiomycota
Classe Agaricomycetes
Ordem Cantharellales
Familia Cantharallaceae
Género Cantharellus
Espécie Cantharellus cibarius

S&o fungos ectomicorrizicos (Muszynska et al., 2016) que podem ser observados na
primavera, verdo ou outono (Melo, 2010), tém hospedeiros apropriados em arvores como 0
pinho, o carvalho, o carpino e o abeto vermelho e podem ser encontrados em florestas e bosques
da Africa, América do Norte, Asia (incluindo regides norte como os Himalaias e Yunnan, na
China), Europa e Macaronesia (Acores, Madeira, Cabo Verde e Canérias) (Falandysz e
Drewnowska, 2015; Melo, 2010; Muszynska et al., 2016).

C. cibarius, conhecido como “Girolle” em franga, “Capo gallo” em Italia, “Yumurta
mantari” na Turquia ou “Chantarelle/Golden chantarelle” na Gra-Bretanha (Kozarski et al.,
2015) é um cogumelo com um pé de aproximadamente 2-8 x 0,5-3 cm que se vai tornando mais
fino desde o topo até a base. Tem um chapéu com cerca de 2-12 cm de diametro, de forma
convexa enguanto ainda é um cogumelo jovem (1), passando depois, em adulto (2), a possuir

margens enroladas e onduladas (Figura 1.5) (Melo, 2010; Silva et al., 2013).

Figura 1.5: Cantharellus cibarius em duas fases de crescimento: jovem (1) e adulto (2). Fotografado por
Andreas Kunze, 2007.

10



Capitulo 1: Introducdo geral

Este cogumelo, com cor variavel entre os tons amarelo-claro e 0 amarelo-gema-de-ovo,
é largamente apreciado pelos consumidores devido ao seu odor frutado (péssego/alperce) e
sabor adocicado, podendo por vezes ser um pouco amargo ou apimentado, travo este que
desaparece quando cozinhado. Devido a estas caracteristicas, é vastamente utilizado na
culinéria e de vérias formas: frito, assado, cozido, em omeletes, sopas ou molhos (Kozarski et
al., 2015; Muszynska et al., 2016; Silva et al., 2013).

Em consequéncia do elevado interesse neste cogumelo por parte da populacéo, estima-
-se que sejam consumidas, anualmente, entre 15000 a 20000 toneladas do mesmo em todo o
mundo (Muszynska et al., 2016). O maior exportador de cogumelos é a Polénia sendo que, em
2012, foram colhidas 5943 toneladas de cogumelos selvagens das quais 3980 toneladas eram
de C. cibarius com destino, principalmente, a Alemanha, Franca e USA (Falandysz e
Drewnowska, 2015; Muszynska et al., 2016).

De modo a dar resposta a quantidade de encomendas, e devido ao facto de ser um
cogumelo com varias caracteristicas vantajosas tais como a sua firmeza, durabilidade e
resisténcia a bactérias e vermes (em consequéncia da sua estrutura densa) (Muszynska et al.,
2016), tém-se tentado o cultivo de C. cibarius, no entanto, sem sucesso (Kozarski et al., 2015).
Este cogumelo é conhecido como sendo uma espécie de crescimento lento e, para além disso,
a germinacdo dos esporos de C. cibarius tambem tem sido dificil uma vez que o0s esporos
exigem fatores indutores de germinacdo e estabelecer estas condi¢cGes em laboratorio ou em
estufas nem sempre é possivel (Ocafias et al., 2014). Assim, devido a este cultivo ndo ser
rentavel, praticamente todos os cogumelos comprados sdo fonte de florestas (Muszynska et al.,
2016), o que se pode vir a tornar um grande problema no futuro devido a possibilidade de
extingdo da espécie.

Uma vez ndo ha C. cibarius de cultivo e todos os cogumelos sdo fruto, por parte do
Homem, da apanha manual, é importante conhecer a espécie ao pormenor pois existem espécies
muito parecidas, algumas delas altamente tdéxicas. A mais conhecida, Hygrophoropsis
aurantiaca (Figura 1.6), que se confunde facilmente com C. cibarius, é uma espécie comestivel,
no entanto menos saborosa do que o verdadeiro Cantharelle. Conhecida como “Falso
Cantharellus”, é um cogumelo raro que pode ser distinguido de C. cibarius através da sua
coloracdo - uma vez que C. cibarius tem cor amarela e H. aurantiaca tem uma coloracéo
alaranjada ligeiramente mais escura no centro do chapéu - e pela forma como as laminas estédo

fixas no chapéu do cogumelo - em H. aurantiaca sdo profundas enquanto que em C. cibarius
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sdo enrugadas e superficiais. Outro fator que distingue estes dois cogumelos € a consisténcia de
ambos, uma vez que o “Falso Cantharellus” é fragil e C. cibarius é firme e muito consistente
(Kuo, 2015; McHugh, 2016; Muszynska et al., 2016).

Figura 1.6: Hygrophoropsis aurantiaca. Fotografado por Holger Krisp, 2012.

O maior problema pode advir da espécie Omphalotus olearius (Figura 1.7), um cogumelo
toxico, com chapéu hemisférico a convexo, quando jovem, e deprimido a umbilicado, quando
adulto. Distingue-se dos Cantharellus por ser um pouco maior, tendo cerca de 6-15 cm de
didmetro e uma cor que pode variar de alaranjada a laranja avermelhada. Quando consumido
apresenta textura, sabor e odor ndo apreciaveis. O seu consumo provoca gastrite aguda, com
nauseas e vOmitos muito precoces, sem diarreia, tendo um periodo de incubagdo muito curto.
Outra espécie € Omphalotus illudens (Figura 1.8), também tdxico, muito semelhante e dificil
de distinguir de C. cibarius. Cresce sobre cepos de oliveira ou na base do tronco de exemplares
velhos (Silva et al., 2013).

Figura 1.7: Omphalotus olearius. Figura 1.8: Omphalotus illudens.
Fotografado por John Chybowski, 2005. Fotografado por Adam Arendell, 2011.
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1.5. Alguns constituintes de Cantharellus cibarius

1.5.1. Matéria seca

A matéria seca (MS) de um alimento ¢ aquilo que permanece depois da evaporagdo total
da 4gua do mesmo, ou seja, é o indicador da quantidade de sélidos incluindo os nutrientes (HC,
proteinas, lipidos, vitaminas, minerais, entre outros) que estdo disponiveis. O peso total de um
cogumelo € entdo a juncdo do seu teor em agua (humidade) com a sua quantidade de MS. Nos
cogumelos, a quantidade de MS é relativamente baixa, variando, para C. cibarius, entre 2 a
20% (Tabela 1.2) (Beluhan e Ranogajec, 2011; Jedidi et al., 2016; Kumar et al., 2013; Ouzouni
et al., 2009), pois 0 seu teor em &gua é bastante elevado.

Na generalidade, nos cogumelos frescos, a humidade € muito variavel, uma vez que esta
se altera facilmente com as condi¢cdes ambientais envolventes (Wang et al., 2014). Néo
obstante, € de notar que também a quantidade de cada componente constituinte da MS é variavel
ndo so entre diferentes espécies de cogumelos como também na mesma espécie. Neste ultimo
caso, depende do local onde o cogumelo ¢ colhido, como se pode verificar na Tabela 1.2, das
condicGes ambientais que podem causar stresse como por exemplo radiagdes ultravioleta (UV),
temperaturas extremas, infecdes por parte de parasitas e poluicdo do ar e do solo, das tecnicas
de manuseamento e do processo de conservacao (Kozarski et al., 2015; Muszynska et al., 2016).

O facto de conterem baixo teor de MS e, principalmente, de lipidos, faz dos cogumelos
um alimento de baixo valor calorico (Kala¢, 2009). C. cibarius possui cerca de 38 Kcal/100g o
gue o torna uma excelente opcao para inserir no cardapio sendo incluido, cada vez mais naquilo

a que chamamos uma dieta saudavel (USDA, 2016).

Tabela 1.2: Percentagem de matéria seca (MS) presente em Cantharellus cibarius tendo em consideracgéo
varios autores e varios locais.

Matéria Seca (%) Local Referéncia
2.20 Nagaland, India (Kumar et al., 2013)
11,18 Noroeste da Tunisia (Jedidi et al., 2016)
14,24 Istria e Slavonia, Croacia (Beluhan e Ranogajec, 2011)
17,43 Macedoénia Ocidental e Epiro, Grécia (Ouzouni et al., 2009)
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1.5.2. Hidratos de carbono

Os cogumelos séo vistos como elevadas fontes de HC bioativos (Taofiq et al., 2016),
constituindo entre 30 a 60% da sua MS (Cheung, 2008; Kala¢, 2016; Thatoi e Singdevsachan,
2014), sendo este valor dependente das condi¢Ges enunciadas anteriormente e, portanto,
variando de autor para autor (Tabela 1.3). S0 os principais fornecedores de energia (Wang et
al., 2014) e possuem também vérias propriedades promotoras da salde j& demonstradas em
estudos anteriores (Taofiq et al., 2016).

De um modo geral, quando falamos em HC podemos dividi-los em 4 tipos diferentes de
acordo com as suas caracteristicas estruturais: monossacarideos (glucose; galactose; manose;
arabinose; ribose; xilose; ramnose; acido glucurdnico; &cido galacturdnico), oligossacarideos
(trealose), polissacarideos (glicogénio) e polidis (manitol) (Asif et al., 2011). Os HC totais
constituem cerca de 5 a 25 g/100g de MS total dos cogumelos. Alguns destes podem contribuir
para o sabor doce de alguns cogumelos (Ng et al., 2016; Wang et al., 2014).

Os HC totais incluem tambem as fibras dietéticas (FD) (Tabela 1.3). Estas séo resistentes
a digestdo e absorcdo por parte do intestino delgado humano, ou seja, sdo resistentes a hidrolise
por parte de enzimas enddgenas e tém efeitos fisiologicos benéficos (Cheung, 2013). A FD total
é constituida pelas fibras soluveis e insoliveis (Cheung, 2013; Nile e Park, 2014). As primeiras
0 que aumentam a viscosidade dos alimentos, dando uma maior sensacdo de saciedade (Kala¢,
2016). Sdo muito vantajosas, uma vez que tornam a digestdo mais lenta, o que ajuda a baixar
os niveis de colesterol e glicémia no sangue apds a refeicdo. Um exemplo € o B-glucano, um
polissacarido encontrado na parede celular dos cogumelos (Jantaramanant et al., 2014). As FD
insoluveis, por outro lado, aumentam o seu volume no intestino, contribuindo assim para a boa
salde do coldén (Kalag¢, 2016; Wang et al., 2014). Um exemplo é a quitina, um polissacarido
estrutural da N-acetilglucosamina, presente também nas paredes celulares dos cogumelos
(Kalac, 2016).
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Tabela 1.3: Composicao (g/100g MS) relativamente a hidratos de carbono totais e fibra dietética total,
soltvel e insolGvel presentes em Cantharellus cibarius.

Componente Quantidade Referéncia
31,9 g/100g MS (Kalag, 2009)
52,5 g/100g MS (Beluhan e Ranogajec, 2011)
HC totais 47,0 g/100g MS (Kumar et al., 2013)
64.9 g/100g MS (Cheung, 2013)
FD total 34.6 g/100g MS (Cheung, 2013)
FD solGvel 32.8 g/100g MS (Cheung, 2013)
FD insolavel 1.79 g/100g MS (Cheung, 2013)

Os HC sdo muito vantajosos para o organismo humano, tendo varias propriedades
terapéuticas ja demonstradas em varios cogumelos, nomeadamente:
- Prevencdo da hiperglicemia, hipercolesterolemia e hipertensdo (Jantaramanant et al., 2014;
Vamanu, 2012);
- Atividade imunomoduladora, modulando a imunidade humoral e celular, e imunoestimulante,
atraves da proliferacdo, diferenciacdo e maturacao de células do sistema imunitario (Muszynska
et al., 2016; Taofiq et al., 2016; Ng et al., 2016);
- Atividade anticancerigena, ja que demonstram inibir danos no &acido desoxirribonucleico
(DNA, Deoxyribonucleic acid), diminuir a concentracdo de substancias cancerigenas
(suprimindo a sua ativacdo) e reduzir o desenvolvimento de células neoplasicas através da
inducdo da apoptose (Muszynska et al., 2016; Taofiq et al., 2016);
- No caso do manitol, este tem metade das calorias do agucar comercial (sacarose) e €
pobremente absorvido pelo organismo humano ndo aumentando assim os niveis de insulina no
sangue. Pode ser utilizado como agente osmotico e diurético, permitindo reduzir a pressdo
intracraniana, impedindo a oligdria e aumentando a passagem dos medicamentos através da
barreira hematoencefalica no tratamento de doencas fatais (Saha e Racine, 2011);
- Atividade antioxidante e anti-inflamatéria (Taofiqg et al., 2016);
- Atividade antimicrobiana, sendo considerados probidticos, isto é, estimulam o crescimento e
ativacdo do metabolismo de bactérias benéficas do trato intestinal (Muszynska et al., 2016;
Taofig et al., 2016).
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1.5.3. Proteinas e aminoacidos

Tal como os HC, as proteinas sdo vistas como um dos compostos maioritarios dos
cogumelos sendo, portanto, um dos maiores responsaveis pelo seu valor nutricional. C. cibarius
ndo € excecdo, uma vez que os valores referentes a sua quantidade de proteina podem variar
entre 20 a 60% (Beluhan e Ranogajec, 2011; Muszynska et al., 2016; Ouzouni et al., 2009;
Wang et al., 2014) sendo esta composicdo dependente das condi¢des enunciadas anteriormente.

Os cogumelos sdo uma 6tima fonte de aa essenciais - aa que 0 organismo ndo é capaz de
sintetizar mas que séo necessarios para a producdo de proteinas, ou seja, aqueles que devem ser
obtidos através da alimentacdo. O que permite inferir a qualidade nutricional das proteinas
presentes num alimento € a razdo entre 0s aa essenciais e 0s aa totais, sendo que quanto mais
elevada for esta razdo, maior sera a qualidade (Wang et al., 2014). No C. cibarius, segundo
Jedidi et al. (2016) e Beluhan e Ranogajec (2011), a razéo entre aa essenciais e aa totais é de
40% e 35%, respetivamente, 0 que nos indica ser um cogumelo rico em proteina de elevada
qualidade.

Os aa detetados em quantidade consideravel no C. cibarius, segundo varios autores, séo
0 &cido aspartico (Asp), acido glutdmico (Glu), arginina (Arg), alanina (Ala), cisteina (Cys),
glicina (Gly), serina (Ser), tirosina (Tyr), fenilalanina (Phe), histidina (His), isoleucina (lle),
lisina (Lys), leucina (Leu), meteonina (Met), treonina (Thr), triptofano (Trp) e valina (Val),
sendo estes ultimos 9 considerados aa essenciais (Beluhan e Ranogajec, 2011; Jedidi et al.,
2016; Wang et al., 2014). Os aa sdo o0s principais responsaveis pelo gosto caracteristico de
alguns cogumelos, assim, de acordo com as suas caracteristicas gustativas, estes podem ser
divididos em 4 grupos: glutamato monosédico (sabor umami) (Asp e Glu), aa de sabor
adocicado (Ala, Gly, Ser e Thr), aa de sabor amargo (Arg, Phe, His, lle, Leu, Met e Val) e aa
insipidos (Lys e Tyr). De acordo com esta classificacao, e segundo Muszynska et al. (2016), no
C. cibarius, o grupo glutamato monosddico é o maioritario, constituindo cerca de 30,05 mg/g
de MS. Para além dos sabores doce, amargo e umami enunciados anteriormente, alguns
cogumelos possuem um sabor caracteristico a carne que € atribuido a presenca de nucledtidos
5’, nomeadamente: adenosina 5’-monofosfato (5’AMP), citidina 5’-monofosfato (5’CMP),
guanosina 5’-monofosfato (5’GMP), inosina 5’-monofosfato (5’IMP), uridina 5’-monofosfato
(5’UMP) e xantosina 5’-monofosfato (5’XMP) (Kala¢, 2016). O sabor umami, também

enunciado anteriormente, que corresponde ao sabor dos glutamatos, pode ser ampliado devido
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ao efeito sinérgico dos aa pertencentes ao grupo glutamato monosddico com o nucle6tido
5’GMP (Muszynska et al., 2016).

Para além das proteinas nutricionalmente consideradas, os cogumelos possuem algumas
proteinas mais pequenas com elevado potencial farmacoldgico e biotecnoldgico, sendo as de
maior interesse as lectinas, que tém capacidade de aglutinar eritrécitos, sendo importantes na
defesa do organismo contra agentes patogénicos e demonstrando, em alguns cogumelos,
possuirem atividade antiproliferativa, antivirica e imunomoduladora (Hassan et al., 2015) e as
hemolisinas, capazes de lisar eritrocitos. Para além destas, também possuem proteinas
imunomoduladoras fangicas (capazes de inativar ribossomas) e proteinas antimicrobianas
(Kalag, 2016).

1.5.4. Lipidos

O teor em lipidos presente nos cogumelos é bastante inferior a quantidade de HC e
proteinas, o que os torna um alimento saudavel deste ponto de vista. No C. cibarius, este teor
pode variar entre 2 a 6 g/100g de MS (Kalac¢, 2016; Thatoi ¢ Singdevsachan, 2014).

Os lipidos podem ser divididos em dois grupos principais: lipidos neutros, que englobam
as gorduras, ésteres de glicerol e acidos gordos e lipidos polares, que englobam, principalmente,
os fosfolipidos. Os &cidos gordos tém elevada importancia fisioldgica e, dos lipidos totais
encontrados nos cogumelos, estes s@o 0s que estdo presentes em maior quantidade. Ao todo,
até hoje, mais de 40 acidos gordos foram identificados em cogumelos, sendo 0s mais comuns
0 &cido laurico, acido miristico, acido palmitico, acido estearico, acido oleico e acido linoleico.
Este tipo de lipidos pode dividir-se em 3 grupos diferentes: Saturados (e.g. acido palmitico),
quando apresentam na sua estrutura quimica apenas ligacGes simples entre os atomos de
carbono; Monoinsaturados (e.g. &cido oleico), quando na sua estrutura quimica apresentam
apenas uma ligacdo dupla, naturalmente em configuragcdo cis, entre dtomos de carbono;
Polinsaturados (e.g. acido linoleico - mega 3 e 6mega 6), quando apresentam mais de uma
ligacdo dupla, naturalmente em configuracéo cis e ndo conjugada, entre os atomos de carbono,
sendo estes Ultimos os de maior interesse nutricional. Normalmente, os acidos gordos nédo
saturados sdo os mais abundantes, no entanto podem haver algumas exce¢6es consoante o local

de cultivo do cogumelo e outros fatores ja enunciados anteriormente (Kala¢, 2016).
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Geralmente, no C. cibarius o teor em &cidos gordos polinsaturados é muito superior aos
restantes, sendo seguidos pelos monoinsaturados e, por fim, pelos saturados. Os &acidos gordos
polinsaturados sdo um elemento fundamental para a estrutura das membranas celulares, sendo
considerados 0s blocos de construcao da maioria dos lipidos. Sdo capazes de manter a fluidez
membranar e modular a funcdo celular, séo precursores biosintéticos dos eicosandides (exercem
controlo sobre processos de inflamacéo e imunidade e funcionam como mensageiros do sistema
nervoso central) e de moléculas de sinalizagdo lipidica, tais como células cardiacas, musculares
e nervosas, controlando assim doencas cardiovasculares, pressao arterial e artrite. O &cido
linoleico, em particular, € um percursor de abundantes produtos de oxidacdo que s&o
responsaveis pelo cheiro caracteristico dos cogumelos, principalmente quando secos. Os acidos
gordos, na sua generalidade, sdo também capazes de exibir atividade antifungica, antivirica,
antiparasitaria e antitumoral (Kalac, 2016; Muszynska et al., 2016; Ribeiro et al., 2009).

Os fosfolipidos sdo moléculas anfifilicas, que possuem uma cabeca constituida por um
grupo fosfato - polar ou hidrofilico (tem afinidade para a agua) - e uma cauda constituida por
cadeias de &cidos gordos - apolar ou hidrofébica (repele a agua) -, caracteristica esta que €
fundamental para estabelecer uma interface entre o meio intracelular e o meio extracelular
(Figura 1.9). Dispdem-se em bicamada lipidica (acoplamento de fosfolipidos), sendo
encontrados em todas as membranas celulares, quer animais quer vegetais, estando assim
presentes numa grande quantidade dos alimentos que ingerimos diariamente, tais como ovos,
carne, peixe, marisco, cereais, oleaginosas e cogumelos (Garcia e Aglero, 2015).

Estima-se que a ingestéo diaria de fosfolipidos seja cerca de 2 a 8 g, 0 que demostra ser
cercade 1 a 10 % da ingestdo total de lipidos recomendada (Cohn et al., 2010). Até ao momento,
sdo varios os estudos que tém demonstrado a eficacia fisiologica dos fosfolipidos no que
respeita ao desenvolvimento de processos inflamatorios, a formacdo de tumores e
desenvolvimento de metastases, a reducdo dos niveis plasmaticos de colesterol total
(principalmente em doencas como a diabetes ou como a hiperlipidemia primaria), a sua extrema
importancia na integridade e funcionalidade das membranas neuronais e a sua capacidade

antioxidante (Garcia e Aguero, 2015).
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Figura 1.9: Representacdo esquematica de um fosfolipido com respetiva representacdo 3D. Um fosfolipido
¢ constituido por uma cabeca polar (hidrofilica) formada por colina, fosfato e glicerol e uma cauda apolar
(hidrofébica), composta por duas cadeias de acidos gordos. Adaptado de Alberts et al., 2008.

1.5.5. Acidos nucleicos

Do ponto de vista quimico, um &cido nucleico € um polimero, formado por unidades
simples (mondmeros), neste caso designados por nucleotidos, que se ligam entre si por ligacdes
fosfodiéster. Cada nucle6tido é composto por uma pentose - no caso do DNA, a desoxirribose
e no caso do RNA (RNA, Ribonucleic acid), a ribose -, uma base azotada e um grupo fosfato.

Existem varias classes de RNAs que possuem diferentes caracteristicas e fungdes a nivel
estrutural, de regulacdo, de processamento e de modificacdo de outros RNAs (Azevedo e
Sunkel, 2012; Hall, 2010): RNA mensageiro (MRNA) - armazena a informacdo genética
presente nos genes e transporta-a para o citoplasma onde ira ser traduzida em proteinas; RNA
de transferéncia (tRNA) - transporta um aa especifico para a cadeia polipeptidica da proteina
que esta a ser sintetizada durante a traducdo; RNA ribossomico (rRNA) - descodifica e transfere
a informacdo contida no MRNA para aa, interagindo com determinadas regides do mRNA e
tRNA; Pequenos RNA nucleares (SnRNA, small nuclear RNA) - apresentam determinadas
funcbes de processamento relativamente ao mRNA, como por exemplo funcbes de splicing

(processo de remocédo de intrdes e consequente juncao de exdes apos a transcricdo do DNA em
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RNA); Pequenos RNA nucleolares (snoRNA, small nucleolar RNA) - tém funcao na biossintese
e modificagdo do rRNA; RNA reguladores, dos quais fazem parte o0 micro RNA (miRNA) e o
pequeno RNA de interferéncia (SiRNA, small interfiring RNA) cuja funcéo é o silenciamento
genético através da degradacdo do mRNA ou inibi¢do da sua tradugéo.

Os estudos relacionados com o material genético presente nos cogumelos e 0s seus
possiveis efeitos bioldgicos, nomeadamente no cancro, sdo escassos. Em 2013, Lemieszek et
al. verificaram que uma fragéo isolada do cogumelo Boletus edulis inibia o crescimento da linha
celular LS180 do adenocarcinoma do célon, sem ter qualquer efeito negativo em células do
cllon saudaveis. Mais tarde, em 2016, Lemieszek et al. demonstraram que essa fragdo continha
RNA.

1.6. Efeitos terapéuticos estudados no Cantharellus cibarius

Os estudos relacionados com as propriedades terapéuticas especificamente relacionadas
com o cogumelo C. cibarius sdo escassos, sendo que a maioria das investigacdes realizadas néo
se foca apenas em um dos seus constituintes quimicos, como foi referido anteriormente, mas
sim em extratos, analisando-os como um todo. Os extratos mais estudados sdo 0s extratos
aquoso e metandlico.

Uma das principais acdes benéficas de C. cibarius € a sua atividade antimicrobiana ja
estudada por varios autores. Kolundzi¢ et al. estudaram, em 2017, a atividade antimicrobiana
de quatro extratos isolados de C. cibarius (agua, metanol, cicloexano e diclorometano). Esta
atividade antimicrobiana foi testada em varios laboratérios contra varios tipos de bactérias, -
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Micrococcus luteus, Bacillus subtilis,
Enterococcus feacalis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e
Salmonella abony -, sendo identificada a concentracdo minima inibitéria para cada um dos
extratos, percebendo assim qual o mais eficaz. Todos o0s quatro extratos apresentaram uma
atividade moderada contra todos o0s tipos de bactérias, no entanto, o que mais se destacou foi o
extrato de diclorometano que apresentou uma atividade muito elevada contra S. aureus. Ja
anteriormente, em 2015, Kozarski et al. tinham também testado a atividade antimicrobiana do
extrato metandlico isolado de C. cibarius contra quatro bactérias gram-positivas — S. aureus, E.
faecalis, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes - e cinco bactérias gram-negativas — E. coli,
Salmonella enteritidis, Shigella sonnei, Yersinia enterocolitica — concluindo que, no geral, as

bactérias gram-positivas apresentaram uma maior sensibilidade ao extrato testado. Para além
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disso, este extrato metandlico apresentou uma atividade significativamente mais elevada do que
0s antibidticos comerciais gentamicina e tetraciclina, confirmando ainda mais a poténcia
antimicrobiana de C. cibarius.

Outro estudo realizado, principalmente relacionado com o extrato metandlico, de modo a
determinar a possivel atividade antitumoral do mesmo, é o0 ensaio citotoxico. Este tipo de
ensaio € realizado em linhas celulares tumorais, nomeadamente células do carcinoma cervical
humano (HeLa), células do carcinoma gastrico humano (NCI-N87), células do fibroblastoma
embrionario humano (MRC-5) (Kolundzi¢ et al., 2017), células de carcinoma da mama (MDA.-
MBA453) e células epiteliais bronquiais do pulmdo humano (BEAS-2B), sendo que 0 extrato
metanolico demonstra elevada atividade antitumoral contra estas linhas (Kozarski et al., 2015).
Kazoarski et al. demonstraram que o extrato metandlico isolado de C. cibarius apresenta uma
elevada capacidade quelante de ides Ferro (Fe?*) e, uma vez que as células tumorais contém
teor em Fe?* superior aos tecidos normais, espera-se que o tratamento de células cancerigenas
com o extrato metandlico do C. cibarius induza a apoptose.

O extrato aquoso do C. cibarius apresentou elevada atividade contra danos induzidos pelo
metanossulfonato de metila em células mononucleares humanas, na medida em que reduziu
significativamente os danos provocados pelo mesmo no DNA (Meéndez-Espinoza et al., 2013).
C. cibarius tem-se mostrado também eficaz no controlo da pressdo arterial, uma vez que
demonstra inibir a enzima conversora da angiotensina (ACE, Angiotensin-converting enzyme).
A ACE é uma enzima pertencente ao sistema renina-angiotensina-aldosterona, cuja funcao
chave € a regulacdo da pressao arterial e do equilibrio eletrolitico do organismo. A renina é uma
enzima circulante que € responsavel pela conversdao do angiotensinogénio, uma substancia
libertada pelo figado, em angiotensina I. A ACE é depois responsavel por converter a
angiotensina | em angiotensina Il que funciona como vasoconstritor, aumentando a pressao
arterial. Assim, em casos de pressao arterial elevada, € necessario utilizar um agente anti-
hipertensivo, ou seja, inibidor da ACE, muito utilizado clinicamente. Tanto o extrato aquoso
como o extrato metandlico demonstraram ter esta funcdo (Kolundzi¢ et al., 2017; Kozarski et
al., 2015).

Em outro estudo, relativamente ao extrato de N-hexano do C. cibarius, notou-se que este
é capaz de inibir o fator nuclear kB (NF-kB). O NF-kB é um fator de transcricdo que esta
envolvido na resposta celular a estimulos tais como o stresse, os radicais livres, a radiacdo UV,

0s antigénios virais e bacterianos e que desempenha uma funcdo fundamental nas respostas
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imunitéria e inflamatéria. A via NF-kB é entdo considerada a via de resposta ao stresse
oxidativo priméario. Para que ocorra a ativacdo desta via, € necessario que o NF-kB seja
translocado do citoplasma para o nicleo. Acontece que metabolitos isolados do extrato de N-
hexano sdo capazes de inibir a ativacdo do NF-kB através da inibi¢cdo da sua translocacdo do
citoplasma para o nicleo (Kim et al., 2008). Uma vez que, em muitos tipos de cancro, o fator
NF-kB esta ativado de forma aberrante, promovendo a sobrevivéncia e malignidade das células
tumorais (Tornatore et al., 2014), o C. cibarius poder-se-a tornar importante neste sentido.

Para além das propriedades terapéuticas ja referidas, sabe-se também que o extrato
metandlico de C. cibarius possui uma forte atividade anti-hipoxia (Khalili et al., 2014) e
antioxidante (Ebrahimzadeh et al., 2010).

1.7. Biologia celular e molecular do cancro

O ciclo celular das células somaticas adultas &€ composto por quatro fases sequenciais:
GO0/G1, S, G2 e M (Figura 1.10). A fase G1 € a fase mais longa do ciclo onde ocorre crescimento
celular e onde a célula podera despender mais tempo até ser sinalizada para entrar em ciclo
celular. A fase S € uma das mais importantes, onde ocorre a replicacdo do DNA. A fase G2 é 0
intervalo apos a fase S, quando a celula se prepara para entrar em mitose (fase M) e originar a

divisdo da célula em duas células filhas geneticamente iguais (Williams e Stoeber, 2012).
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Figura 1.10: Ciclo celular e checkpoints. Esquema que engloba as principais fases constituintes do ciclo celular
mitético: GO, G1, S, G2 e M (mitose) assim como os principais pontos de controlo: ponto de restricdo (R),
checkpoint G1/S, checkpoint da fase S, checkpoint G2 e checkpoint mitético. Adaptado de Garrett, 2001.
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A progressdo através do ciclo celular é levada a cabo por dois tipos de proteinas: as
ciclinas e as cinases dependentes de ciclina (CDK, Cyclin-Dependent Kinases). As CDK sao
componentes do mecanismo do ciclo celular com atividade catalitica que regulam a atividade
de outras proteinas por fosforilacdo. No entanto, a atividade de fosforilagdo das CDK depende
da presenca de ciclinas, ou seja, as ciclinas possibilitam que as CDK desempenhem a sua funcao
pela formagdo de complexos ciclina/CDK. Na auséncia de ciclinas, esses complexos ndo se
formam e as CDK ficam inativas, assim, o bom funcionamento do ciclo celular requer a
formacdo e a degradacdo alternadas de complexos ciclina/CDK (Snustad e Simmons, 2011;
Williams e Stoeber, 2012).

Ao longo do ciclo celular existem véarios pontos de verificacdo denominados de
checkpoint (Figura 1.10), que tém como func&o sinalizar negativamente a célula quando ocorre
algum tipo de erro ou dano. No ponto de restricdo (R), localizado no final da fase G1, a célula
recebe sinais externos para entrar em ciclo celular. Nesta altura existe um checkpoint de danos
de DNA com proteinas inibidoras que bloqueiam o complexo ciclina D/CDK e impedem o
inicio da fase S. A desregulacdo dos checkpoints, geralmente causada por defeitos genéticos no
mecanismo alternado de formacdo e degradacdo de complexos ciclina/CDK, esta subjacente a
proliferacdo celular descontrolada promovendo assim a instabilidade genética e estando
associada a proliferagdo descontrolada de celulas tumorais (Snustad e Simmons, 2011;
Williams e Stoeber, 2012).

Muitos tipos de cancro sdo decorrentes da sobreexpressao de alguns genes (oncogenes),
e outros tipos envolvem a inativacdo de genes (genes supressores de tumores); ambos estes
tipos de genes criticos estdo envolvidos em funcBes importantes na regulacdo da atividade
bioguimica da célula - incluindo atividades relacionadas com a divisdo celular, sinalizagédo
celular ou apoptose (Snustad e Simmons, 2011). Assim, o cancro é visto como uma doenca de
desregulacdo genética, na qual ocorrem mutagcdes em oncogenes e genes supressores de tumores
que se vao acumulando, levando a proliferacdo celular descontrolada e originando,
posteriormente, metastases (Forrest e Khalil, 2017). O processo de metastizacdo é a principal
causa de morte relacionada com esta doenca e é definido como sendo a propagacdo e
crescimento descontrolado de um tumor em novos locais do organismo, ou seja, € um processo
complexo constituido por varias fases (Figura 1.11) no qual a cascata metastatica se inicia com
o desprendimento de um pequeno subconjunto de células cancerigenas provenientes do tumor

primario, migra através do sistema circulatdrio e invade os tecidos vizinhos por intravasamento,
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sai da circulacdo por extravasamento e se coloniza, formando o tumor secundéario hum novo

local do organismo (Jafari et al., 2017; Michor et al., 2006).

Tumor primario Vascularizagio

Crescimento do

Circulagdo da célula Adeséo a parede dos Extravasamento tumor secundario
cancerigena vasos sanguineos o) -
o e S stauines . sore
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Figura 1.11: Processo de metastizacdo de um tumor primario até ao crescimento do tumor secundario num
novo local do organismo. llustra o processo inicial de crescimento da massa tumoral, no qual ocorre um
desprendimento de um conjunto de células cancerigenas provenientes de um tumor primario. As células tumorais
invadem o estroma, seguida de intravaséo, circulacdo e extravasagdo do sistema circulatdrio sanguineo. A cascata
termina com a colonizacéo e formacédo de metastases na nova localizacdo. Adaptado de Wirtz et al., 2011.

1.8. A importancia das linhas celulares tumorais no estudo do cancro

O cancro é uma das doencas com maior indice de mortalidade e morbilidade em todo o
mundo. A existéncia de varios tipos de tumores com diferentes histopatologias, variacfes
genéticas, epigenéticas e diferentes resultados clinicos, dificulta em grande parte a sua
compreensdo, 0s mecanismos de acdo dos quimioterapicos utilizados para o seu tratamento e a
criacdo de novas terapias (Ferreira et al., 2013).

Atualmente, uma grande variedade de testes in vitro sdo utilizados no estudo desta
patologia de modo a compreender as varias funcdes das células cancerigenas e a encontrar a
terapia adequada para cada tipo de cancro. No que se refere ao teste de novas terapias
farmacoldgicas, os testes in vitro sdo os primeiros a ser utilizados de modo a perceber se esse
novo farmaco serd ou ndo eficaz contra as células cancerigenas, provocando a sua morte (Fares
e Jensen, 2016).

O modelo atualmente mais utilizado para o estudo dos mecanismos moleculares das
doencas oncoldgicas sdo as linhas celulares derivadas de tumores (Goodspeed et al., 2016), que
tal como o nome indica foram isoladas a partir de determinados tipos de cancro e séo

predominantemente utilizadas em estudos in vitro, sob condi¢cdes padrdo de cultura de células
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(Hernandez et al., 2016), sendo os resultados obtidos, geralmente, extrapolados para tumores
humanos in vivo (Ferreira et al., 2013).

As linhas celulares tumorais tém sido largamente utilizadas para os mais diversos projetos
de investigacdo cientifica, sendo extremamente utilizadas para estudos farmacogendmicos
(estudo do papel da variacdo genética hereditaria e adquirida na resposta ao farmaco) de modo
a perceber a acdo de um determinado farmaco contra um determinado tipo de cancro e auxiliar
na compreensdo da variacdo da resposta do paciente (Goodspeed et al., 2016; Niu e Wang,
2015). Para além disso, a utilizacdo de linhas celulares tumorais permite o aumento da
informacao relativamente a genes desregulados e a vias de sinalizacdo envolvidas no processo
tumoral, das mutacdes epigenéticas e celulares envolvidas na proliferacdo celular, na
progressdo do cancro e apoptose e permitem também definir potenciais biomarcadores
moleculares do cancro (Ferreira et al., 2013).

Alguns exemplos das linhas celulares mais utilizadas em investigacdo podem ser
observados na Tabela 1.4.

Tabela 1.4: Exemplos de linhas celulares tumorais largamente utilizadas em investigacdo. Adaptado de
Ferreira et al., 2013 e Verhoeckx et al., 2015.

Linha celular tumoral Espécie Tipo de cancro Morfologia
HelLa Homo sapiens Adenocarcinoma do cérvix Epitelial
Caco-2 Homo sapiens Adenocarcinoma colorretal Epitelial
MCF-7 Homo sapiens Adenocarcinoma da mama Epitelial
HT-29 Homo sapiens Adenocarcinoma do célon Epitelial
A549 Homo sapiens Carcinoma pulmonar Epitelial
HEP-G2 Homo sapiens Carcinoma hepatocelular Epitelial
PC3 Homo sapiens Adenocarcinoma da préstata Epitelial

K-562 Homo sapiens Leucemia mieloide crénica Linfoblasto

A utilizacdo de linhas celulares tumorais tem assim imensas vantagens das quais se
destacam:
- Representam um recurso renovavel, pois sdo uma fonte autorreplicativa ilimitada, em linhas
celulares continuas (Ferreira et al., 2013) e sdo utilizadas em vastas areas: gendmica,

epigendmica, transcriptomica, protedmica e metabolémica (Niu e Wang, 2015);
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- S&o sistemas bem controlados e muitos dos fendtipos observaveis (e.g. citotoxicidade, taxa de

crescimento, alteracdo da expressdo génica, metabolitos intracelulares) podem ser medidos para

qualquer farmaco ou combinacdo de farmacos com menos fatores de confusédo do que os que

sdo encontrados nas amostras clinicas que apresentam maior heterogeneidade de tipos de

linhagens celulares (Niu e Wang, 2015);

- Uma grande quantidade de dados moleculares estdo disponiveis publicamente, o0 que torna

estes modelos extremamente valiosos para os laboratorios em todo o mundo (Ferreira et al.,

2013; Niu e Wang, 2015);

- S&o faceis de manusear e manipular, na medida em que podem ser manipuladas genética e

epigeneticamente (usando agentes de desmetilacdo, SIRNA, vetores de expressdo) e

farmacologicamente (usando citostaticos) (Ferreira et al., 2013);

- Possuem elevada homogeneidade, na medida em que permitem a analise de uma populacéo

homogénea de células tumorais. No entanto, esta homogeneidade pode ser vista como uma

desvantagem devido a heterogeneidade natural do tumor; apesar disso, isto pode ser facilmente

ultrapassado através da utilizacdo de um painel de linhas celulares tumorais representativas da

heterogeneidade observada nos tumores primarios (Ferreira et al., 2013);

- Elevado grau de similaridade com o tumor inicial (Ferreira et al., 2013);

- Grande numero e variedade de linhas celulares tumorais disponiveis (Ferreira et al., 2013).
Apesar de todas as vantagens inerentes a utilizacdo de linhas celulares tumorais também

existem algumas desvantagens observaveis:

- Instabilidade gendmica que pode causar diferencas entre o tumor original e a respetiva linha

celular (Ferreira et al., 2013);

- As condic¢des de cultura podem mudar a morfologia, a expressdo génica e varias vias celulares

(Ferreira et al., 2013; Niu e Wang, 2015; Wilding e Bodmer, 2014);

- InfecBes com micoplasma podem alterar as propriedades da cultura (Ferreira et al., 2013);

- Dificuldade no estabelecimento de linhas celulares tumorais de longo termo de certos tipos de

tumores (Ferreira et al., 2013);

- O ambiente de cultura celular ¢é diferente do tumor original (Ferreira et al., 2013; Wilding e

Bodmer, 2014);

- Perda da heterogeneidade natural do tumor (Ferreira et al., 2013; Wilding e Bodmer, 2014);

- O microambiente (Wilding e Bodmer, 2014) e os efeitos farmacocinéticos do farmaco na

resposta clinica ndo sdo possiveis de avaliar (Niu e Wang, 2015).
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Apesar de os modelos de linhas celulares serem bastantes Uteis, os resultados obtidos
relacionados com os fen6tipos de resposta a um determinado medicamento ainda necessitam de
ser, posteriormente, confirmados recorrendo, por exemplo, a amostras clinicas, pois a resposta
do paciente ao tratamento anticancerigeno varia amplamente devido ao fundo genético do
mesmo (linha germinal e variacdo genética somatica). Assim, modelos futuros poderdo incluir
0 uso de células estaminais pluripotentes induziveis para o paciente e a incorporacao de culturas
tridimensionais (3D) que poderdo assim otimizar ainda mais 0s modelos celulares e melhorar a

sua validade preditiva (Niu e Wang, 2015).

1.9. RNAs néo codificantes: Qual o seu papel no cancro?

O cancro representa uma doenga complexa e multifatorial, cuja origem esté na alteragéo
de vérios genes que, por sua vez, levam a distirbios em importantes vias de sinalizagéo
envolvidas na biologia do processo tumoral, favorecendo a heterogeneidade celular que é
responsavel pela enorme adaptabilidade e resisténcia farmacologica das células tumorais
(Beltran-Anaya et al., 2016).

Recentemente, tecnologias de genética molecular e celular e tecnologias de sequenciacéao
combinadas com ferramentas bioinforméaticas permitiram a identificacdo de RNAs néo
codificantes (ncRNA) levando a um incremento da investigacdo relativa a sua funcdo na
regulacdo, o que esta, consequentemente, implicado no desenvolvimento de determinadas
doencas (Gomes et al., 2017) mostrando assim que 0 modo de atuacdo destes NcCRNAS é muito
mais complexo do que se pensava (Ferreira, 2009) o que pode resultar num avanco significativo
relativamente a descoberta de novas opcoes terapéuticas (Gomes et al., 2017).

Os ncRNAs sdo transcritos de RNA que ndo sdo traduzidos em proteinas e podem ser
divididos em housekeeping ncRNAs, que incluem o tRNA e o rRNA, e ncRNA reguladores,
que, por sua vez, se dividem em dois grupos principais com base no seu tamanho: longos RNAs
ndo codificantes (INcRNA, long non coding RNA), que compreendem mais de 200 nucle6tidos
(nt) de comprimento, e pequenos RNAs nao codificantes (SncRNA, small non coding RNA)
(e.g. SiRNA, miRNA, snoRNA, snRNA), constituidos por menos de 200 nt de comprimento
(Chen et al., 2017; Gomes et al., 2017; Kaushik e Kaushik, 2016). Evidéncias crescentes
sugerem que ambos os grupos de ncRNAs reguladores desempenham fungdes importantes no

desenvolvimento, progressao e patologia do cancro (Li e Chen, 2015).
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O processo de regulacdo por ncRNAs reguladores exdgenos ainda nao esta definido na
literatura, havendo portanto pouquissimos estudos referentes a esta matéria. No entanto,
evidéncias crescentes tém demonstrado que os ncRNAs reguladores enddgenos desempenham
fungdes fundamentais em varios processos bioldgicos, incluindo a proliferacdo celular (Zhao et
al., 2010), a regulacdo da expressdo génica (desempenhando uma fungdo importante na
patogénese e na progressdo de muitas doengas humanas, incluindo o cancro, ao regular os seus
genes alvo) e a supressdo da tumorigénese e da progressao do cancro induzindo apoptose,
bloqueando o ciclo celular e inibindo células cancerigenas, metastases e/ou a angiogénese
(Hong et al., 2015). Assim, varios estudos tém indicado que os ncRNAs reguladores endégenos
podem interferir no ciclo celular funcionando como supressores de tumores e/ou oncogenes
(Ferreira, 2009; Pickard et al., 2013). Os ncRNAs oncogénicos, muitas vezes sobreexpressos
no cancro, podem atuar para facilitar a entrada e a progressdo através do ciclo celular, enquanto
que os ncRNAs supressores de tumores auxiliam a inducdo da paragem do ciclo celular
(Inamura, 2017; Jansson e Lund, 2012).

Apesar de ainda ndo ser conhecido o mecanismo de acdo subjacente aos ncRNAs
exogenamente introduzidos num determinado organismo, alguns trabalhos tém surgido.
Nomeadamente em relacdo aos miRNAs (pertencentes a classe dos sSncRNAS), estes parecem
competir com 0s miRNAs enddgenos existentes nas células humanas, tendo como resultado a
regulacdo dos mRNASs, mecanismo este que permanece sob investigacdo. Esta competicdo
mostra ter um importante papel nos processos celulares biologicos, nomeadamente 0s
relacionados com o processo tumoral (Kim et al., 2014; Nagata et al., 2013).

As funcbes dos ncRNAs reguladores no cancro estdo a ser decifrados, assim o seu
potencial como marcadores de progndstico e/ou diagndstico tem sido cada vez mais
evidenciado. Além disso, estratégias terapéuticas envolvendo a inibicdo de ncRNAs
sobreexpressos ligados a processos tumorigénicos e a reintroducdo de ncRNAs com funcéo
supressora de tumores tém sido cada vez mais desenvolvidas. Deste modo, 0s NcCRNAS tém
emergido como uma importante familia de moléculas com perspetivas bastante promissoras

para a terapia do cancro (Inamura, 2017; Jansson e Lund, 2012)
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Capitulo 2: Enquadramento e objetivos

O Cantharellus cibarius € um cogumelo comestivel de amplo consumo devido as suas
propriedades sensoriais. Estudos prévios demonstraram que este cogumelo apresenta uma
elevada atividade antiproliferativa contra vérias linhas celulares cancerigenas. Posteriormente,
através do estudo do material solivel em agua de alto peso molecular concluiu-se que uma das
fracOes isoladas por cromatografia de troca anidnica era constituida, maioritariamente, por
acido ribonucleico (RNA) sendo este o principal componente responsavel pela atividade
antiproliferativa observada.

Assim, este trabalho teve como principais objetivos:

1. Isolamento da fragdo de RNA reveladora de capacidade antitumoral,

2. Caracterizagdo quimica da fragdo acima referida, incluindo analise de aglcares e
fosfolipidos;

3. Determinacdo da sequéncia de nucleotidos constituintes do RNA em estudo;

4. Estudos preliminares da sua potencial acéo nas células.
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Capitulo 3: Material e métodos

v Neste capitulo serdo descritos, de forma pormenorizada, todos os procedimentos
realizados ao longo da realizacdo desta dissertacdo. O procedimento referente a cada uma das
técnicas utilizadas sera antecedido por uma pequena introdugdo que tem por objetivo fornecer
uma breve contextualizacdo tedrica ao material e métodos utilizados facilitando, deste modo, a
posterior interpretacdo dos resultados obtidos e tornando este trabalho acessivel a todos os

interessados mesmo que externos a area em causa.

3.1. Cogumelo em estudo

Para a realizacdo da presente dissertagdo foram utilizadas 766,26 g de cogumelos da
espécie Cantharellus cibarius, adquiridos em Vila Real, Portugal, no decorrer do més de Abril
de 2016. De modo a preservar o material até ao inicio do trabalho, os cogumelos foram
liofilizados num liofilizador (DuraDry MP), obtendo-se assim uma massa final de 90,62 g.

3.2. Isolamento, extracéo e purificacdo de biopolimeros

Os biopolimeros sdo descritos na literatura como polimeros/macromoléculas produzidos
por organismos vivos (Chassenieux et al., 2013; McNaught e Wilkinson, 2014) que se dividem
em trés classes principais: proteinas (constituidas por cadeias de aa), polissacarideos
(constituidos por unidades repetidas de acUcares) e acidos nucleicos (DNA e RNA) (formados
por nucledtidos) (Chassenieux et al., 2013; Williams, 2011). Estes biopolimeros, quando
ingeridos, tém vérias funcionalidades benéficas no organismo, como visto no capitulo 1.

A dialise, utilizada no Protocolo 1, € um processo muito utilizado em varios campos da
ciéncia, nomeadamente na quimica e na saude, que se baseia no transporte seletivo de moléculas
ou particulas de diferentes tamanhos através de uma membrana semipermeavel. Esta membrana
possui poros, sendo que estes permitem a passagem de moléculas até determinado tamanho. As
substancias deslocam-se da solugdo de maior concentracdo para a de menor concentracdo
(solucdo circulante — dgua destilada ou tampéo proprio) sendo que as moléculas com tamanho
superior aos poros da membrana ndo séo capazes de ultrapassar esta barreira. O ponto final da
dialise ¢é atingido quando se estabelece um equilibrio de concentracdo entre os dois meios.

Devido a ser um método rapido, facil e de ndo requerer grande quantidade de material e
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solucBes, é cada vez mais utilizado com objetivo de dessalinizagdo de proteinas ou outras
substancias, renaturacdo/desnaturacdo de proteinas, fracionamento e caracterizacdo de
nanoparticulas, remocao de substancias que podem prejudicar estudos posteriores e aumento da
concentracdo de amostras (Scienova, 2013).

A cromatografia de troca ionica, utilizada no Protocolo 2, permite a separacdo de
biomoléculas com base na sua carga (positiva ou negativa) utilizando para tal uma coluna
contendo uma resina como fase estacionéaria que pode ser aniénica (aprisiona biomoléculas com
carga positiva) ou cationica (aprisiona biomoléculas com carga negativa). Na presente
dissertacdo, realizou-se a cromatografia de troca anidnica (uso de resina cationica) uma vez que
a molécula de principal interesse € 0 RNA, uma molécula carregada negativamente que sera

assim atraida para a fase estacionaria carregada positivamente (Healthcare, 2016).

Protocolo 1: Extracéo e isolamento de biopolimeros (Lemieszek et al., 2013)

1. Liofilizaram-se as 766,26 g de cogumelos C. cibarius frescos, obtendo-se assim uma massa
final de 90,62 g de cogumelos secos;

2. Comaajuda de um moinho, trituraram-se as 90,62 g liofilizadas até a obtencédo um pé fino;

Obtencéo do residuo insolavel em alcool (AIR, Alcohol Insoluble Residue)

3. Em 700 mL de alcool a 80% (volume por volume (v/v)), ferveu-se (80°C) o triturado
durante 1h, com agitacéo;

4. O material insoluvel nestas condices foi filtrado a vacuo e seco na estufa (Binder) a 50°C

durante aproximadamente 17h, obtendo-se uma massa total de 67,59 g de AIR,;

Obtencéo do material soldvel em agua (WSM, Water Soluble Material)

5. Atotalidade do AIR obtido anteriormente foi fervido (100°C) em 700 mL de agua destilada
durante 1h, com agitacéo;

6. O material insollvel nestas condicdes foi separado por filtracdo a vacuo e o WSM foi
recolhido;

7. Posteriormente, o WSM foi congelado e liofilizado, obtendo-se assim uma massa final de

18,13 g, das quais se retiraram 1,3 g para possiveis analises posteriores.;
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Obtencdo do material de elevado peso molecular (HMWM, High Molecular Weight

Material)

8. O WSM (16,83 g) foi ressuspenso em 50 mL de &gua destilada e dialisado (MW cutoff 12-
14 kDa, Medicel, UK) durante 4 dias efetuando-se duas mudancas de agua por dia;

9. O material foi congelado e liofilizado, obtendo-se 1,77 g de HMWM.

Protocolo 2: Purificacao/fracionamento de biopolimeros (Lemieszek et al., 2013)

Para a purificacdo dos biopolimeros, 0 HMWM foi submetido a cromatografia de troca
aniénica (HPLC Ultimate 3000) utilizando a Q-Sepharose FF como fase estacionaria, colocada
numa coluna XK16/20 (Pharmacia). A detecdo foi realizada por UV sendo utilizado um

comprimento de onda de 257 nm.

1. Acoluna foi limpa convenientemente com 500 mL de hidroxido de sédio (NaOH)al Me
com agua destilada durante a noite sendo, de seguida, equilibrada com tampéo inicial de
acetato de sodio (C2.H3zNaO2) 5 mM a pH 5, contendo 3 M de ureia (CH4N20) e 0,02% de
azida de sodio (NaNs);

2. Em 50 mL de tampéo inicial, dissolveram-se 800 mg de HMWM,;

3. Asolucdo resultante foi sujeita a 5 ciclos de 5 minutos de banho (Stwart RE300DB) a 60°C
e 5 minutos de ultrassons (Bandelin Sonorex), seguida de duas centrifugacfes a 1000
rotacfes por minuto (rpm) (Sigma 3-30K), durante 10 minutos a 4°C, de modo a remover
o material insoluvel nestas condicoes;

4. O sobrenadante foi recolhido e carregado na coluna aplicando um fluxo de 0,1 mL/min;

5. A coluna foi lavada com o tampao inicial com um volume correspondente a 4 vezes o
volume da mesma;

6. O material ndo retido (5 mL/fracdo, com tempo de recolha de 50 minutos) foi recuperado;

7. O material retido na coluna foi eluido através de um gradiente de eluicdo de cloreto de
sodio (NaCl), utilizando um tampéo de acido acético (CH;COOH) 5 mM a pH 5 contendo
3 M de ureia, 0,02% de NaNz e 2 M de NaCl com um fluxo de 0,25 mL/min durante
aproximadamente 25h (tempo de recolha de, aproximadamente, 14.28 minutos), até a
concentracdo de NaCl atingir os 2 M. As fracbes obtidas (3,75 mL/fracdo) foram

recuperadas;
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10.

11.

Recorrendo ao método do écido fenol-sulfarico (Protocolo 3), foi analisada a presenca de
acucares em todas as fracOes recolhidas (retidas e nao retidas);
As fracOes obtidas foram juntas, de forma apropriada, em trés fragcdes principais: CC1
(material n&o retido na coluna), CC2 e CC3 (material retido na coluna);
Procedeu-se a diélise das trés fracdes principais enunciadas anteriormente (MW cutoff 12-
14 kDa, Medicel, UK) durante 4 dias com mudanca de 4gua duas vezes por dia;
As fracOes foram congeladas e liofilizadas, obtendo-se, no total, uma massa de 170 mg
para a fracdo CC1, 163 mg para a fracdo CC2 e 118 mg para a fracdo CC3. Esta ultima
fracdo foi analisada por eletroforese em gel de agarose e NanoDrop de modo a quantificar
e analisar o RNA presente na mesma (Protocolo 6).

Na Figura 3.1, pode ser observado o procedimento, esquematizado, do isolamento,

extracdo e purificacdo de biopolimeros (Protocolos 1 e 2, respetivamente) de C. Cibarius:

Cogumelos Cantharellus
cibarius liofilizados

Triturar cogumelos liofilizados

Fervura em alcool a 80%, 1h com agitacéo
Filtragdo com bomba de vacuo
Secagem na estufa a 50°C, 17h

Residuo insoltvel em
alcool (AIR)

Fervura em &gua, 1h com agitacdo

Filtragdo a vacuo

Liofilizagdo

Material soltvel em agua
(WSM)

l Dialise (Mwcut-off 12-14 kDa)
Material de elevado peso
molecular (HMWM)

Cromatografia de troca ani6nica

Fracdo ndo retida Fracdo retida
l 0 a 1M de NaCl
G 1a2M de Nacl cc3

Figura 3.1: Esquema resumo dos procedimentos de isolamento, extracdo e purificacdo de biopolimeros
isolados de Cantharellus cibarius. Adaptado de Lemieszek et al., 2013.
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3.3. Caracterizacdo quimica das fracdes

O WSM, o HMWAM e as trés fracdes purificadas a partir deste dltimo foram submetidas
a uma analise da sua composi¢do em acucares. A fracdo CC3, mais especificamente, foi
submetida a uma analise FTIR, analise da sua composicdo em &cidos gordos e pesquisa do seu

teor em fosfolipidos. O cogumelo em estudo apresentou ter uma elevada atividade antitumoral.

3.3.1. Determinacéo colorimétrica dos agucares totais

Descrito por Dubois et al., em 1956, o0 método do &cido fenol-sulfurico € um método
colorimétrico, simples e rapido, que permite a determinagdo dos agucares totais de uma amostra.
Devido a presenca do &cido sulfurico (H2S0O4), a amostra adquire temperatura e acidez elevadas,
levando a desidratacdo de pentoses e hexoses, originando assim furfural e 5-
hidroximetilfurfural, respetivamente. Na presenca do fenol, estes compostos anteriormente
formados, ddo origem, por condensacdo, a croméforos de cor amarelo-alaranjado que sé@o
estaveis durante varias horas e que sdo proporcionais a quantidade de agUcares presentes na
amostra (Dubois et al., 1956; Nielsen, 2010).

Protocolo 3: Método do acido fenol-sulfurico

1. A cada tudo de ensaio foram adicionados 25 ulL da amostra a analisar (fracGes recolhidas
anteriormente);

2. Adicionaram-se 200 uL de fenol a 5% (peso por volume (p/v));

3. Por fim, adicionou-se 1 mL de H2SO4 concentrado, tendo especial atencdo na adigdo deste
altimo reagente, que deve ser colocado diretamente sobre a solucdo (ndo deve escorrer
pelas paredes do tubo) e de forma répida;

4. Asolucao obtida foi deixada em repouso 30 minutos ao fim dos quais se agitou e se deixou
a repousar, novamente, por mais 30 minutos;

5. Aabsorvancia das amostras foi lida a 490 nm (PerkinElmer — Lambda 25), numa célula de

plastico com 1 mL de capacidade e um percurso 6tico de 1 cm.
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3.3.2. Determinacdo da composi¢do em agucares

A técnica de cromatografia de troca anidnica de elevada eficiéncia com detecdo
amperométrica pulsada (HPAEC-PAD, High Performance Anion Exchange Chromatography
with Pulsed Amperometric Detection) permite a separacdo e quantificacdo direta de HC, em
baixas concentragdes, sem que seja necessaria a sua derivatizacdo (transformacdo de uma
substancia em outra de estrutura semelhante) (Rohrer, 2013). E uma técnica muito utilizada na
area alimentar, uma vez que permite a detecdo destes constituintes em amostras de alimentos e
bebidas permitindo assim efetuar procedimentos de controlo de qualidade e rotulagem
nutricional, assim como monitorizar o processo de producgdo e autenticacdo do produto em
causa, permitindo a identificacdo de contaminacdes e adulteracdes (Yang et al., 2016).

A separacdo dos varios componentes da amostra é realizada por utilizagdo de uma fase
estacionaria de permuta anidnica permitindo separacdes altamente seletivas uma vez que, sendo
considerados &cidos fracos, os HC sdo parcialmente ionizados em solugdes alcalinas podendo
assim ser separados por este mecanismo. Esta técnica é extremamente seletiva e especifica para
HC, uma vez que a detecdo amperomeétrica pulsada deteta, somente, componentes que possuem
grupos funcionais que apenas sdo oxidaveis perante a tensdo de detecéo fornecida o que, no
caso dos HC, ocorre devido ao facto da sensibilidade para a sua detecdo ser maior do que para
outras classes de analitos. Para além disso, componentes presentes na amostra que sejam
neutros ou catiénicos, mesmo que sejam oxidaveis, ndo interferem no resultado da analise
(Rohrer, 2013).

Protocolo 4: Cromatografia de troca anionica de elevada eficiéncia com detecdo
amperomeétrica pulsada (HPAEC-PAD)

De modo a determinar a composicdo em agucares, foi realizada uma analise por HPAEC-
PAD (ICS-3000, Dionex) apds hidrolise acida com H2SO4 das amostras WSM, HMWM, CC1,
CC2e CCs.

1. Preparou-se uma solucéo de H.SO4 a 72% (peso por peso (p/p)), na qual se pesaram 72 g
de H2SO4 e 38 g de &gua ultrapura (Nota: O &cido é adicionado de forma lenta a agua).
Deixou-se arrefecer a temperatura ambiente (RT, Room Temperature);

2. Prepararam-se as solucdes-mae de fucose, ramnose, arabinose, galactose, manose, glucose,

xilose, ribose, acido galacturénico e acido glucurdnico (Tabela 3.1);
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Tabela 3.1: Composi¢do das solucBes-mée necessarias para a realizacdo do método de determinacao da

composicdo em agucares.

Composto Peso do composto (mg) | Agua ultrapura (g)
Acido galacturénico 100 10
Acido glucurénico 100 10
Arabinose 100 10
Fucose 100 10
Galactose 100 10
Glucose 100 10
Manose 100 10
Ramnose 100 10
Ribose 100 10
Xilose 100 10

3. Prepararam-se os padrdes necessarios a realizacdo do método: padrdo interno (PI) de 2-

desoxiglucose a 1 mg/mL e os padrfes de calibragéo A, B, C, D e E (Tabela 3.2);

Tabela 3.2: Composicao dos padroes de calibracdo necessarios para a realizacdo do método de determinacao

da composicdo em agUcares.

Solugdo-mae (mg) A (mg) B (mg) C (mg) D (mg) E (mg)
Acido galacturénico 150 25 250 50 100
Acido glucurénico 100 150 50 250 25
Arabinose 150 25 50 250 100
Fucose 50 25 150 100 250
Galactose 25 250 100 150 50
Glucose 50 100 150 250 25
Manose 100 150 25 50 250
Ramnose 250 50 25 100 150
Ribose 150 25 50 250 100
Xilose 25 50 100 150 250
Padréo interno 500 500 500 500 500
Agua ultrapura 1100 1250 1100 350 875

Total 2700 2700 2700 2700 2700
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10.

11.

12.

13.

Pesaram-se 5 mg de cada amostra (WSM, HMWM, CC1, CC2 e CC3) para tubos de ensaio
previamente identificados;

Adicionaram-se 200 pL da solugdo de H2SO4 a cada tubo;

As solugdes resultantes foram deixadas a RT durante 3h sendo agitadas no vortex a cada
30 minutos;

Decorrido este periodo, foram adicionados 2 mL de agua ultrapura a cada tubo;

Os tubos foram colocados num bloco de aquecimento (ThermoBloc: Falc) a 100°C durante
2h e 30 minutos;

Deixou-se arrefecer as amostras a RT e adicionaram-se 500 pL de PI (2-desoxiglucose a 1
mg/mL);

Para vials previamente identificados (A, B, C, D, E), transferiram-se 400 pL de cada uma
das solugdes padrdo e 4600 pL de agua ultrapura, agitando-se de seguida;

Para outra série de vials previamente identificados (WSM, HMWM, CC1, CC2, CC3),
transferiram-se 400 pL de cada solucdo preparada anteriormente e 4600 puL de agua
ultrapura, agitando-se de seguida;

Os padrdes e as amostras foram analisados no equipamento de cromatografia. Foi injetado
um volume de 5 puL de cada amostra/padréo, utilizando-se um fluxo de 0,3 mL/min de
eluente sendo a temperatura da coluna, durante a corrida, de 35°C;

A partir do cromatograma obtido, calcularam-se os valores da area de cada pico para cada
acucar, e ap0s a contrucao das rectas de calibracéo, utilizando o método do padréo interno,

foi determinada a composicao em agucares de cada amostra expressa em anidroagucar.

Nota: O equipamento de cromatografia possui uma coluna CarbonPac PA-20 (150 mm x 3

mm). Foram utilizados 3 eluentes: Eluente A, constituido por 1,25 mM de solucdo de
NaOH e 2 mM de hidroxido de bario (Ba(OH)2); Eluente B, composto por 400 mM de
C2HzNaO; e 2 mM de Ba(OH)2; Eluente C, constituido por 500 mM de NaOH e 2 mM
Ba(OH)2.
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Na Figura 3.2 ¢ ilustrado, de forma esquemaética, o procedimento geral realizado:

mEmman mmmE=

L L

yuuuuy Juuy

Padrées A, B,C,DeE 5 mg de amostra + 200 puL H2S0472% (p/p)

RT, 3h
Agitacdo a cada 30 minutos
EEEE

SR |

| !
+ 2 mL &gua ultrapura
Bloco de aquecimento
(100°C durante 2h30min)
Deixar arrefecer a RT

EEEES

L

+500 L PI
A4

400 pL padrdo + 4600 pL agua ultrapura 400 pL solugéo contendo a amostra +
4600 pL 4gua ultrapura

| |
v

Injetar no equipamento de cromatografia (HPAEC-PAD)

Figura 3.2: Esquema resumo do procedimento efetuado para a determinagdo da composi¢do em aguUcares
das amostras WSM, HMWM, CC1, CC2 e CC3 em anélise.

3.3.3. Pesquisa de acidos nucleicos
A eletroforese em gel de agarose € um método utilizado para a separacdo de acidos
nucleicos de acordo com o seu tamanho sendo, portanto, um método analitico que permite
determinar o tamanho destas moléculas por comparacdo com determinados marcadores de peso
molecular compostos por fragmentos de tamanhos conhecidos (Corthell, 2014; Koontz, 2013;
Magdeldin, 2012).
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A agarose (matriz de separacdo) € um polimero natural extraido de algas marinhas que €
dissolvido num tampé&o, colocado numa tina de eletroforese com um pente que ira dar lugar a
pocos para a deposicao da amostra e que, quando arrefece, solidifica formando um gel que pode
ter concentragdes que variam entre 0s 0,2% e 0s 3% sendo que a escolha da mesma depende do
tamanho dos fragmentos que se pretendem separar. A solucdo, ainda liquida, é incorporado
brometo de etideo, um corante fluorescente que, quando exposto a luz UV, permite a
observacao direta da localizacdo da amostra. Depois de solidificado, o gel € submerso num
tampdo de eletroforese. A tina de eletroforese, que contém um elétrodo positivo numa
extremidade e um elétrodo negativo noutra, é submetida a uma fonte de corrente continua que
faz migrar os &cidos nucleicos presentes na amostra (carregados negativamente) em direcdo ao
elétrodo positivo (&nodo). A velocidade de migracdo depende do tamanho das moléculas
(quanto mais pequenas mais facilmente passam pelos poros do gel, logo maior sera a sua
velocidade de migracédo) e da concentracdo do gel (quanto maior a concentracdo mais apertada
sera a matriz do gel, assim, géis de maior concentracdo sdo geralmente utilizados para a
separacao de moléculas de menor tamanho) (Corthell, 2014; Koontz, 2013; Magdeldin, 2012).

Os géis de agarose sdao muito utilizados, pois sdo simples e rapidos de preparar,
permitindo assim uma visualizacdo quase instantanea da amostra a analisar.

A espectroscopia de infravermelhos com transformadas de Fourier (FTIR, Fourier
Transform Infrared Spectroscopy), € um método que surgiu por volta de 1940, sendo, hoje em
dia, utilizado para a analise de amostras sélidas, liquidas ou gasosas, permitindo a identificacdo
da composicdo quimica das mesmas, a quantificacdo dos componentes presentes, a
determinacdo da qualidade ou consisténcia da amostra e a identificacdo de amostras
desconhecidas. A radiacdo infravermelha passa atraves da amostra, sendo parte absorvida e
outra parte transmitida. A energia na qual a radiacdo foi absorvida gera um pico no espectro de
absorcdo que corresponde a frequéncia de uma vibracdo de uma parte de uma molécula da
amostra. Assim, esta técnica € baseada nas vibracdes dos a&tomos constituintes da amostra,
medindo as frequéncias em que a mesma absorve e também a intensidade dessas absorcdes. O
espectro obtido é unico para cada amostra, funcionando como uma espécie de impresséo digital,
pois cada amostra é constituida por uma combinacdo Unica de diferentes de &tomos (Simonescu,
2012; Stuart, 2004).

E um método largamente utilizado em laboratério devido as suas enormes vantagens tais

como a rapidez na execucdo da analise, a sensibilidade elevada, a simplicidade do aparelho e
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da execucdo do método e o facto de ndo ser necessaria uma calibragdo manual devido ao facto

dos aparelhos possuirem um mecanismo de autocalibragdo (Simonescu, 2012; Stuart, 2004).

Protocolo 5: Espectrofotometria de absorcéo ultravioleta visivel (UV-vis)

1. Foram recolhidas 5 mg de cada um dos materiais WSM, HMWM e CC3 que foram
colocadas em tubos de Falcon previamente identificados;

2. As amostras foram ressuspendidas em 5 mL de agua destilada;

3. A solucao resultante foi tratada com vortex (lka Vortex Genius 3), 5 minutos de ultrassons
(Bandelin Sonorex) e 10 minutos de banho a 70°C (Stwart RE300DB);

4. Diluiu-se a amostra na proporcao 1:9 (v/v);

5. Foi realizada uma leitura no espectrofotometro UV-vis (PerkinElmer — Lambda 25) na
gama de comprimentos de onda entre 700-200 nm, de onde se obteve um espectro que
permitiu verificar a presenca do RNA e a concentra¢do do mesmo.

Protocolo 6: Eletroforese em gel de agarose

Este protocolo foi utilizado diversas vezes ao longo do plano de trabalhos. Dependendo
do objetivo do procedimento em causa, em alguns casos, foi alterada a percentagem do gel, o

tipo de marcadores moleculares e 0 volume de amostra e de solucdo de deposicao.

1. Para um baldo de Erlenmeyer, pesou-se a quantidade de agarose (g) (Invitrogen Life
Technologies) correspondente a percentagem desejada (e.g. para uma concentracdo de 2%,
pesam-se 2 g de agarose) adicionando-se de seguida 100 mL de tampdo de eletroforese
SGTB 1x (GRiSP);

2. Preparou-se o suporte necessario para a polimerizacao do gel (ja com o pente colocado);

3. Agueceu-se a solucdo de agarose e tampdo preparada anteriormente no micro-ondas até a
total dissolucao da agarose e deixou-se arrefecer ligeiramente;

4. A solucdo foi transferida para um recipiente de vidro ao qual foram adicionados 6 uL de
brometo de etideo. Homogeneizou-se a solugao e verteu-se a mesma sobre o suporte;

5. Apos a solificacdo do gel, retirou-se o pente e transferiu-se o gel para uma tina de

eletroforese onde ficou submerso com tampdo SGTB 1x;
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6. Posto isto, procedeu-se a preparacdo da amostra. Pesou-se 1 mg da fracdo CC3 que foi
dissolvida em 200 pL de agua (Gibco DNase/RNase free);

7. Foi utilizado o marcador molecular 100 bp DNA Ladder (Thermo Scientific) que permite a
identificacdo de bandas com tamanhos compreendidos entre os 1000 e os 100 pares de base
(bp);

8. Emtrés eppendorfs colocaram-se quantidades diferentes de amostra: 1, 3 e 6 UL, aos quais
foi adicionado 0.5, 0.5, e 1 pL de tampéo de deposicdo (Loading buffer), respetivamente,
contendo glicerol (que da densidade a amostra permitindo a sua deposicdo) e azul de
bromofenol (que dé& cor a amostra para que se possa visualizar a corrida em tempo real);

9. As amostras foram depositadas no gel e procedeu-se a corrida a 120 mV durante 20
minutos;

10. O gel foi visualizado e fotografado num sistema de aquisicdo de imagem (Uvidoc,

Biometra).

Nota: Simultaneamente, de modo a complementar os resultados obtidos no gel, foi feita uma
analise, em triplicado, no NanoDrop (NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer). Para cada

leitura, realizada a 260 nm, utilizaram-se 1,5 puL de amostra.

Protocolo 7: Espectroscopia de infravermelho com transformadas de Fourier (FTIR)

Os espectros infravermelhos foram obtidos utilizando um espectrofotometro FTIR.

1. O espectro de ar foi gravado como fundo e subtraido automaticamente ao espectro da
amostra utilizando para tal um software apropriado sendo assim obtidas, no final, todas as
caracteristicas espectrais que estao presentes apenas devido a amostra;

2. A regido de varrimento utilizada foi entre os 400 e 5000 cm™, com uma resolugdo de

2 cm. O espectro resultou da adicdo de 128 scans.

3.3.4. Determinacdo quantitativa de fosfolipidos e determinacdo da

composicdo em acidos gordos da fracdo CC3
Os lipidos sdo compostos organicos naturais que sao insollveis em agua mas sollveis em
solventes organicos, como é o caso do cloroféormio. Foi com base neste prossuposto que, em
1957, Jordi Folch Pi descreveu o hoje conhecido Método de Folch, um método que permite o

isolamento e fracionamento de lipidos e que se pode dividir em duas etapas principais:
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1. E gerado um sistema monofasico, pela adicio de cloroférmio (CHCIs) e metanol (CHsOH)
(2:1), o que permite extrair e dissolver os lipidos;

2. Passo de purificacdo, onde é produzido um sistema bifasico, através da adi¢ao de agua, que
permite a separacdo de compostos em duas fases: superior, a fase aquosa, que ira ser depois
reextraida e uma fase inferior, a fase orgénica, onde se encontram os lipidos que se
pretendem isolar, dissolvidos no cloroférmio.

Este método é considerado o método mais confiavel para a recuperacao de lipidos totais e 0

mais utilizado hoje em dia pela sua facilidade e rapidez de execucdo (Axelsson e Gentili, 2014;

Folch et al., 1957).

A métodologia escolhida, neste trabalho, para a realizacdo da estimativa da quantidade
de fosfolipidos presentes na fracdo CC3 foi desenvolvida, em 1970, por George Rouser e tem
por base a quantidade de fosforo presente na amostra a analisar. E um método antigo que, no
entanto, é facil, rapido e barato de executar. A técnica baseia em submeter a amostra a uma
digestdo &cida que fara com que ocorra a digestdo dos fosfolipidos presentes ocorrendo, por
consequéncia, libertacdo de fosfato inorgénico. Este reage, posteriormente, como uma solucéo
de molibdato de amonio e formara um complexo de cor azul-escuro. A formacdo deste
complexo permite inferir a presenca de fosforo/fosfolipidos na amostra sendo que a intensidade
da cor é proporcional a quantidade dos mesmos. A estimativa € realizada através da
extrapolacdo direta de uma reta de calibracdo para a qual se utilizaram padrbes com
concentracdes de fosforo conhecidas que se sabe corresponder a uma determinada quantidade
de fosfolipidos (Rouser et al., 1970).

A cromatografia gasosa (GC, Gas Chromatography) ¢ um método de separacdo e analise
de misturas de substancias volateis. Nesta técnica, a amostra é vaporizada e introduzida num
fluxo de gas adequado, denominado por fase mdvel ou gas de arraste. Este fluxo de gas
contendo a amostra vaporizada ira passar huma coluna cromatografica, que contem a fase
estacionaria, onde ocorre a separacdo dos varios componentes da mistura. As substancias séo
entdo separadas e saem da coluna passando por um detetor, responsavel por gerar um sinal
elétrico proporcional a quantidade de material eluido no gas. O registo deste sinal em funcdo
do tempo é chamado de cromatograma, onde aparecem diferentes picos (correspondentes a cada
substancia) com diferentes areas, sendo esta proporcional a quantidade de substancia,

possibilitando assim a sua identificacdo e analise. Este método € bastante utilizado hoje em dia
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nos laboratorios de quimica pois permite uma analise rapida, eficiente, com elevada resolugéo

e que requer pequenas quantidades de amostra (McNair e Miller, 2009).

Protocolo 8: Recuperacao de fosfolipidos pelo Método de Folch (Reis et al., 2013)

w

© N o g b

Pesaram-se 2,5 mg de CC3 para um eppendorf;
Adicionaram-se 160 pL de CHsOH gelado;

De seguida, foram adicionados 320 puL de CHCIs; gelado ao qual foi incorporado
hidroxitolueno butilado (BHT) a 1%;

A solucdo foi incubada no gelo durante 20 minutos;

Apos este periodo, adicionaram-se 150 pL de agua ultrapura;

Realizou-se uma nova incubacao no gelo por 10 minutos;

A solucdo foi centrifugada durante 5 minutos, a 2000 g (g-force) e a RT (25°C);

A fase aquosa (sobrenadante) foi removida para um novo eppendorf e a fase organica foi

guardada;

Reextracdo da fase aquosa:

9.

Adicionaram-se 250 puL de CHCI3:CH30H (2:1) gelado a fase aquosa recuperada;

10. Incubou-se no gelo por 20 minutos;

11. Adicionaram-se de 150 pL de agua ultrapura;

12. Realizou-se uma nova centrifugacéo durante 5 minutos, a 2000 g e a RT;

13. A fase aquosa foi eliminada e as fases organicas foram juntas e conservadas a -20°C. Esta

amostra foi denominada por CC3Lipidos.

Protocolo 9: Transesterificacdo de fosfolipidos

Transferiram-se 100 uL de amostra CC3Lipidos para um tubo apropriado para o efeito;
Adicionaram-se 2 mL de uma solucédo de CHzOH:CesH14 (metanol:hexano) (4:1), agitou-se
a amostra no vortex e incubou-se no gelo de modo a que a mesma ficasse bem gelada;

De seguida, foram adicionados 200 pL de cloreto de acetilo (CH3COCI) e agitou-se a

solucdo novamente no vortex;
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A amostra foi colocada num bloco de aquecimento a 100°C durante 10 minutos. Decorrido
este periodo, foi agitada no vértex e novamente colocada no bloco de aquecimento por
mais 50 minutos, deixando-se depois arrefecer a RT;

Adicionaram-se 1,5 mL de hexano, 6 mL de carbonato de potéssio (K2CO3) a 6% agitando-
se de seguida;

A amostra foi centrifugada a 3000 rpm durante 5 minutos, removendo-se, de seguida, a
fase aquosa;

Adicionaram-se, novamente, 1,5 mL de hexano, 6 mL de carbonato de potassio a 6%,
agitou-se e colocou-se a centrifugar a 3000 rpm durante 5 minutos;

Por fim, removeu-se a fase organica para um novo tubo.

Protocolo 10: Determinacéo quantitativa de fosfolipidos pelo “Ensaio do fosforo”

Para dois tubos de vidro pesou-se 1 mg de CC3 e pipetaram-se 100 pL de amostra
CC3Lipidos;

Adicionaram-se a cada tubo, 650 pL de acido perclorico (HCIO4) a 70%;

Os tubos foram colocados num bloco de aquecimento a 180°C, durante 30 minutos, tapados
com um berlinde, de modo a ocorrer a digestdo acida (Nota: O berlinde é colocado para
que a solucdo ndo evapore e para que ndo haja demasiada pressdo como ocorreria caso
colocassemos a tampa nos tubos);

Preparou-se uma solucdo padrédo-mae de fosfato monopotassico (KH2PO4) — 43,9 mg de
KH2PO4 em 100 mL de &gua destilada (10 pg de fosforo/mL). Esta solugéo foi diluida 10x;
Prepararam-se 5 solugdes padrdo: Para 5 tubos de vidro pipetaram-se 100, 150, 250, 375 e
500 pL da solucdo padrao-mae, aos quais foram adicionados 650 pL de HCIOsa 70%. Esta
solucdo ndo necessita de digestao;

Apos decorridos 0s 30 minutos, deixou-se arrefecer as amostras a RT;

A cada tubo (amostras e padrdes) foram adicionados 3,3 mL de dgua destilada, 500 pL de
solucdo de molibdato de aménio ((NH4)sM07024) a 2,5% e 500 pL de solugdo de acido
ascorbico (CsHsOs) a 10% (Nota: Esta solucdo deve ser preparada na hora e ndo deve ser
conservada mais de uma semana a 4°C), agitando no vortex entre cada adi¢céo;

Os tubos foram colocados num banho de dgua a 100°C por 5 minutos;
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9. A absorvancia das amostras e padroes foi lida a 800 nm;
10. Preparou-se uma curva de calibracdo para os padrGes e por extrapolacdo de dados
determinou-se a quantidade de fosforo presente na amostra.

Protocolo 11: Determinacdo da composi¢do em acidos gordos dos fosfolipidos presentes

em CC3 por cromatografia gasosa (GC)

Para a realizacdo da determinacdo de acidos gordos por GC foi utilizada uma coluna
capilar (30 m x 0,25 mm x 0,25 pum). O hélio foi usado como géas de arraste a um fluxo de 1
mL/min. O detetor e o injetor foram ambos mantidos a temperatura de 250°C. A temperatura
da coluna permaneceu, inicialmente, a 100°C durante 2 minutos, seguindo-se uma taxa de

aquecimento de 4 °C/min até atingir os 220°C onde permaneceu durante 20 minutos..

1. No equipamento de GC (Trace GC — Thermo Finnigan) foram injetados 2 puL de amostra
CC3Lipidos depois de transesterificada com o auxilio de uma microseringa (Hamilton —
Bonaduz, Schweiz com capacidade de 10 pL);

2. Efetuou-se a analise durante 60 minutos.

3.4. Transcricdo reversa do RNA presente na fracdo CC3

A transcricdo reversa € uma técnica comummente utilizada na qual ocorre conversao de
RNA no seu DNA complementar (¢cDNA) com o auxilio de uma enzima denominada por
transcriptase reversa. O cDNA obtido pode ser utilizado, posteriormente, em diversas

metodologias tais como PCR, clonagem e sequenciacdo (Carson et al., 2012).

Protocolo 12: Sintese de cDNA a partir do RNA presente na fracdo CC3

Para a realizacdo deste procedimento foi utilizado o kit “Verso cDNA synthesis kit”
(Thermo Scientific). Este kit inclui dois primers distintos: Random Hexamers, que consiste
numa mistura de hexanucledtidos aleatorios de cadeia simples capazes de representar todas as
possiveis sequéncias de hexameros, e Oligo dT, que consiste numa sequéncia de cadeia simples

de desoxitimina (dT), que se liga a caudas de poliadenina (Poli A).

1. Em 2 tubos PCR foi realizada a mistura de reacao representada na Tabela 3.3:
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Tabela 3.3: Mistura de reacgdo utilizada para a execu¢do da transcricio reversa do RNA presente na fragdo
CCs.

Mistura de reacéo CC30ligo CC3Hexamers
(O_RT) (uL) (H_RT) (uL)
Tampao de sintese 5x cDNA 10 10
Mistura de dNTPs (5 mM cada dNTP®) 5 5
Primer Anchored Oligo dT (500 ng/uL) 2,5
Primer Random Hexamers (400 ng/uL) 2,5
RT Enhancer 2,5 2,5
Verso Enzyme Mix 2,5 2,5
RNA (CC3) 1,25 1,25
Agua (Gibco, Invitrogen, Life Technologies) 26,25 26,25
Volume final (pL) 50

(@ dNTP - Desoxinucleotido trifosfato

2. Depois de realizada a mistura de reagéo, os tubos foram colocados no termociclador com

0 programa apresentado na Tabela 3.4:

Tabela 3.4: Programa utilizado para a sintese de cDNA.

Temperatura (°C) Duracéo Fase
42 60 minutos Sintese de cDNA
95 2 minutos Inativacdo da sintese
4 Indeterminado Pausa

3. Asamostras foram submetidas a uma eletroforese em gel de agarose (Protocolo 6) a 1,5%
na qual se utilizou o marcador molecular 100 bp DNA Ladder e se depositaram 5 pL de
amostra e 3 pL de solucdo de deposicdo de modo a verificar se este procedimento teria
corrido como o pretendido, sendo as restantes amostras colocadas no frigorifico até a

execucdo do procedimento seguinte.

3.5. Degenerate oligonucleotide-primed PCR (DOP-PCR)
O método de PCR que utiliza um primer universal e degenera o tamanho dos produtos
obtidos (DOP-PCR, Degenerate Oligonucleotide-Primed PCR), descrito pela primeira vez em

1992 por Telenius et al., € um processo no qual se utiliza um primer universal que é capaz de
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se ligar a vérias sequéncias distintas. Devido a este facto, torna-se 0 método mais indicado para
a realizacdo do presente trabalho, uma vez que a sequéncia de RNA em estudo é, até ao
momento, desconhecida (Arneson et al., 2008).

Protocolo 13: Amplificacdo de cDNA por DOP-PCR

De modo a amplificar o cDNA obtido pelo procedimento efetuado anteriormente,
realizou-se um DOP-PCR. Para a execucdo deste, foram testados dois primers universais :
Primer 6MW e Primer F/S.

1. Em4 tubos PCR realizou-se a mistura de reacao representada na Tabela 3.5:

Tabela 3.5: Mistura de reagao utilizada para a realizacdo do DOP-PCR.

Mistura de reacdo CC30ligo CC30ligo CC3Hexamers CC3Hexamers
(O_DOP_6MW) | (O_DOP_F/S) | (H_DOP_6MW) (H_DOP_F/S)
Tampdo TAPS @ 5uL 5uL 5uL 5 uL
Tampdo W1 @ 2,5puL 2,5uL 2,5puL 2,5puL
Mistura de dNTPs 4 uL 4 uL 4 uL 4 uL
Primer 6MW 2 uL - 2 uL
Primer F/S - 2 uL - 2 UL
cDNA 5puL 5puL 5puL 5uL
Taq polimerase luL 1uL 1uL 1uL
Agua ultrapura 30,5 uL 30,5 uL 30,5 uL 30,5 uL
Volume final 50 L

@ Acido N-tris(hidroximetil)metil-3-amino-proanesulfonico
@ Eter polioxietileno W1

2. Depois de realizada a mistura de reacédo, os tubos foram colocados no termociclador com

0 seguinte programa (Tabela 3.6):
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Tabela 3.6: Programa de DOP-PCR utilizado para a amplificagéo do cDNA.

Temperatura (°C) Tempo Fase
94 9 minutos Desnaturagéo inicial
94 1 minuto «— Desnaturacédo
62 1 minuto e 30 segundos 24 ciclos Annealing
72 3 minutos Extenséo
72 10 minutos Extensdo final
10 Indeterminado Pausa

3. Finalizado o DOP-PCR, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose
(Protocolo 6) a 1,5%, na qual se utilizou o marcador molecular 100 bp DNA Ladder
(Thermo Scientific), que permite observar bandas com tamanhos compreendidos entre 1000
e 100 bp, e o marcador 1kb DNA Ladder plus (Thermo Scientific), que permite observar
bandas com tamanhos compreendidos entre os 2000 e 75 bp e 0 marcador GeneRuler DNA
Ladder Mix (Thermo Scientific). Depositaram-se 3 pL de amostra e 2 pL de solucdo de

deposigéo. As restantes amostras foram colocadas no frigorifico até posterior utilizacao.

3.6. Clonagem de produtos PCR

Tendo surgido nos anos 70, a clonagem foi descrita como uma técnica revolucionaria
da biologia experimental, que tera levado ao rapido desenvolvimento de outras técnicas, como
é 0 caso da sequenciacdo de DNA, que permite o estudo da estrutura de sequéncias individuais,
facilitando assim o estudo da expressao das mesmas e a associacdo da expressdo anormal destas
a determinadas doencas. Atualmente, a clonagem tem sido também utilizada pela biotecnologia
moderna com vista a producdo de proteinas bem como outros componentes para uso em
medicina, agricultura e arqueologia (Brown, 2010).

Como se pode observar na Figura 3.3, a clonagem consiste na inser¢do de um fragmento
de DNA dentro de uma molécula de DNA circular (plasmideo) ao qual chamamos de vetor, de
forma a produzir uma molécula de DNA recombinante (1). De seguida, o vetor é colocado
dentro de uma célula hospedeira (2), geralmente uma bactéria, que se multiplica, multiplicando
de igual forma o vetor e o fragmento de DNA contido no seu interior (3). Deste modo, ao fim
de varias divisdes celulares por parte da célula hospedeira (4), ocorre o surgimento de uma

colonia ou clone (5) de varias células hospedeiras idénticas, cada uma contendo uma ou mais
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copias da molécula de DNA recombinante. As colonias séo, por fim, colocadas a crescer numa
placa de Petri com um meio s6lido (6), de modo a que haja a sua recuperacdo e posterior
extracdo de DNA plasmidico e sequenciacdo (Brown, 2010).

1. Construgio da molécula de DNA recombinante

Molécula de
DNA recombinante

Vetor  Fragmento de

2. Insergdo na céhla \ Bactéria contendo a
hospedeira molécula de DNA
/' recombinante
3. Multiplicagio da molécula de \
DNA recombinante 8 |

/

DNA

4. Diviséo da célula
hospedeira

5. Divisdes sucessivas P S - s ,]
originando um clone |l S e

6. Crescimentos das colonias de
bactérias em meio solido

Figura 3.3: Esquema resumo dos passos envolvidos na técnica de clonagem. Adaptado de Brown, 2010.

No presente trabalho, clonaram-se os produtos DOP-PCR obtidos sendo utilizado para o
efeito o plasmideo pUC19DNA/Smal cujo mapa pode ser consultado no Anexo A. Neste vetor
estdo presentes, entre outros, o gene de resisténcia a ampicilina e o gene LacZ (gene do operdo
da lactose), sendo que através da detecdo da disrupcdo/expressdo destes genes é possivel
identificar as bactérias recombinantes. O gene de resisténcia a ampicilina permite detetar
células com a presenca do vetor, uma vez que devido a este, apenas se irdo desenvolver as
células que o contiverem. Destas, é possivel ainda identificar as que contém o fragmento de
DNA de interesse (inserto), uma vez que apresentardo cor branca. Este acontecimento pode ser
explicado pelo facto do vetor pUC19DNA/Smal possuir o gene LacZ, codificador da enzima

B-Galactosidase, responsavel por digerir lactose em glicose e galactose. Neste procedimento é
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utilizado o X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indoxil-B-D-galactopiranosideo), um glicosideo artificial
analogo a lactose. Em situagBes normais, na presenca de indutores, como o IPTG (B-D-1-
tiogalactopiranoside de isopropilo) e 0 X-Gal, o gene LacZ produz a enzima [3-Galactosidase e
ocorre a hidrélise do X-Gal que, por ser um substrato cromogéneo, origina um complexo de cor
azul. Acontece que o local de clonagem multipla, onde serd inserido o fragmento de DNA a
clonar, situa-se no meio da sequéncia codificadora da enzima B-Galactosidase, tornando assim
a codificacdo da mesma € inviavel. Deste modo, se o vetor contiver o fragmento de interesse, 0
gene LacZ ndo é capaz de codificar a enzima B-Galactosidase que, por sua vez, ndo sera capaz
de clivar o X-Gal, ndo produzindo assim colénias de cor azul mas sim colénias de cor branca,

que serdo as que contém o inserto (Kiernan, 2007; Sandhu, 2010).

Protocolo 14: Clonagem dos produtos de transcri¢éo reversa com primers Oligo dT e
Random Hexamers e dos produtos de DOP_PCR com primers 6MW e F/S com o vetor
pUC19DNA/Smal

O processo de clonagem foi efetuado para 0s produtos obtidos por transcricdo reversa com 0s
primers Oligo dT (O_RT) e Random Hexamers (H_RT) e para os produtos obtidos por
DOP_PCR com os primers 6MW (O_DOP_6MW e H_DOP_6MW) e F/S (O_DOP_F/S e

H_DOP_F/S), efetuando-se sempre uma mistura de reacdo para cada um.

Preparacdo do meio sélido
Preparou-se 0 meio sélido a partir de solucGes stock a concentracéo de 25 g/L de meio LB

(Luria Bertani) e 15 g/L de agar.

1. Dissolveram-se, lentamente, 3 g de agar e 5 g de LB em 200 mL de agua;

2. Colocou-se a mistura a autoclavar a 121°C, durante 15 minutos;

3. Deixou-se arrefecer a mistura, gradualmente, num banho a 50°C;

4. De seguida, na camara de fluxo vertical, adicionou-se o antibiotico ampicilina para uma
concentracdo final de 100 pg/mL, IPTG a uma concentragdo de 0,5 mM e X-GAL para
uma concentragdo final de 80 pg/mL;

5. Agitou-se a mistura cuidadosamente de modo a ndo surgirem bolhas e verteram-se 30 mL
para cada uma de 6 caixas de Petri;

6. Por fim, deixaram-se arrefecer as placas, sendo depois seladas e armazenadas a 4°C, até

posterior utilizacdo;
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Preparacdo do meio liquido
O meio liquido foi preparado a partir de uma solucéo stock de LB a concentracdo inicial

de 25 g/L.

7. Numa garrafa de 1 L, dissolveram-se 15 g de LB em 600 mL de &gua (Gibco, Invitrogen,
Life Technologies) (foram preparadas duas garrafas);

8. Colocou-se a mistura a autoclavar a 121°C, durante 15 minutos;

9. Deixou-se arrefecer a RT;

10. Na camara de fluxo vertical, adicionou-se o antibidtico ampicilina para uma concentracao
final de 100 pg/mL;

11. Homogeneizou-se a mistura e verteram-se 10 mL para cada um de varios tubos de Falcon;

12. Por fim, os tubos de Falcon foram armazenados a 4°C, até posterior utilizagdo;

Fast DNA End Repair

Devido ao facto do vetor pUC19DNA/Smal ser um vetor desfosforilado, antes de
procedermos a ligacdo entre 0 mesmo e 0 inserto é necessario tornar as extremidades deste
altimo cegas, para assim serem compativeis com o vetor e deste modo possa ocorrer ligacéo
entre ambos. Para este efeito, utilizou-se o kit Fast DNA End Repair Kit (Thermo Scientific),
que possibilita a conversdao das extremidades dos produtos de PCR obtidos (insertos) em

extremidades completamente cegas.

13. Para cada uma das amostras, preparou-se, em gelo, a mistura de reacdo apresentada na
Tabela 3.7:

Tabela 3.7: Mistura de reacéo preparada para a execucao do passo Fast End Repair.

Mistura de reacao Quantidade (nL)
Inserto (Fragmento de cDNA) 40
10x End Repair Buffer 5
End Repair Enzyme Mix 2,5
Agua ultrapura 2,5
Volume final (unL): 50

14. Colocou-se a mistura de reacdo no termociclador a 20°C, durante 12 minutos;
15. ApoOs este periodo, e antes de seguirmos para 0 passo seguinte, as amostras foram
imediatamente colocadas em gelo e foram analisadas em gel de agarose a 1,5%, no qual se

depositaram 3 pL de amostra e 1,5 pL de solucéo de deposicéo (Protocolo 6);
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Ligacéo do inserto ao vetor pUC19DNA/Smal

16.

Usando o kit T4 DNA Ligase (Fermentas, Thermo Scientific), preparou-se a reacdo de
ligagdo do inserto ao vetor pUC19DNA/Smal representada na Tabela 3.8;

Tabela 3.8: Mistura de reacéo para realizacdo do passo de ligacdo do inserto ao vetor pUC19DNA/Smal.

17.
18.

Mistura de reagdo Quantidade (uL)
Produtos do Fast End Repair 14
Agua (Gibco, Invitrogen, Life Technologies)
Vetor puC19 @ 1 (50 ng)
10x Tampdo T4 DNA ligase 2
50% Solucio PEG 4000 @ 2
T4 DNA ligase 1
Volume final (uL): 20

@) Representado no Anexo A

@ PEG - Solugéo de polietilenoglicol

Incubaram-se as amostras no termociclador a 22°C, durante 1 hora;

No final da incubacéo, as amostras foram colocadas a RT;

Transformacdo das bactérias competentes com o produto de ligacéo

19.

20.

21.

22.

23.

24,

Em gelo, adicionaram-se 3 uL (equivalente a 10 ng) de reacdo de ligacao a tubos com 50
uL de bactérias, incubando-se, de seguida, durante 30 minutos;

Decorrido este periodo, para que ocorre-se choque térmico das bactérias, os tubos foram
transferidos para um banho a 42°C, com a duracédo de 20 segundos. Passado este tempo, 0s
tubos foram imediatamente transferidos para o gelo, onde permaneceram por 2 minutos;
A chama, adicionaram-se 950 pL de meio SOC (Super Optimal Catabolite) (Thermo
Scientific) a cada um dos tubos e incubaram-se a 37°C, durante 1 hora, com uma agitacéo
de 225 rpm;

Decorrido este periodo, plaquearam-se, a chama, 200 pL de suspenséo bacteriana em cada
placa previamente preparada e incubaram-se as placas a 37°C, durante a noite;

No dia seguinte, efetuou-se a repicagem dos clones positivos (coldnias brancas): Colocou-
-se uma coldnia em cada tubo de Falcon, previamente preparado e estabilizado a RT,;

Os tubos de Falcon com os clones repicados foram incubados a 37°C, durante a noite, com

agitacdo de 250 rpm;
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Screening das bactérias recombinantes por PCR

As colonias brancas, previamente repicadas e postas a crescer durante a noite, foram
submetidas a um screening por PCR, no qual se utilizou primers M13, que se ligam ao vetor perto
do local de insercdo, o que permite confirmar se os clones possuem o plasmideo com o inserto e se
sdo, portanto, positivos ou negativos. Depois deste passo, as colonias que ndo sugeriram a

presenca do inserto foram descartadas.

25. Preparou-se a mistura de reacdo apresentada na Tabela 3.9;

Tabela 3.9: Mistura de reacdo preparada para a realizagdo do PCR de screening das bactérias
recombinantes.

Mistura de reacéo Quantidade (nL)

Suspensdo bacteriana 1,6
Tampdo PCR 10x [com (NH4).SO.]®¥ (MBI Fermentas, Thermo Scientific) 2
Mistura de dNTPs (2.5 mM) (Invitrogen, Life Technologies) 1
MgCI2 a 25 mM (MBI Fermentas, Thermo Scientific) 1,2

“Primer M13 forward” (1 pg/mL) @ (Invitrogen, Life Technologies) 0,2
“Primer M13 reverse” (1 pg/mL) © (Invitrogen, Life Technologies) 0,2

Agua ultrapura (Gibco, Invitrogen, Life Technologies) 13,4

Taq DNA polimerase (MBI Fermentas, Thermo Scientific) 0,4
Volume final (uL): 20

@) (NH4)2S04: Sulfato de aménio
@ “Primer M13 forward” (18 bp): 5'- TGTAAAACGACGGCCAGT-3"
@) “Primer M13 reverse” (18 bp): 5'- CAGGAAACAGCTATGACC-3

26. De seguida, colocou-se a mistura de reacdo no termociclador. O programa utilizado esta
descrito na Tabela 3.10;

Tabela 3.10: Programa utilizado para a reacé@o de PCR de screening de bactérias recombinantes.

Temperatura (°C) Duracéo Fase
94 5 minutos Desnaturacéo inicial
94 30 segundos <«—— Desnaturacéo
54 30 segundos 29 ciclos Annealing
72 90 segundos Extenséo
72 10 minutos Extens&o final
4 Indeterminado Pausa
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27. No final da reacdo de PCR, realizou-se uma eletroforese em gel de agarose 1,5% com o0s
produtos da amplificacdo, depositando-se 3 pL de amostra com 2 pL solucéo de deposicéo
(Protocolo 6);

28. Depois de concluida a eletroforese, identificaram-se as bandas pretendidas com base no
peso molecular, que calculavamos ser um pouco superior a 100 bp;

29. Posteriormente, fizeram-se stocks das suspensdes bacterianas que indicaram a presenca do
inserto, adicionando-se, para tal, 250 pL de glicerol e 1250 pL de suspensdo bacteriana.

3.7. Extracdo de DNA plasmidico

Para a realizagdo deste procedimento foi utilizado o kit GeneJET Plasmid Miniprep Kit
(Thermo Scientific).

Protocolo 15: Extracdo de DNA plasmidico dos clones anunciados como positivos

O principal objetivo do protocolo de clonagem era a posterior sequenciacdo do inserto
introduzido no vetor, sendo assim, procedeu-se a extracdo do DNA plasmidico dos clones que
se anunciaram positivos (Protocolo 13).

1. Comecou por se colocar, em tubos de Falcon, 150 uL de suspensdo bacteriana em 15 mL
de meio LB com ampicilina a 37°C, durante a noite, com uma agitacédo de 225 rpm;

2. Apos o crescimento das bactérias, centrifugaram-se os tubos a 6800 g durante 5 minutos e
descartou-se o sobrenadante;

3. Ressuspendeu-se o pellet em 250 uL. de “solucdo de ressuspensao”, através da realizacdo
de um vortex;

4. Adicionaram-se 300 puL de “solucdo de lise”, invertendo-se os tubos até a solugdo se
apresentar viscosa. (Nota: E importante que este passo ndo exceda 0s 5 minutos);

5. De seguida, foram adicionados 375 uL de “solugdo de neutralizacdo”, invertendo-se
novamente, seguida de uma centrifugacdo a 13000 rpm, durante 5 minutos. No final,
transferiu-se o sobrenadante para a coluna fornecida pelo kit, com o cuidado de ndo tocar
no pellet;

6. Colocaram-se as colunas num tubo coletor procedendo-se, de seguida, a uma centrifugacao

a 13000 rpm durante 1 minuto. No final, descartou-se o conteudo do tubo coletor;
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7. Adicionaram-se, de seguida, 500 uL de “solucéo de lavagem” as colunas;

8. Centrifugaram-se as colunas a 13000 rpm, durante 1 minuto, descartando-se novamente o
contetdo do tubo coletor;

9. Realizou-se uma nova lavagem, adicionando-se 500 puL de “solucdo de lavagem” e
realizou-se novamente uma centrifugacdo a 13000 rpm, durante 1 minuto;

10. As colunas foram transferidas para um novo tubo de 1,5 mL as quais foram adicionados
50 pL de 4gua ultrapura, previamente aquecida a 70°C;

11. Incubaram-se os tubos durante 15 minutos a RT e procedeu-se a uma nova centrifugacao a
14000 rpm, durante 2 minutos;

12. Por fim, com o objetivo de confirmar se 0 passo de extracdo e purificacdo foi realizado
corretamente, procedeu-se a uma quantificagdo pelo NanoDrop;

13. Asamostras de DNA plasmidico purificado e quantificado foram armazenadas a -20°C, até

serem enviadas para sequenciacao.

3.8. Sequenciacao e analise bioinforméatica

No decorrer dos ultimos anos, com 0s avangos na biologia molecular e com o aumento
dos equipamentos disponiveis para investigacao cientifica, as técnicas de sequenciacao ficaram
cada vez mais rapidas, permitindo o sequenciacdo de um grande nimero de genomas de varias
espécies, incluindo o genoma Humano, que ficou completo em 2003 (Collins et al., 2003). Toda
esta informacao relativa as inUmeras espécies exigiu 0 Sseu armazenamento, organizagao e
catalogacdo em bancos de dados, assim como o desenvolvimento de algoritmos eficientes de
modo lidar com o volume crescente de dados e a permitir a sua expansdo para uma comunidade
cientifica mais ampla. Deste modo, com a conjugacao da biologia e da informatica, surgiu uma
nova area denominada por “Bioinformatica” (Mabrouk et al., 2006).

Apesar da maioria dos RNAs terem sido identificados através de métodos experimentais,
atualmente, as técnicas de previsdo computacional tornam-se cada vez mais Uteis e fiaveis, pois
0s primeiros, apesar de serem altamente precisos, tornam-se muito mais demorados e
dispendiosos (Li et al., 2015). Para além disso, atualmente, existe um acumular de informacéo
e de dados relativamente as propriedades dos RNASs, 0 que torna os métodos computacionais
mais adequados, ndo soO para identificar a estrutura da molécula como também para determinar

de que tipo de molécula se trata (Zhao et al., 2009). Ademais, em comparacdo com 0s métodos
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experimentais, 0s métodos computacionais mostram ser mais rapidos, mais acessiveis, menos
dispendiosos e mais eficazes (Huang et al., 2017).

Existem centenas de programas bioinformaticos, quer disponiveis para pesquisa online
quer para instalagdo local no computador de trabalho, que permitem fazer as mais variadas
analises tais como: analise de sequéncias, identificacdo de varios tipos de RNA jé anteriormente
descobertos e anélise de novos RNAs, nomeadamente ncRNAs (Lukasik et al., 2016).

Relativamente aos ncRNAs, para a sua analise e identificacdo, as abordagens relatadas
dividem-se em duas categorias: métodos ab initio, baseados em informacgdes de homologia
(somente ncRNAs que sdo homologos com uma familia ncRNAs ja identificada é que podem
ser estudados com este método) e métodos de novo, que ao invés de informacGes evolutivas,
utilizam caracteristicas da sequéncia e/ou da estrutura secundaria para a identificacdo (mais
utilizados) (Wang et al., 2013).

Uma das metodologias mais executadas em bioinformatica é a analise de sequéncias, um
processo que visa a descoberta de semelhangas funcionais e estruturais e/ou diferencas entre
multiplas sequéncias biologicas. Com o rapido aumento do nimero de sequéncias disponiveis
nos bancos de dados, pesquisas de similaridade tornaram-se essenciais na maioria das
aplicacdes bioinformaticas, pois a detecdo de semelhangas significativas entre uma sequéncia
desconhecida e outra ja catalogada ¢ um dos métodos mais Uteis e rapidos para caracterizar a
nova sequéncia em termos de estrutura e funcdo ja que, geralmente, quando sdo similares
possuem a mesma estrutura e papel funcional. Se duas sequéncias, pertencentes a diferentes
organismos, forem muito semelhantes e essa similaridade for estritamente significativa, as
mesmas sdo consideradas homologas (Fortino, 2012).

A avaliacdo da semelhanca entre duas ou mais sequéncias € realizada através da execucéo
do seu alinhamento. Os algoritmos utilizados no alinhamento funcionam através da comparacéao
de duas ou mais sequéncias procurando por caracteres idénticos ou padrdes de caracteres com
vista a quantificacdo do nivel de similaridade entre as mesmas. A pesquisa de similaridade
através de bancos de dados permite determinar qual das milhares de sequéncias ai presentes
estdo potencialmente relacionadas a uma determinada sequéncia de interesse (Fortino, 2012).
Para realizar o alinhamento, sdo muito utilizados os programas Clustal Omega, Geneious e
Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) (engloba um conjunto de programas para
alinhamento tanto para nucledtidos (BLASTN - Standard nucleotide BLAST) como para
proteinas (BLASTP - Standard protein BLAST)) (Huang et al., 2017).
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Como é sabido, a molécula de RNA é capaz de se dobrar numa estrutura secundaria que
€ mais conservada e mais estavel que a sequéncia priméaria. Deste modo, tem sido cada vez mais
atil incorporar a procura de estruturas secundarias nos métodos de identificacdo de novos
ncRNAs. Neste procedimento tem-se em conta a composi¢do em nucledtidos da sequéncia, que
geralmente é ricaem G e C, o valor de entropia e de energia livre minima (MFE, minimum free
energy) (Wang et al., 2013), sendo que, normalmente, quanto menor (mais negativo) for o valor
de MFE, mais estavel é a estrutura secundaria de uma sequéncia de RNA (Han et al., 2014).
Existem véarias ferramentas bioinformaticas para a previsao da estrutura secundaria dos RNAs,
tais como o mfold, o RNAfold e o RNAStructure (Han et al., 2014; Li et al., 2015).

Como ja foi referido, a existéncia de bases de dados é fundamental para a organizacgdo e
catalogacdo de toda a informacdo. Atualmente, faz-se uso de imensas bases de dados,
extremamente Uteis para a identificacdo de sequéncias de interesse, sendo as mais utilizadas:
- European Nucleotide Archive — Repositorio que oferece acesso livre a sequéncias de DNA e
RNA anotadas. Para além disso, armazena também informacdes complementares, como
procedimentos experimentais, detalhes de montagem de sequéncias e outros dados relacionados
com projetos de sequenciacdo (Cochrane et al., 2008);

- National Center for Biotechnology Information (NCBI) - Abriga uma serie de bases de dados
relevantes sendo, portanto, um recurso importante para ferramentas e servicos de
bioinformética. Os principais bancos de dados sdo o GenBank, para sequéncias de DNA, o
Reference Sequence (RefSeq), que engloba uma colecdo de DNA gendmico, transcritos de RNA
e proteinas, o BLAST, que permite o alinhamento da sequéncia de interesse com sequéncias
conhecidas, e 0 PubMed, uma base de dados bibliografica (Beck et al., 2014);

- Ensembl — Um browser para genomas de vertebrados que permite pesquisas relacionadas com
gendmica comparativa, evolucdo, variacdo de sequéncias e regulacdo transcricional. Existe
também uma variante especialmente dedicada a fungos, o EnsemblFungi (Aken et al., 2017);
- Existem também bases de dados especialmente desenhadas para fungos tais como a FungiDB,
a MycoBankDatabase e a Fungal Barcoding Database;

- Especificamente desenhadas para a pesquisa de ncRNA é possivel recorrer a NONCODE,
mais direcionada para IncRNAs (Fang et al., 2017), e a Non-coding RNA Databases Resource
(NRDR), uma plataforma que conjuga mais de 100 bases de dados de ncRNAs disponiveis na
internet permitindo a pesquisa de qualquer espécie (Paschoal et al., 2012);

- Dos ncRNAs, o que tem sido alvo de maior nimero de estudos e de desenvolvimento em

termos de ferramentas bioinformaticas é o miRNA, sendo que, para este, estdo disponiveis
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inimeras bases de dados tais como a miRBase, que concentra a maioria dos 0s miRNAs
conhecidos até hoje, a Rfam, que apresenta cole¢des de familias de RNAs (Rahul e Rajesh,
2016; Zhang et al., 2017), a miR2Disease, um recurso abrangente de miRNAs desregulados em
varias doencas humanas, a miRCancer, uma colecdo de perfis de expressdo de miRNAs em
varios tipos de cancro humano e a OncomiRDB, que engloba miRNAs oncogénicos e
supressores de tumores (Lukasik et al., 2016).

v O DNA plasmidico obtido a partir dos varios clones foi analisado por
sequenciagdo. Foram enviados 32 clones que foram sequenciados, em apenas um sentido
(reverse), pela empresa Stabvida. Aquando da obtencéo dos resultados, estes foram tratados de
modo a identificar a sequéncia de interesse. A identificacdo foi feita pela determinacdo dos
locais de hibridagé@o dos primers M13 na base de dados bioinformatica BLAST. As sequéncias
obtidas foram submetidas a um alinhamento multiplo com o programa computacional
Geneious. O alinhamento multiplo incluiu as sequéncias representativas de todos os clones
enviados para sequenciacdo, com o intuito de aferir sobre a similaridade entre as mesmas.
Adicionalmente, utilizou-se também a ferramenta bioinformatica RNAfold, de modo a inferir
se as sequéncias obtidas formariam estruturas secundarias e a retirar informacao acerca da sua
estabilidade. Finalmente, recorreu-se as bases de dados European Nucleotide Archive, RefSeq,
BLASTN (fazendo-se vérios alinhamentos tanto com o genoma de Cantharellus cibarius como
com o genoma de Homo sapiens), Ensembl e EnsemblFungi, MycoBankDatabase, Fungal
Barcoding Database, NONCODE, NRDR, miRBase, Rfam, miR2Disease e OncomiRDB de

modo a determinar possiveis similaridades com RNAs ja existentes.

3.9. Tratamento de células Caco-2 com a fracdo CC3

Com o objetivo de estudar o mecanismo de desenvolvimento do cancro e os efeitos da
citoterapia, na década de 70, estabeleceram-se, a partir de tumores gastrointestinais, varias
linhas celulares epiteliais. Foi entdo que, em 1977, devido a estudos efetuados por Jorgen Fogh
no Sloan-Kettering Cancer Research Institute, ficou conhecida a linha celular epitelial Caco-2,
uma linha obtida a partir de um adenocarcinoma colorretal humano (Fogh et al., 1977).

A linha celular Caco-2 tem sido vastamente utilizada como modelo de estudo da barreira

epitelial intestinal uma vez que duas das suas maiores vantagens sdo a sua capacidade de
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diferenciagdo espontdnea em monolayer e a sua capacidade de expressar aspetos de
diferenciacdo caracteristicos de células intestinais maduras, fazendo assim com que estas
células sejam consideradas ferramentas essenciais para estudos in vitro relacionados com a

funcéo e diferenciagdo das células intestinais (Lea, 2015).

Protocolo 16: Verificacdo do efeito antitumoral de CC3 em células Caco-2

Adesao das células a caixa de cultura:

1. Comecou por se retirar um stock de células Caco-2 criopreservadas que foi colocado a 37°C
de modo a atingir uma temperatura étima para a execucdo do procedimento;

2. Em duas caixas T25, colocaram-se 4 mL de meio de cultura amnio completo, contendo
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) (Gibco™), suplemento amnidtico,
penicilina, glutamina e soro fetal bovino (FBS, Fetal Bovine Serum) (Gibco™);

3. Colocou-se o contetido da aliquota com as células na caixa T25 e incubou-se a 37°C até

estas aderirem a mesma;

Preparacao das laminas:
4. Numa caixa de Petri, colocou-se uma quantidade suficiente de HBSS (Hank's Balanced
Salt Solution) (Gibco™), de modo a lavar a lamina que seré posteriormente utilizada.

5. Deixou-se secar bem;

Colocar as células em laminas

6. Uma vez aderidas, retirou-se o meio anterior;

7. Lavou-se a caixa e as respetivas células com HBSS de modo a retirar todos 0s componentes
do meio antigo, bem como possiveis células mortas para que estas ndo sejam um fator
inibitorio da acdo da tripsina que ira ser utilizada de seguida;

8. Colocou-se 1 mL de tripsina (Gibco™) na caixa de cultura e deixou-se atuar por 2 minutos
a 37°C ou ate se observar o desprendimento das células a caixa de cultura;

9. Posteriormente, colocou-se 1 mL de meio previamente preparado contendo 2% de FBS,
1% de glutamina e 1% de ampicilina na caixa de cultura de modo a inibir a acdo da tripsina;

10. Num eppendorf, colocaram-se 20 uL de células juntamente com 20 pL de Trypan Blue;

11. Com auxilio de uma camara de Neubauer, efetuou-se a contagem do nimero de células de
modo a, posteriormente, se saber a quantidade de cultura a colocar na lamina de forma a se

obter uma concentragéo de 1x10° células por lamina;
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12. Finalizada a contagem, colocaram-se, aproximadamente, 208 pL de células Caco-2 num
tubo de vidro juntamente com 1800 pL de meio de cultura;

13. Desta preparacéo, colocou-se 1 mL sobre duas ldaminas (0,5 mL em cada, em zig-zag);

14. Numa das laminas colocaram-se 25 pL de meio (lamina controlo) e na outra, 25 pL de CC3
(1 mg CC3/100 pL HBSS);

15. As laminas foram observadas e fotografadas as 0, 24 e 48h.

3.10. Fluorescent in situ hybridization (FISH)

A hibridizacgdo in situ por fluorescéncia (FISH, Fluorescent In Situ Hybridization) é uma
técnica que foi inicialmente desenvolvida como uma ferramenta de mapeamento fisico para
mapear genes nos cromossomas. No entanto, apds anos de avangos cientificos, esta metodologia
é, atualmente, muito utilizada para os mais diversos fins tais como a anélise global de genomas,
permitindo o diagndstico de aneuploidias, microdelecGes, microduplicacdes e rearranjos,
andlise citogenética do cancro e estudos de expressao e localizacdo de RNAs. Avancos recentes
tém também permitido melhorar a utilizacdo de sistemas de imagem de elevada resolucéo para
a posterior visualizacdo direta da organizagdo cromossémica intranuclear e do perfil de
transcricdo do RNA em células isoladas, permitindo assim visualizar a estrutura genémica
intranuclear e a dindmica transcricional subcelular de muitos genes, revelando a sua localizacéo
em varios processos biologicos (Cui et al., 2016).

A técnica FISH é vastamente utilizada a escala laboratorial, pois € uma tecnologia de
elevada sensibilidade e especificidade no reconhecimento de sequéncias especificas de DNA
ou RNA, para além disso, tem aplicacdo direta tanto para cromossomas metafasicos como para
nucleos interfasicos, permitindo também uma visualizacdo de sinais de hibridacédo ao nivel de
uma unica célula. Referindo, especificamente, a0 RNA: esta técnica permite a detecdo e
localizacdo de sequéncias especificas de RNA, em tecidos ou ceélulas individualizadas
morfologicamente conservadas (Cui et al., 2016). Dependendo do tipo de material a analisar, a
técnica assume diferentes denominacdes, se 0 material a hibridar for DNA, denomina-se DNA-
FISH, se for RNA, assume a denomina¢do de RNA-FISH (em ambos os casos a sonda utilizada
é de DNA).
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Protocolo 17: PCR de marcacéo para posterior execu¢do da técnica de RNA Fluorescent
in situ hybridization (RNA-FISH) — Preparacgdo da sonda

1. Preparou-se a mistura de reacdo apresentada na Tabela 3.11,

Tabela 3.11: Mistura de reacdo preparada para a realizacdo do PCR de marcagao.

Mistura de reacéo Quantidade (nL)

DNA plasmidico (O_RT_Clone2) 1
Tampéo PCR 10x [com (NH4).SO4] (MBI Fermentas, Thermo Scientific) 5
Mistura de dNTP’s de marcacao (Invitrogen, Life Technologies)® 5
MgCI2 a 25 mM (MBI Fermentas, Thermo Scientific) 3
“Primer M13 forward” (1 pg/mL) @ (Invitrogen, Life Technologies) 1
“Primer M13 reverse” (1 ng/mL) @ (Invitrogen, Life Technologies) 1

Digoxigenina-11-dUTP (1 mM) (Roche, Life Science) 1,5

Agua ultrapura (Gibco, Invitrogen, Life Technologies) 31,5
Tag DNA polimerase (MBI Fermentas, Thermo Scientific) 1
Volume final (uL): 60

@ Os nucledtidos dATP, dCTP e dGTP, encontram-se a uma concentracdo de 2 mM e o nuclettido dTTP
encontra-se a uma concentracdo de 1,5 mM

@ “Primer M13 forward” (21 bp): 5'- CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG-3

@) “Primer M13 reverse” (21 bp): 5'- AGCGGATAACAATTTCACACAGG-3

2. De seguida, colocou-se a mistura de reacdo no termociclador. O programa utilizado esta

descrito na Tabela 3.12;

Tabela 3.12: Programa utilizado na reac¢éo de PCR de marcacao.

Temperatura (°C) Duracéo Fase
94 5 minutos Desnaturacéo inicial
94 30 segundos <«—— Desnaturacéo
54 30 segundos 29 ciclos Annealing
72 90 segundos Extensdo
72 5 minutos Extens&o final
4 Indeterminado Pausa
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Protocolo 18: RNA Fluorescent in situ hybridization (RNA-FISH)

As laminas previamente preparadas e observadas, como descrito no Protocolo 16, foram
utilizadas para a realizagdo da técnica de RNA-FISH, tratando-se assim de células aderidas em

lamina colocadas num quadriperm.

Preparacao do material alvo

1. Retirou-se o0 meio do quadriperm e efetuou-se duas lavagens das laminas em 4 mL de PBS
(Phosphate-buffered saline) 1x RNase free de modo a remover todo o meio de cultura ai
presente. Este processo deve ser rapido de modo a evitar a secagem das laminas;

Fixacéo

Esta etapa permite que ocorra uma imobilizacdo dos processos celulares, ficando estes
processos bloqueados neste exato momento. Este fendmeno ocorre devido ao PFA
(paraformaldeido) que tem uma acéo de crosslinking proteico.

2. Adicionaram-se 4 mL de PFA a 2% as laminas e deixou-se atuar durante 20 minutos;

3. Efetuaram-se trés lavagens em PBS 1x RNase free, com duragédo de 5 minutos cada banho;

Permeabilizacéo

No processo anterior (fixacdo) ocorreu crosslinkg proteico, assim, de modo a tornar os
alvos celulares disponiveis para a detecdo, € necessario efetuar um passo de permeabilizacéo
com Triton X-100 a 0,5% (RNase free), sendo o tempo de atuacdo deste rigorosamente
controlado de modo a que ndo ocorra perda celular. Esta é considerada a etapa mais importante
do RNA-FISH, uma vez que dela depende o sucesso de todo o procedimento, pois as células
devem ser permeabilizadas de modo a que a sonda consiga aceder ao nlcleo das mesmas, mas
sem afetar a morfologia e a capacidade de adesdo das células ao substrato,.
4. Adicionaram-se 4 mL de Triton X-100 a 0,5% e deixou-se atuar durante alguns minutos,

controlando ao microscopio invertido, de modo a que ndo ocorra levantamento celular;

5. Efetuaram-se trés lavagens com PBS 1x RNase free, com dura¢do de 5 minutos cada banho;

Desidratacdo
6. Procedeu-se a desidratacdo das laminas em banhos sequenciais de etanol a 70%, 90% e

100%, tendo cada banho a duracdo de 3 minutos;
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7. Deixou-se as laminas secar ao ar;

Desnaturacdo da sonda

8. A8 L de produto PCR marcado (ORT clone 2 — Protocolo 16) adicionaram-se 22 uL de
“solugdo de hibridagdo”, sendo esta mistura colocada no termoblock (Eppendorf —
Thermomixer confort) a 35°C e a 650 rpm até estar completamente homogénea;

9. Asonda foi desnaturada a 85°C, durante 15 minutos no termociclador;

10. Apés finalizada a desnaturacgdo, a sonda foi imediatamente transferida para o gelo de modo

a impedir a renatura¢do da mesma;

Hibridacéo In Situ
11. Colocaram-se 30 pL de sonda desnaturada na lamela (repartidos em duas gotas) e, de
seguida, foi colocada a lamina por cima, sendo por fim, selada com cola apropriada;

12. As laminas foram incubadas durante dois dias a 37°C numa camara humida;

Lavagens pos-hibridacéo

13. Apos decorrido o periodo anterior, retiraram-se as lamelas das laminas e, as mesmas, foram
submetidas a 4 banhos sequenciais, de 5 minutos cada, a 42°C:

1° banho: 2xSSC (Saline Sodium Citrate)

2° e 3° banho: 0,1xSSC

4° banho: 2xSSC

14. Apos os 4 banhos, as laminas foram transferidas para uma solucéo de 4xT (Detergent Wash
Solution — 4xSSC em 0.05% Tween 20), seguindo-se por uma passagem em PBST

(Phosphate Buffered Saline with Tween 20) 0,05%, até serem utilizadas no passo seguinte;

Detecado dos locais de Hibridacéo

Como descrito no Protocolo 16, a sonda foi marcada com Digoxigenina-11-dUTP, assim,
para a sua detecdo vai ser utilizada anti-digoxigenina-rodamina (Roche, Life Science). De notar
que a anti-digoxigenina-rodamina se encontra ligada a 5’TAMRA (5-carboxi-
tetrametilrodamina, rodamina), que quando excitada no comprimento de onda de 542 nm, emite
perto dos 568 nm, originando assim uma coloragdo vermelha;
15. Adicionaram-se 100 uL de solucdo FBS 10%, de modo a proceder ao blogueio dos locais

de ligacdo inespecifica;
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16.

17.

18.

19.
20.

Colocou-se uma lamela por cima e incubaram-se as laminas numa camara himida a 37°C,
durante 30 minutos;

Foi preparada uma solucdo de detecdo constituida por 0,5 UL de rodamina em 100 pL de
FBS 5% (1:200), sendo esta quantidade preparada para cada lamina. Uma vez que esta
solucdo é fotossensivel, deve ser preparada e manuseada ao abrigo da luz;

Apos decorridos os 30 minutos de bloqueio, adicionaram-se 100 pL da solucdo de detegdo
preparada em cada ldmina sendo, de seguida, colocada uma lamela por cima;

As laminas foram incubadas durante 1h a 37°C numa camara himida;

Decorrido este periodo, foram realizadas duas lavagens em PBST 0,05% e uma lavagem
em 1xPBS, de 5 minutos cada uma, tendo em atengé@o que as laminas devem estar sempre

protegidas da luz;

Montagem das laminas e visualizagdo ao microscopio de fluorescéncia

21.
22.

23.

Sem nunca deixar as laminas secar, retirou-se 0 excesso de solu¢do das mesmas;

Por fim, no centro de uma lamela, colocou-se uma gota de meio de montagem com DAPI
(4’,6- diamino-2-phenylindole) (Mounting Medium with DAPI — Vectashield, Vector
laboratories) e deixou-se cair a lamina em cima da lamela;

As laminas foram, de seguida, observadas e analisadas ao microscépio de fluorescéncia.
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Capitulo 4: Resultados

v Neste capitulo serdo apresentados os resultados obtidos através da execucdo dos
protocolos descritos no capitulo anterior. A exposicdo dos mesmos sera feita em subtdpicos
para facilitar a sua apresentacéo e compreensdo. Inicialmente serdo apresentados os resultados
referentes a extracdo, isolamento e purificacdo de biopolimeros e a caracterizagdo quimica de
Cantharellus cibarius e, por fim, os resultados referentes a sequenciacao da fracdo de interesse
neste estudo (CC3) e os resultados demonstrativos da sua capacidade antitumoral.

4.1. Extracgao e isolamento de biopolimeros

De modo a proceder ao isolamento do material de elevado peso molecular (HMWM), foi
necessario, em primeiro lugar, obter o material insoltvel em alcool (AIR), seguido da obtencao
do material solivel em agua (WSM). Através da pesagem do material inicial e do material
recolhido e liofilizado no final de cada processo foi possivel concluir qual o rendimento do
processo de isolamento de cada um destes materiais (Tabela 4.1).
Tabela 4.1: Rendimento, em percentagem (%), obtido para o isolamento do AIR, WSM e HMWM de

Cantharellus cibarius. Na tabela esta representado o rendimento do isolamento de cada material relativamente a
massa da fracdo anteriormente utilizada e a massa inicial de cogumelo liofilizado.

Material Peso inicial (g) Peso final (g) Rendimento (%)  Rendimento (%)®
AIR 90,62 g de C. cibarius 67,59 g de AIR 74,6 74,6
WSM 67,59 g de AIR 18,13 g de WSM® 26,8 20,0
HMWM 16,83 g de WSM 1,77 g de HMWM 10,5 2,1

@ Percentagem de material recuperado relativamente & massa da amostra anterior;
@ Percentagem de material recuperado relativamente & massa inicial de cogumelo liofilizado;
®  Das quais foram retiradas 1,3 g para analises complementares.

Cantharellus cibarius é constituido por 74,6% de AIR, do qual fazem parte proteinas,
glicoproteinas e polissacaridos, que sdo insoltveis nestas condi¢des. Os biopolimeros sollveis
em agua (WSM) foram isolados a partir do AIR, através da sua fervura em agua e posterior
filtracdo, e constituem apenas 26,8% do mesmo o que corresponde a 20,0% da massa inicial
dos cogumelos secos. Tendo como referéncia o WSM, foi obtido 10,5% de HMWM,
correspondendo a, aproximadamente, 2,1% da massa inicial dos cogumelos secos, o qual

contém o material de interesse para o estudo, 0 RNA.
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De seguida, foi realizado o fracionamento e purificagdo do HMWM, por cromatografia
de troca anidnica, sendo possivel isolar trés fragdes distintas: CC1, CC2 e CC3, cujos

rendimentos serdo apresentados no topico seguinte.

4.2. Fracionamento e purificacdo do material de elevado peso molecular
(HMWM)

O HMWM foi submetido a cromatografia de troca anidnica de modo a ser fracionado
e purificado resultando em trés fragcOes distintas: CC1, correspondente ao material ndo retido
na coluna cromatogréfica e CC2 e CC3, ambas correspondentes ao material retido na coluna.

O material foi ressuspenso em tampdo inicial de acetato de sodio e sujeito a
centrifugacdo de modo a remover o material insolUvel para, posteriormente, se proceder a sua
injecéo.

Do programa associado ao aparelho de cromatografia utilizado foi possivel obter valores
de absorvancia relativos a amostra que passava no detetor do aparelho nos variados instantes
de andlise. A partir desses valores, construiu-se um cromatograma relativo a absorvancia da

amostra em funcdo do tempo decorrido (Figura 4.1)

700 - CC3

)

=]

(mUA)

600 -

500 A

CC1
400 -

Absorvancia
Concentragio NaCl (

CC2

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

Tempo (min)
—— Absorvancia (mAU)  ——Concentracdo NaCl (M)

Figura 4.1: Cromatograma obtido por cromatografia de troca anionica resultante da inje¢ao e elui¢do do
material de elevado peso molecular (HMWM) isolado de Cantharellus cibarius. Detecdo realizada na zona do
ultravioleta (UV) sendo utilizado um comprimento de onda de 257 nm. Na figura é também possivel observar o
gradiente de concentracdo de NaCl utilizado para o processo de eluigdo. O material ndo retido na coluna
cromatografica deu origem a fracdo CC1, o material eluido com um gradiente de 0 a 1 M de NacCl originou a fragao
CC2 e a eluicdo com concentracdes de 1 a 2 M de NaCl deu origem a fracdo CC3.
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Primeiramente, realizou-se a injecdo do material na coluna com um fluxo de 0,1 mL/min,
da qual resultou a fracdo ndo retida (CC1 — correspondente a primeira curva visualizada no
cromatograma), sendo o tempo de retencdo da mesma de, aproximadamente, 400 minutos e
tendo atingido uma absorvancia maxima de, aproximadamente, 350 mUA. O material ndo
retido esta dividido por 23 tubos (contendo 5 mL cada) que no final do processo foram juntos
num so, resultando entdo na fracdo CCL.

De seguida, procedeu-se a eluicdo do material retido na coluna com um fluxo de 0,25
mL/min obtendo-se assim duas fracfes: a primeira resultante do gradiente de elui¢do de NaCl
desde o instante inicial até atingir a concentragdo de 1 M, originando a fragdo CC2 com um
maximo de absorvancia de, aproximadamente, 150 mUA e a segunda, resultante da eluicdo do
gradiente de NaCl desde a concentracdo de 1 M até atingir os 2 M, resultando na fracdo CC3,
com um maximo de absorvancia de, aproximadamente, 650 mUA. Deste procedimento
resultaram, no total, 79 tubos com 3,75 mL cada. Ambas as fragdes podem também ser
visualizadas através dos respetivos picos, no entanto para proceder a separagdo dos tubos
recolhidos nas fracdes principais foi necessario a execucao do procedimento de determinacédo
colorimétrica de agucares totais de modo a complementar os dados aqui obtidos.

Entre os 1450 e 0s 1650 min, no pico correspondente a fracdo CC3, verificou-se um valor
de absorvancia bastante elevado. Uma vez que a absorvancia detetada é proporcional a

concentracdo do material na amostra, presume-se que C. cibarius tem um elevado teor de RNA.

4.3. Caracterizacdo quimica das fracgoes

4.3.1. Determinacéao colorimétrica dos agucares totais

Para analisar a presenca de acgucares nas fracGes recolhidas, procedeu-se ao método do
acido fenol-sulfurico, que consistiu na adicao de fenol a 5% e H.SO4 concentrado a amostra e,
por fim, na realizacdo da leitura, de todos os 102 tubos recolhidos anteriormente, da absorvancia
a 490 nm. Com os dados obtidos, e recorrendo a ferramenta Microsoft Excel 2016, executou-
-se, de seguida, a construcdo do grafico representado na Figura 4.2 que permitiu inferir,
juntamente com o perfil de absorvancia a 257 nm (Figura 4.1), quais os tubos que

correspondem, especificamente, a cada fracdo principal (CC1, CC2 e CC3).
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Figura 4.2: Cromatograma obtido no procedimento de pesquisa de agUcares totais do material de elevado
peso molecular (HMWM) isolado de Cantharellus cibarius, pelo método do acido fenol-sulfarico.
Absorvancias lidas no espectrofotometro UV-vis a 490 nm. Os tubos numerados de 1 a 23 deram origem a fracdo
CC1, os de 24 a 53 a CC2 e os tubos numerados de 54 a 69 a fragdo CC3.

Por interligacdo de dados, sabemos entdo que a fracdo CC1 compreende os tubos de 1 a
23, a fracdo CC2 engloba os tubos de 24 a 53 e a fracdo CC3 corresponde aos tubos de 54 a 69,
sendo os restantes 33 descartados por apenas serem constituidos por tamp&o e nenhum material
de interesse.

Uma vez que a concentracdo em acucares € proporcional ao valor de absorvancia
registado, na Figura 4.2 verifica-se que as fracdes CC1 e CC2 apresentaram um elevado teor
em acucares e que a abundancia relativa de agucares na fracdo CC3 foi muito menor do que nas
anteriores. A composi¢do dos mesmos nas 3 fracdes foi determinada e sera apresentada no
topico seguinte.

Apos a execucdo do método do acido fenol-sulfdrico, as fracdes foram entdo agrupadas de
forma apropriada e sujeitas a dialise seguida de liofilizacdo. Depois destes dois procedimentos
foi executada a pesagem de cada fracdo e, recorrendo a esses valores, calculou-se o rendimento

do processo de fracionamento/purificacdo para cada uma das fracdes recolhidas (Tabela 4.2).

Tabela 4.2: Rendimento, em percentagem (%0), obtido para as fracbes CC1, CC2 e CC3, conseguidas apos
fracionamento do material de elevado peso molecular (HMWM) com uma massa inicial de 800 mg.

Fracdo Massa inicial de HMWM (g) Massa final da fracéo (g) Rendimento (%)
CC1 0,800 0,170 21,3
CC2 0,800 0,163 20,3
CC3 0,800 0,118 14,8
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Do material inicialmente utilizado (800 mg de HMWM), obtiveram-se 170 mg de fracdo
CC1, o correspondente a 21,3% do material inicial, 162,7 mg de fracdo CC2, correspondendo
a 20,3% do HMWM e 117,9 mg da fragcdo CC3, correspondendo a 14,8% do material inicial.

Verificou-se que no final do processo se perderam 349,4 mg de HMWM, correspondendo
a uma perda de, aproximadamente, 43,7% do material inicialmente pesado, recuperando-se
56,33% do material aplicado no procedimento. Esta perda de material corresponde ao material
que permaneceu insolivel durante o processo de redissolucdo da amostra e que foi removido
por centrifugacdo antes da injeccdo, bem como ao material que pode ter ficado

irreversivelmente adsorvido na coluna de troca anidnica.

4.3.2. Determinacdo da composicdo em agucares

A composicdo em acucares foi determinada por HPAEC-PAD para as amostras WSM,
HMWM, CC1, CC2 e CC3 ap0os hidrolise acida com H2SOa.

Os padrGes foram construidos a partir de 10 agucares diferentes, com diferentes
concentragdes em cada padrdo: Fucose (Fuc), Ramnose (Rha), Arabinose (Ara), Galactose
(Gal), Glucose (Glc), Xilose (Xyl), Manose (Man), Ribose (Rib), Acido galacturénico (GalA),
Acido glucurénico (GIcA), para além destes foi também adicionado um padrdo interno (P1) de
2-desoxiglucose.

Finalizada a analise foram obtidos varios cromatogramas para os padrées, dos quais foram
também obtidas curvas de calibracdo para cada um dos acucares que permitiram,
posteriormente, ficar a conhecer a quantidade de cada acucar presente nas amostras.

Os cromatogramas relativos as fragdes analisadas podem ser observados, de seguida, nas
Figuras 4.3 a 4.7.
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Figura 4.3: Cromatograma HPAEC-PAD de acUcares liberados ap6s hidrélise dcida do material soltvel em
agua (WSM) isolado de Cantharellus cibarius.
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Figura 4.4: Cromatograma HPAEC-PAD de agUcares liberados ap6s hidroélise &cida do material de elevado
peso molecular (HMWM) isolado de Cantharellus cibarius.
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Figura 4.5: Cromatograma HPAEC-PAD de aclcares liberados apés hidrolise &cida da fracdo CC1 isolada
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Figura 4.6: Cromatograma HPAEC-PAD de aglcares liberados apds hidrélise acida da fracdo CC2 isolada

de Cantharellus cibarius.
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Figura 4.7: Cromatograma HPAEC-PAD de acUcares liberados apés hidrdlise acida da fragdo CC3 isolada
de Cantharellus cibarius.

A partir dos cromatogramas apresentados, por tratamento apropriado dos dados obtidos
e recorrendo as curvas de calibragéo efetuadas para os padrdes, construiu-se uma tabela resumo

(Tabela 4.3) na qual se apresenta a composicao em agucares, em percentagem, de cada amostra
analisada.
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Tabela 4.3: Rendimento e composi¢ao em agUcares das amostras WSM e HMWM e das fragbes CC1, CC2
e CC3 extraidas e purificadas de Cantharellus cibarius. Valores obtidos recorrendo as curvas de calibragéo
referentes a cada padréo de aglcar. Rendimento dado em percentagem + desvio padrédo paran = 3.

Aclicar WSM HMWM CC1 CC2 cC3
Fucose 0,9+0,4 7,0+0,7 46+0,8 3,3+0,2 0,9+0,7
Rha 1,6 +0,2 0,2+0,0 1,2+0,2 1,2+0,2 nd®
Ara 0,7+0,1 1,6 +0,3 1,0+0,1 1,1+0,1 nd®
Gal 1,5+0,2 0,7+0,7 1,3+0,3 0,6 +0,6 1,2+0,2
Glc 194+11 143+10 66+10 251+12 21%05
Xyl 1,4+0,1 1,6 +0,2 0,8+0,2 0,7+0,1 1,5+0,1
Man 07+02 262+03 270+02 146+09 1305
Rib 0,4+0,0 2,8+0,3 0,2+ 0,0 04+00 224+10

GalA nd® 0,1+0,0 nd® 0,7+0,1 nd®
GlcA 1,2+0,2 0,3+0,0 05+0,1 1,3+0,3 nd®

Total de aglcares 279+17 550+20 432+23 490+28 293+14

@ n.d — ndo detetado

Em relacdo ao material soluvel em agua (WSM), foi possivel observar que foram
encontrados 9 dos 10 acucares adicionados aos padrdes, tendo sido o acido galacturdnico
praticamente inexistente ou nulo, pelo que ndo foi detetado. Por observacéao das areas referentes
a cada pico (&rea proporcional a concentracdo de cada agucar na amostra) no cromatograma
(Figura 4.3) e da Tabela 4.3 verifica-se que o aglcar em maior quantidade foi a glucose,
constituindo 19,4% deste material, distinguindo-se assim dos restantes que estdo em muito
menor quantidade. Os agUcares em menor quantidade foram a manose e a arabinose, que
constituem 0,7% da totalidade da amostra. A amostra possuiu um total de 27,9% de agUcares.

Por observacdo do cromatograma (Figura 4.4) e da coluna na Tabela 4.3 relativa ao
material de elevado peso molecular (HMWM) verifica-se que foram detetados os 10 agucares
adicionados aos padrdes. O acucar maioritario foi a manose, constituindo 26,2% do HMWM,
seguido da glucose, com 14,3%. O acucar em menor quantidade foi o acido galacturdnico,
constituindo apenas 0,1% do material de andlise. Esta fracdo possuiu um total de 55% de

acucares, uma quantidade bastante superior relativamente a fracdo anterior.
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Na fragcdo CC1, o agUcar presente em maior quantidade foi a manose, com 27% e o agUcar
minoritério foi a ribose, ndo tendo sido detectado o &cido galacturénico. Esta fracdo apresentou
43,2% de agUcares.

Na fracdo CC2, o acucar maioritario foi a glucose, constituindo cerca de 25,1% da frag&o.
Os agUcares minoritarios foram os mesmos detetados na fracdo anterior: acido galacturénico e
manose. Esta fracdo possuiu um total de 49% de agUcares.

Relativamente a fracdo de interesse, CC3, foi possivel verificar que muitos dos aculcares
anteriormente detetados ndo o foram, apenas estando presentes a fucose, galactose, glucose,
xilose, manose e ribose. O acUcar maioritario é, sem margem para davidas, a ribose,
constituindo cerca de 22,4% desta fracdo, o que mais uma vez vem confirmar a sua natureza
ricaem RNA. Todos os restantes agucares apareceram em concentragées muito mais reduzidas.
Esta fracdo possuiu um total de 29,3% de acUcares, ou seja, a ribose constituiu 76,5 % dos
acucares totais presentes em CC3, permitindo concluir que se encontra com um elevado grau
de pureza. Quando comparado o teor de ribose presente na fraccdo CC3 com o teor presente no
HMWM podemos concluir que a cromatografia de troca anionica permitu um enriquecimento
(em 8 vezes) no teor de RNA, com a fraccdo CC3 a corresponder a quase totalidade do contetdo
de ribose presente no HMWM (118+14%).

4.3.3. Pesquisa de acidos nucleicos

a) Espectrofotometria de absorcdo UV-vis

De modo a confirmar a presenca de acidos nucleicos no cogumelo em estudo e a descartar
a hipotese dos mesmos terem sido destruidos durante os procedimentos realizados (fervura em
alcool, fervura em agua, dialise e fracionamento), analisaram-se as amostras WSM e HMWM,
e a fracdo CC3, por espectrofotometria UV-vis de onde se obteve um espectro que permitiu ndo
sO verificar a presenca de acidos nucleicos na amostra assim como ter uma ideia aproximada
da abundancia dos mesmos antes e depois do processo de dialise que distingue as duas amostras
primeiramente analisadas e do processo de fracionamento do qual se obteve a Ultima amostra.

Os espectros obtidos para cada uma das amostras apresentam-se nas Figuras 4.8, 4.9 e
4.10.
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Figura 4.8: Espectro UV-vis das absorvancias lidas em fun¢do do comprimento de onda (700-200 nm) do
material solivel em agua (WSM) isolado de Cantharellus cibarius.
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Figura 4.9: Espectro UV-vis das absorvancias lidas em fun¢éo do comprimento de onda (700-200 nm) do
material de elevado peso molecular (HMWM) isolado de Cantharellus cibarius.

o L e
oo N (2]
1 1 ]

Absorvancia (UA)

o
~
L

200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700
Comprimento de onda (1) (nm)

Figura 4.10: Espectro UV-vis das absorvancias lidas em fun¢do do comprimento de onda (700-200 nm) da
fracdo CC3 isolada de Cantharellus cibarius.
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Como se pode observar nas figuras anteriores, 0s espectros apresentam um pico de
absorvancia na regido de 257-260 nm. Uma vez que 0s acidos nucleicos absorvem, tipicamente,
nesse comprimento de onda, verifica-se que se obtiveram espectros tipicos dos mesmos. Pela
absorvancia obtida em cada um dos espectros e de acordo com os resultados obtidos na analise
de acUcares, a fraccdo CC3 apresenta uma abundancia de &cidos nucleicos muito superior ao
encontrado nas fraccdes WSM e HMWM. Nestas duas ultimas frac¢es, também os espectros
de UV-Vis mostram a presenca de acidos nucleicos.

b) Eletroforese em gel de agarose

De modo a confirmar a natureza do &cido nucleico presente na amostra e de modo a obter
uma ideia preliminar do tamanho do mesmo, realizou-se uma eletroforese em gel de agarose a
fracdo CC3.

Dissolveu-se 1 mg de CC3 em 200 pL de agua (Gibco DNase/RNase free) e, em trés
eppendorfs, colocaram-se quantidades crescentes de amostra: 1, 3 e 6 uL, de modo a visualizar
as diferencas em funcdo da concentracao colocada, procedendo-se, de seguida, a eletroforese a
120 mV durante 20 minutos.

No gel obtido (Figura 4.11) é possivel identificar uma banda clara e intensa em cada poco,
situada no fundo do gel, correspondente a RNA, e com uma intensidade progressivamente

maior, a medida que a quantidade de amostra foi aumentada.

Figura 4.11: Gel de agarose obtido para a fracdo CC3 isolada de Cantharellus cibarius. A - Marcador
molecular 100 bp DNA Ladder (identificagdo de bandas entre 1000-100bp); B — Pog¢o com 1 pL de amostra CC3;
C —Pogo com 3 pL de amostra CC3; D — Pogo com 6 pL de amostra CC3.
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Comparando as bandas obtidas com o marcador molecular utilizado (100 bp DNA
Ladder, que permite a identificagdo de bandas com tamanho entre 1000 e 100 bp), embora nédo
seja possivel aferir o tamanho exato do RNA em estudo, infere-se que o seu tamanho seja
bastante pequeno, menor que 100 bp. Uma vez que a banda ndo é bem definida, pode-se também
concluir, que existem moléculas de RNA com diferentes tamanhos menores que 100 bp.

Simultaneamente, de modo a complementar os resultados obtidos no gel, foi feita uma
analise no NanoDrop, utilizando-se 1,5 pL de amostra e realizando-se 3 medices para a
absorvancia a 230, 260 e 280 nm. A respetiva média para cada absorvancia assim como a
relacdo A260/A280 e A260/A230 esta representada na Tabela 4.4.

Tabela 4.4: Absorvéancias a 230, 260 e 280 nm e relagdo entre as absorvancias a 260/280 nm e 260/230 nm
da fragdo CC33 isolada de Cantharellus cibarius. Valores correspondentes & média + desvio padrédo paran = 3.

Abs 230 Abs 260 Abs 280 A260/A280 A260/A230

39,41 +0,26 78,98 £ 0,24 42,83 £0,15 1,84+ 0,00 2+0,01

Por observacdo dos dados obtidos, verifica-se que para A260/A280 obteve-se um valor
de 1,84 e para A260/A230, um valor de 2, sendo entdo a relagdo entre A260/A230 superior a
relacdo entre A260/A280. Relativamente aos valores de absorvancia medidos individualmente,
obteve-se um valor de 39,41 para a Abs 230, 78,98 para Abs 260 e 42,82 para Abs 280,
verificando-se entdo que existe um pico aos 260 nm, comprimento de onda de absorcao tipico
dos acidos nucleicos, como ja tinha sido verificado pela espectrofotometria de absor¢cdo UV-
Vis.

Inicialmente, foi colocada 1 mg de CC3 em 200 pL de H20, sendo portanto a
concentracdo inicial da amostra de 5000 ng/uL. Através da analise no NanoDrop, foi possivel
ficar a conhecer a concentracao estimada de RNA na fracdo CC3, sendo esta de 3159,2 + 9,76
ng/uL (média £ desvio padréo para n=3), ou seja, 63,2 + 0,20% da concentracao inicial, o que
nos indica que a fracdo CC3 é maioritariamente constituida por RNA, confirmando os

resultados obtidos pela analise de acUcares.
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c) Espectroscopia de infravermelho com transformadas de Fourier
(FTIR)

A técnica FTIR é um tipo de espectroscopia de absor¢do, em que a energia absorvida se
encontra na regido do infravermelho do espectro eletromagnético. A técnica baseia-se no facto
das ligacOes quimicas presentes nas substancias possuirem frequéncias de vibracao especificas
que correspondem a determinados niveis de energia. Caso a molécula receba radiacdo
eletromagnética com a mesma energia de uma dessas vibracdes, a luz sera absorvida o que dara,
posteriormente, origem a um espectro eletromagnético (Simonescu, 2012).

Com o objetivo de, mais uma vez, confirmar a natureza do 4cido nucleico presente em
CC3 e verificar a presenca de possiveis contaminantes, realizou-se a analise FTIR numa regido

de varrimento dos 400 aos 5000 cm™, resultando no espectro representado na Figura 4.12.
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Figura 4.12: Espectro FTIR da fragdo CC3 isolada de Cantharellus cibarius na regido de 500-4000 cm™.

Mais uma vez, a fragdo CC3 mostrou, claramente, caracteristicas espectrais indicativas
da sua natureza rica em RNA.

Na regido de elevada energia, € possivel observar uma ampla faixa de absorcéo centrada
aos 3288 cm™, correspondente a0 modo vibracional de alongamento da ligagdo N-H. E aos
2924 cm™ uma banda correspondente ao modo vibracional de alongamento da ligagdo C-H do
acucar.

Entre os 1550 e os 1750 cm™ é possivel observar uma banda de elevada intensidade
correspondente ao modo vibracional de alongamento das ligacbes N-H e movimentos

vibracionais de elongamento de ligacdo dupla. A regido onde se situam estes modos
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vibracionais variam nos diferentes tipos de &cidos nucleicos pelo que sabemos, neste caso, se
tratar de RNA.

Na regido entre os 1300 e 1550 cm? existem alguns picos de intensidade mais fraca
correspondentes a vibracBes no plano relativas aos residuos das bases que envolvem,
principalmente, os modos de deformacdo no plano N-H e C-H que estdo acoplados as vibracbes
do acUcar.

O pico situado por volta dos 1150 e 1300 cm™ corresponde as vibragdes de elongamento
dos fosfatos simétrico e antissimétrico, ndo sendo possivel, neste caso, a sua diferenciacao.

Relativamente aos acglcares tipo-N, sao visiveis trés bandas de marcadores que aparecem
na regido dos 882-877, 865-860 e 815-802 cm™. Quanto aos aglicares do tipo-S aparece apenas

uma Unica banda, aproximadamente nos 842-820 cm™.

4.3.4. Determinagdo quantitativa de fosfolipidos e determinagdo da

composicdo em acidos gordos da fragcdo CC3

De modo a conhecer o teor em fosfolipidos da fracdo CC3, procedeu-se a quantificacao
dos grupos fosfato apds extraccdo da fraccdo CC3 com cloroférmio:metanol (2:1 viv). A
solucéo obtida foi sujeita a uma hidrolise acida dos fosfolipidos com a libertacdo de fosfato
inorgénico, o qual foi quantificado apds reaccdo com o molibdato de amonio formando um
complexo de cor azul-escura cuja absorvancia foi lida num espectrofotometro UV-vis.

A absorvéancia detetada pelo aparelho de espectrofotometria para a amostra CC3Lipidos
foi de 0,041 UA assim, recorrendo a curva de calibracdo efetuada, infere-se que a concentracéo
de fosforo na amostra seja de 0,001088 mg/pL. Por célculos complementares, foi possivel
inferir a quantidade de fosfolipidos, em percentagem, presente na fracdo CC3. Assim, estima-
se que a fracdo CC3 seja constituida por 0,54% de fosfolipidos.

De modo a identificar a composicdo em &cidos gordos dos fosfolipidos presentes na
fracdo CC3 isolada de C. cibarius estes foram analisados por cromatografia gasosa apds
transesterificacdo com metanol. Na Figura 4.13 é possivel observar quais os acidos gordos
presentes. Apresenta-se também a Tabela 4.5 que resume a composicao em acidos gordos dos
fosfolipidos da fracdo CC3, com o seu respetivo tempo de retencdo e teor, em percentagem de

area.
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Tabela 4.5: Composi¢ao em &cidos gordos da fragdo CC3 isolada de Cantharellus cibarius com respetiva
identificacdo, tempo de retencéo e teor. Teor, dado em percentagem de area, tendo em conta apenas os 3 acidos
gordos detetados.

Acido gordo Tempo de retencdo (min) Teor (%)
Acido miristico 12,14 31,4
Acido palmitico 18,95 65,4

Acido palmitoleico 19,18 3.2

O cromatograma obtido revelou a presenca de um total de 3 &cidos gordos nos
fosfoslipidos isolados da fracdo CC3: &cido miristico, &cido palmitico e acido palmitoleico, por
respetiva ordem de saida (tempo de retengdo). Destes, observa-se que o acido palmitico é o que
esta em maior quantidade, constituindo cerca de 65,4% dos &cidos gordos detetados, seguindo-
se do &cido miristico com 31,4%. Em muito menor quantidade esta o acido palmitoleico com
uma percentagem de apenas 3,2% relativamente a totalidade dos acidos gordos encontrados nos
fosfolipidos isolados da fragédo CC3.
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Figura 4.13: Cromatograma de anélise de &cidos gordos, obtido por cromatografia gasosa, para a fragédo
CCa3 isolada de Cantharellus cibarius. Foram detetados, no total, trés acidos gordos, nomeadamente: acido
miristico, palmitico e palmitoleico, por respetiva ordem de saida (tempo de reten¢do). A intensidade do pico é
proporcional a quantidade de 4cido gordo detetado, sendo assim o maioritéario o acido palmitico.
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4.4. Clonagem de produtos PCR

Tomando como ponto de partida 0 RNA extraido do cogumelo C. cibarius, realizou-se a
transcricdo reversa do mesmo obtendo-se, deste modo, cDNA. Neste procedimento utilizou-se
um kit que incluia o primer Random Hexamers e o primer Oligo dT. De seguida, recorreu-se a
técnica DOP-PCR, na qual foram utilizados os primers 6MW e F/S (primers universais), com
0 objetivo de amplificar o cDNA obtido.

Os produtos da transcrigéo reversa obtidos com o primer Oligo dT (O_RT) e com o primer
Random Hexamers (H_RT) assim como os produtos DOP-PCR obtidos com o primer 6MW
(O_DOP_6MW e H_DOP_6MW) e com o primer F/S (O_DOP_F/S e H_DOP_F/S) foram
entdo clonados, utilizando para o efeito o plasmideo pUC19DNA/Smal, no qual estdo presentes
0 gene de resisténcia a ampicilina e o gene LacZ (gene do operdo da lactose), que sdo 0s
principais responsaveis pela posterior identificacdo dos clones que contém o fragmento de DNA
de interesse, e que s&o considerados como clones positivos.

As colonias obtidas pelo processo de clonagem foram submetidas a um screening por
PCR, utilizando o primer M13, que se liga ao vetor perto do local de inser¢do, o que permite,
posteriormente, confirmar se os clones possuem o plasmideo com o inserto, ou ndo, e se s&o,
portanto, positivos ou negativos, uma vez que o PCR das col6nias positivas terd um produto de PCR
com tamanho superior ao PCR das col6nias negativas, pois as primeiras terdo de ter um tamanho
superior ao tamanho do primer utilizado. No total, foram obtidos 44 clones, 16 de O_RT, 4 de
H_RT, 11 de O_DOP_6MW, 7 de O_DOP_F/S, 4 de H_DOP_6MW e 2 de H_DOP_F/S, sendo 0s
resultados referentes ao seu cariz positivo/negativo visualizados através de um gel de agarose.

No gel de agarose, foi colocado o marcador molecular 100 bp DNA Ladder e o clone Lesser
SA 1723 Clone 1 (Clone de DNA satélite bovino, que se sabia ser positivo, sendo, portanto,
utilizado como controlo positivo). De seguida, comecou por se depositar as amostras
representativas dos clones obtidos, comecando pelos clones O _RT, seguido dos H_RT,
O_DOP_6MW, O_DOP_F/S, H_ DOP_6MW e H_DOP_F/S. No total, obtiveram-se 32 clones
positivos e 13 clones negativos. O gel resultante pode ser observado na Figura 4.14 e o resumo

de quais os clones considerados como positivos/negativos, pode ser visualizado na Tabela 4.6.
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 910 1112 1314 15 16 M

M 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 3132 M

M 33 34 35 36 37 38 39 40 M 41 42 43 44 45 46 47 48

-

Figura 4.14: Gel obtido pelo procedimento de eletroforese em gel de agarose para os clones O_RT, H_RT,
O_DOP_6MW, O_DOP_F/S, H DOP_6MW e H_DOP_F/S. M: Marcador molecular 100 bp DNA Ladder
(identificacdo de bandas entre 1000-100bp), 1: Lesser SA 1723 Clone 1 — controlo positivo, 2: O_RT_Clone3, 3:
O_RT_Clone4, 4: O_RT _Clone5, 5: O_RT_Clone6, 6: O_RT_Clone7, 7: O_RT_Clone6, 8: O_RT_Clone9,
9: O_RT _Clonel0, 10: O_RT Clonell, 11: O_RT Clonel2, 12: O _RT _Clonel3, 13: O_RT_Clonel4, 14:
O_RT Clonel5, 15: O_RT Clonel6, 16: H_RT Clonel, 17: H_RT Clone2, 18: H_RT Clone3, 19:
H_RT Clone4, 20: O_DOP_6MW Clonel, 21: O_DOP_6MW Clone2, 22: O_DOP_6MW Clone3, 23:
O_DOP_6MW _Clone4, 24: O_DOP_6MW _Clone5, 25: O_DOP_6MW_Clone6, 26: O_DOP_6MW_Clone?,
27:  O_DOP_6MW Clone9, 28: O _DOP _6MW Clonel0, 29: O _DOP_6MW Clonell, 30:
O_DOP_F/S _Clonel, 31: O_DOP_F/S Clone2, 32: O_DOP_F/S Clone3, 33: O _DOP_F/S Clone4, 34:
O_DOP_F/S_Clone5, 35: O_DOP_F/S_Clone7, 36: H DOP_6MW _Clonel, 37: H DOP_6MW _Clone2 38:
H_DOP_6MW_Clone3, 39: H DOP_6MW _Clone5, 40: H_ DOP_F/S_Clonel, 41: Lesser SA 1723 Clone 1, 42:
O_RT Clonel, 43: O_RT _Clone2, 44: H_RT_Clone3, 45: O_DOP_6MW _Clone8, 46: O_DOP_F/S_Clone6,47:
: H_DOP_6MW _Clone4, 48: H DOP_F/S_Clone2.
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Tabela 4.6: Tabela resumo dos clones considerados como positivos e negativos. Os clones considerados como
positivos foram aqueles cujo tamanho, no gel de agarose, aparentou ser um pouco superior a 100 bp (tamanho,
aproximado, do primer M13 utilizado no procedimento).

Clone +/- Clone +/-
O_RT Clonel - O _DOP_6MW _Clone4 +
O_RT Clone2 + O _DOP_6MW _Clone5 +
O_RT Clone3 - O _DOP_6MW _Clone6 +
O_RT Clone4 - O_DOP_6MW_Clone7 +
O_RT Cloneb - O _DOP_6MW _Clone8 +
O_RT_Clone6 + O_DOP_6MW_Clone9 +
O_RT Clone7 + O _DOP_6MW _Clonel0 +
O_RT_Clone8 + O_DOP_6MW_Clonell +
O_RT_Clone9 - O_DOP_F/S_Clonel +
O_RT_Clonel0 + O_DOP_F/S_Clone2 +
O_RT _Clonell - O_DOP_F/S_Clone3 +
O_RT_Clonel2 + O_DOP_F/S_Clone4 +
O_RT _Clonel3 - O_DOP_F/S_Clone5 +
O_RT _Clonel4 - O_DOP_F/S_Clone6 +
O_RT _Clonel5 - O_DOP_F/S_Clone7 +
O_RT _Clonel6 - H_DOP_6MW _Clonel +
H_RT_Clonel - H_DOP_6MW_Clone2 +
H_RT_Clone2 + H_DOP_6MW _Clone3 +
H_RT_Clone3 - H_DOP_6MW _Clone4 +
H_RT_Clone4 - H_DOP_6MW_Clone5 +
O_DOP_6MW _Clonel + H_DOP_F/S_Clonel +
O_DOP_6MW _Clone2 + H_DOP_F/S_Clone2 +
O_DOP_6MW_Clone3 +

Como ¢é possivel verificar, todos os clones que previamente tinham sido obtidos a partir
dos produtos DOP_PCR, independentemente dos primers utilizados, foram considerados como
positivos. Os clones obtidos a partir, apenas, do processo de transcricao reversa foram os que,
na sua maioria, se apresentaram como negativos (13 clones negativos de 20 totais). Também é
possivel observar que, quando se utiliza o primer Oligo dT (na transcricao reversa), ha um maior

namero de clones positivos e 0 mesmo acontece quando se utiliza o primer 6MW (no DOP-
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PCR). Apos isto, 0 DNA plasmidico dos clones considerados como positivos foi extraido e

enviado para sequenciagéo.

4.5.  Sequenciacgdo e analise bioinformatica

O DNA plasmidico obtido a partir dos varios clones positivos foi analisado por
sequenciacao, apenas no sentido reverse. Uma vez obtidos os resultados, as sequéncias foram
tratadas bioinformaticamente de modo a eliminar a sequéncia correspondente ao primer M13
utilizado e a ficarmos apenas com a sequéncia de interesse. Na Tabela 4.7 é possivel observar

todas as sequéncias obtidas assim como o0 seu respetivo tamanho.

Tabela 4.7: Sequéncias obtidas a partir do DNA extraido dos clones considerados como positivos.

Nome do clone Sequéncia Tamanho
O_RT _Clone2 GCCTGCGGTCGACTCTAGAGGATCCCCGATGGGTT 81nt
CAGCAAGGTGTGTAGCTCGCTCTCTTGTTTGGGCG
ATTTCTCCAGC
O_RT _Clone6 Nao foi possivel sequenciar
O_RT _Clone7 GGGCCTGCAGGTCGACTCTAG 21nt
O_RT _Clone8 Nao foi possivel sequenciar
O_RT _Clonel0 GCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCCTGGGTA 40nt
TGGAG
O_RT Clonel2 TGATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCC 32nt
H_RT _Clone2 Nao foi possivel sequenciar
O_DOP_6MW _Clonel Nao foi possivel sequenciar
O_DOP_6MW _Clone2 CTGCAGGGTCGACTCTAGAGGATCCCCCGACTCGA 40nt
GTCGG
O_DOP_6MW _Clone3 TGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCCC 47nt
GACTCGAGTCGG
O_DOP_6MW _Clone4d CCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCCCGACTC 42nt
GAGTCGG
O_DOP_6MW _Clone5 GCTGGCTGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCC 49nt
CCGACTCGAGTCGG
O_DOP_6MW _Clone6 Nao foi possivel sequenciar
O_DOP_6MW _Clone7 CCTGGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCCCGACTC 42nt
GAGTCGG
O_DOP_6MW _Clone8 GGCTGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCCCG 46 nt
ACTCGAGTCGG
O_DOP_6MW _Clone9 TGCTGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCCCG 46 nt
ACTCGAGTCGG
O_DOP_6MW _Clonel0 Nao foi possivel sequenciar
O_DOP_6MW _Clonell TTGCAGGTCGAACTCTAGAGGATCCCCCGGACTCG 49nt

AGTCCGACTCGAGT
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O_DOP_F/S _Clonel CCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCCGGACTCG 52nt
AGTCCGCGGACTCGAGT
O_DOP_F/S _Clone2 CTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCCGGACTCGA 37nt
GT
O_DOP_F/S_Clone3 CCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCCGGACTCG 52nt
AGTCCGCGGACTCGAGT
O_DOP_F/S _Clone4 AGTTGCTGCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCC 45 nt
GGACTCGAGT
O_DOP_F/S _Clone5 CTTGCTGGCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCC 45 nt
GGACTCGAGT
O_DOP_F/S_Clone6 Nao foi possivel sequenciar
O_DOP_F/S Clone7 GGTTGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCCGG 57nt
ACTCGAGTCCGCGGACTCGAGT
H_DOP_6MW Clonel AGGGTCGACTCTAGAGGATCCCCCCGACTCGAGTC 37nt
GG
H_DOP_6MW _Clone2 GCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCCCGACTC 42nt
GAGTCGG
H_DOP_6MW _Clone3 GCTTGGATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCC 50nt
CCCGACTCGAGTCGG
H_DOP_6MW _Clone4 GGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCCCGACT 43 nt
CGAGTCGG
H_DOP_6MW _Clone5 GCAGGGTCGACTCTAGAGGATCCCCCGACTCGAGT 38nt
CGG
H_DOP_F/S_Clonel GTCGACTCTAGAGGATCCCCCGGACTCGAGTCCGC 45nt
GGACTCGAGT
H_DOP_F/S_Clone2 GGCTGGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCACTCGA 5Slnt
GTCCGCGGACTCGAGT

De todas as 32 amostras enviadas para sequenciacdo, 7 nao foram possiveis de sequenciar
(O_RT_Clones, O_RT_Clones, H_RT_Clone2, O_DOP_6MW _Clonel,
O_DOP_6MW _Clone6, O_DOP_6MW Clonel0 e O _DOP_F/S _Clone6), ndo se obtendo
assim qualquer resultado relativamente as mesmas. Das sequéncias obtidas, hd duas que se
destacam pela sua diferenca de tamanho relativamente as restantes: O_RT_Clone2, com 81 nt
e O_RT_Clone7, com apenas 21 nt. Todas as outras apresentam tamanhos que oscilam entre 0s
32 e os 57 nt. De referir que pela eletroforese em gel de agarose, ja era expectavel obter
sequéncias de RNA com tamanhos variados.

Através do programa computacional Geneious, executou-se um alinhamento maltiplo das
sequéncias representativas de todos os clones enviados para sequenciacdo, com o objetivo de
observar a similaridade entre as mesmas. Os resultados dados pelo programa podem ser

observados nas Figuras 4.15 e 4.16 e na Tabela A.1 (Anexo B).
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Sequéncia consenso

O_DOP_6MW_Clones
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H_DOP_6MW_Clonel
H_DOP_6MW_Clone5
O_DOP_6MW_Clone2
O_DOP_6MW_Clone7
H_DOP_F/S_Clonel
O_DOP_F/S_Clonel
O_DOP_F/S_Clone3
O_DOP_6MW_Clonell
H_DOP_F/S_Clone2
O_DOP_F/S_Clone7
O_DOP_F/S_Clone4
O_DOP_F/S_Clone5
O_DOP_F/S_Clone2
O_DOP_6MW_Clone4
H_DOP_6MW_Clone4
H_DOP_6MW_Clone2
O_DOP_6MW_Clone3
H_DOP_6MW_Clone3

O_DOP_6MW_Clone9
O_RT_Clone2

O_RT _Clonel0
O RT Clone7

O_RT Clonell

1 10 20 30 40 50 60 70 80 91
1 1 I 1 1 1 1 1 1 1
G HIEITC GEITGC SEITG AR GG IEIcC - BTETAGCAGG ATCIECIEE!- B AGITEC AG [TEIGG 8GG AGITEG AG Tc GITEITEITTG [ITIG G GECATITETCEAGE

G @G GEITG SETGEAGG TEGA- BTETAGAGG ATEEEEE!- B ASITE: AG T8IGG
G GEITG GETCEAGG TEGA- BTETAGAGG ATCEEEE- B: AGITE: AG [T@IcG
BG GG [I8IGH- BTETA GGG ATCEEEE- B AEITel: AG I8IcG
GEAG GG IEGA- BTETAGAGG ATEEEEE!- - G AGITE: AG T8IGG
@G BAG GG IECA- BTETAGAGG ATCEEEE- - G AGITEG AG MEicG
@EITGC GEAGG TECA- BTETAGAGG ATCEEEE- B ASITEIC AG [TEIGG
GIEGA- @TETAGAGG ATCEEIEE- GG ASITEG AG TEEG 86 ABTEGAG T
COTGOAGGICGA - OTOTA GAGG ATCCCCTH- GG ACITCIG AG [TOCG GG ACITEGAG T
CETGOAGGITGA - OTCTA GAGG ATCCCCT- GG ACITCG AG [TCCG EIGG ACITEGAG T
TTGEAGG TEGAACTETA GAGG ATECCCCH- GG ACITCIG AG TCEG - - - AGITCGAG T
GG @ITG GEAGG TEGA- BTETAGAGG ATEEEE- - - - ATITEIG AG TEEG GGG ABITEGAG T
GGITG CCTGEA GG TEGA - OTETAGAGG ATCCEEC- GG AGITEC AG ITEEG EGGAGITEGAG T
AGTTGOIGC - OTGTAGG TCGA - OTCTAGAGG ATCCCCC- GGACTCGAGT
@TTGETG GETGEAGG TUGA - OTETA GAGG ATCCEET- GGATUTEGAGT
SITGCEAGG TEGA- BTETAGCAGG ATEEEEE- GG AGITEIG AG M
SEEITGOR GG TECA- BTETAGAGG ATCEEEE- B ASITEIC AG [TEIGG
GG @EITGEAGG TEGA- BTETA GAGG ATCEEEE- B: AEITEC BG TEIGG
G EEITGOA GG TECA- BTETAGAGG ATCEEEE- B AGITEIG AG [TEIGG
(TG BAG SEITG A GG [T8c A- ETEITA G AGG ATCEEEE- B ASITE: BG [TEIcG
GEIT'TG GA TG CCTGEA GG ICGA - OTCTA GAGG ATCCCECH- CC ACTCG AG ITEIGG
CGET: GUTGERGG I8GA- BTETA GGG ATCEEEE- Bc ATITE: AG M8IcG
G @ETGE- GG IEGA- BTETAGAGG AIEEEEG TG GG MIEAG BAAG G [ Ic TAG BTe: SITSITSINTG [MHTG G G 8ic NITTETeEE G a8l
GCETGCA GG TCGA - CTCTAGAGG ATCECCE- TG GG TATGGAG
G GG @ETGEAGG TECA- BTEITAG
[GATG S8TGEAGG T8G - BTETAGAGG ATCEEE

Figura 4.15: Alinhamento mdaltiplo, através do programa computacional Geneious, de todas as sequéncias obtidas a partir dos clones enviados para sequenciagao.
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Na Figura 4.15 é possivel observar o alinhamento geral de todas as sequéncias obtidas e

na Figura 4.16 reduziu-se o alinhamento apenas a uma regido em que a similaridade de todas

as sequéncias mostrou ser bastante elevada.

Sequéncia consenso

O_DOP_6MW_Clone5
O_DOP_6MW_Clone8
H_DOP_6MW _Clonel
H_DOP_6MW_Clone5
O_DOP_6MW_Clone2
O_DOP_6MW_Clone7
H_DOP_F/S_Clonel

O _DOP_F/S _Clonel

O _DOP_F/S_Clone3
O_DOP_6MW_Clonell
H_DOP_F/S Clone2
O_DOP_F/S_Clone7
O_DOP_F/S_Clone4
O_DOP_F/S_Clone5

O _DOP_F/S_Clone2
O_DOP_6MW_Clone4
H_DOP_6MW_Clone4
H_DOP_6MW_Clone2
O_DOP_6MW_Clone3
H_DOP_6MW_Clone3
O_DOP_6MW_Clone9
O_RT Clone2
O_RT_Clonel0
O_RT_Clone7
O_RT_Clonell

1 10 20 30 42
CETGEA GG TEGA - BTETA GAGG ATCEEEE!- BG AGITEIG AG TEIGG

ST G @A GG TEIC - BITETAGAGG ATONERE- Bc ATITEIG AG MEIGG
SIBIT G @A GG TEIG A BITETAGAGG ATOEEEE- Bc ATITEIG AG MEIGG
BG GG IEIGE- BTEITAGAGGC ATEEEEE- B ASITEG AG TE@IGG
GEAG GG IEIGA- BITEITAGA GG ATEEEEE- - G ABITEIG AG TEIGG
@G BAG GG IEc M- BTETAGAGG ATEEEEE- - C AGITEIC AG IEIGG
@ITG GEA GG TEGA - BITETAGA GG ATGCEEE- BG AGITEG AG TEIGG
GICGA - OTOTAGAGG ATCCCET- GGACITCG AG [TEEG
BT GEAGG TEICA- BTETA GAGG ATEEEEE- GG ATITEG AG TEEG
@EITGEA GG TEIGA- BTETA GAGG ATEEEEE- GG ATITEG AG TEEG
TTGCEAGG TEGCAABTETAGAGG ATEEEIEE- GG AGITEIG AG [TeEG
@iTG GEAGG TEGA- BTETAGAGG ATEEEE- - - - AGITEG AG TEEG
@EITGEAGG TEICA- BTETA GAGG ATEEEEE- GG ATITEG AG TERG
- BEGE@E GG TEI-A- BTETAGAGG ATCEEEE- GG AGITEG AG M
GETGCEAGG IE8I-A- BTETAGAGG ATCEEIEE- GG ATITEIG AG M
ETCEAGG IEGCA- BTETAGCAGCG ATEEEIEE- GG ATTEIC AG T
SEITGEA GG TEGA - BTETAGA GG ATGCEEE- BC AGITEG AG TEIGG
@EITGEA GG TEGA - BTETAGA GG ATGCEEE- BC AGITEIG AG TEIGG
@EITGEA GG TEGA - BITETAGA GG ATCCEEE- BC AGITEIG AG TEIGG
COTGEA GG TCGA - OTOTA GAGG ATCCCCC- CG ACTEG AG TEGG
@EITCEA GG TEGCA- BTETAGAGG ATEEEEE- BC AGITEIG AG T@IGG
0T CEA GG TEGCA- BTETAGAGG ATEEEEE- BC AGITEIG AG TEIGG
CCTGC- GGITCGA - OTOTAGAGGATCCCCGATG GG TTCAGCAAG
G EEGC R R G Bcc D - GG GG EC
S@ETCEAGG TEGA- BTETAG
COTGOAGG TCGA - OTCTAGAGGATCCCT

Figura 4.16: Alinhamento multiplo, através do programa computacional Geneious, de todas as sequéncias
obtidas a partir dos clones enviados para sequenciagdo. Neste caso, é feita evidéncia para a regido conservada
presente em praticamente todos os clones, significando que todos sdo altamente similares.

No geral, as Unicas sequéncias que se mostram ligeiramente diferentes das outras foram
a0 _RT _Clone2eaO_RT_Clonel0 que, apesar de incluirem também grande maioria da regido
conservada, no final das mesmas ha uma ligeira alteracdo de nucledtidos relativamente as
restantes. Falando especificamente da regido conservada detetada, a sequéncia consenso pode
ser dada por: CCTGCAGGTCGA-CTCTAGAGGATCCCCC-CGACTCGAGTCGG, uma
sequéncia muito rica em guaninas (G) e citosinas (C), aproximadamente 66% da mesma, e

[

onde representam gaps.
Na Tabela A.1 (Anexo B) encontra-se representada a percentagem de similaridade entre

cada uma das sequéncias obtidas. E possivel observar, marcado a vermelho, similaridades de
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100% e marcado a azul, similaridades inferiores a 80%. Fazendo uma analise global, os
resultados obtidos, relativamente a similaridade, sdo praticamente todos a cima de 80%, o que
vem confirmar os dados registados nas figuras do alinhamento maltiplo (Figuras 4.15 e 4.16).

Como também foi observado na Figura 4.15, as sequéncias O _RT Clone2 e
O_RT_Clonel0 eram as que se mostravam mais dissimilares das restantes, tendo a primeira um
tamanho muito superior (81 nt) e portanto evidenciando similaridades abaixo dos 80%, sendo
as mesmas similaridades entre os 60% e o0s 74%, relativamente as restantes sequéncias. No
segundo caso, apesar do tamanho ser semelhante as demais, a sequéncia O_RT_Clonel0
apresenta, no final, alguns nucledtidos diferentes, evidenciando similaridades entre os 66% e
0s 80%. Analisando as similaridades obtidas entre as restantes sequéncias, observa-se que as
mesmas sao bastante elevadas mostrando assim que as sequéncias sdo muito semelhantes entre
si e voltando a confirmar a regido conservada visualizada através do alinhamento multiplo.

Depois de obtidas as sequéncias e efetuado o seu alinhamento, foram realizadas varias
pesquisas BLASTN, nas quais foi feito o alinhamento de cada uma das sequéncias tanto com o
genoma Humano (Homo sapiens) como com o genoma do préprio C. cibarius, no entanto,
nenhuma similaridade significativa foi encontrada. Foram ainda realizadas varias pesquisas nas
mais variadas bases de dados, que permitem verificar se as sequéncias em estudo ja foram
alguma vez identificadas e detetar possiveis similaridades com RNAs ja catalogados.
Relativamente a analise das mesmas, nenhuma semelhanga com valores de e-value e query
cover suficientemente elevados para serem consideradas significativas foram encontradas.

De seguida, através da ferramenta RNAfold, as sequéncias foram analisadas de modo a
determinar possiveis estruturas secundarias e a avaliar a sua estabilidade. Os resultados obtidos
estdo resumidos na Tabela 4.8 na qual se pode observar, para além da estrutura secundaria
obtida, o tamanho e percentagem de A+T/U e G+C de cada sequéncia. Como é possivel
verificar, todas as sequéncias apresentam uma determinada estrutura secundaria com elevada
probabilidade e elevada percentagem de guaninas e citosinas.

Relativamente a energia livre minima (MFE), quando menor o seu valor absoluto (quanto
maior a sua negatividade) mais estavel € a estrutura obtida. Para as sequéncias dadas, o valor
de MFE varia entre -4,30 e -21,10 kcal/mol.

A probabilidade de cada par de base é dada pelas cores representadas nas estruturas sendo

que a mesma varia, de forma crescente, entre 0 e 1.
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.Tabela 4.8: Estrutura secundaria das sequéncias obtidas através da ferramenta bioinformatica RNAfold com respetiva energia livre minima (MFE), tamanho da
sequéncia e percentagem de G+C e A+T/U.

Nome Estrutura MFE (kcal/mol) % A+T/U | % G+C | Tamanho (nt)
O_RT_Clone2 Ww -21,10 42% 58% 81
-
-4,30 33.,3% 66,7 % 21
O_RT_Clone7
- d
-7,70 37,5% 62,5% 40
O_RT _Clonel0
= =
-5.30 40,6% 59,4% 32
O_RT Clonel2
= o
-11.80 35% 65% 40
O_DOP_6MW_Clone2
- u
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Tabela 4.8: Estrutura secundaria das sequéncias obtidas através da ferramenta bioinforméatica RNAfold com respetiva energia livre minima (MFE), tamanho da
sequéncia e percentagem de G+C e A+T/U. (Continuacdo)

Nome Estrutura MFE (kcal/mol) % A+T/U % G+C Tamanho (nt)
O_DOP_6MW._Clone3 W:W:: 114,70 36,2% 63,8% 47
‘ T—
- 0, 0,
O_DOP_6MW._Cloned 12,10 33,3% 66,7% 42
- d
- 0, 0,
O_DOP_6MW _Clone5 14,90 32,7% 67,3% 49
- d
- 0, 0,
O_DOP_6MW _Clone7 12,20 33,3% 66,7% 42
-
O_DOP_6MW _Clone8 -13,30 32,6% 67,4% 46
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Tabela 4.8: Estrutura secundaria das sequéncias obtidas através da ferramenta bioinforméatica RNAfold com respetiva energia livre minima (MFE), tamanho da
sequéncia e percentagem de G+C e A+T/U (continuacéo).

Nome Estrutura MFE (kcal/mol) % A+T/U % G+C Tamanho (nt)
O_DOP_6MW_Clone9 -14,30 34,8% 65,2% 46
4
O_DOP_6MW _Clonell -13,50 40,8% 59,2% 49
4
-18,50 34,6% 65,4% 52
O_DOP_F/S_Clonel
- i
-6,30% 37,8% 62,2% 37
O_DOP_F/S_Clone2
- i
O_DOP_F/S_Clone3 -18,50 34,6% 65,4% 52
- .
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Tabela 4.8: Estrutura secunddria das sequéncias obtidas através da ferramenta bioinformatica RNAfold com respetiva energia livre minima (MFE), tamanho da

sequéncia e percentagem de G+C e A+T/U (continuacéo).

H_DOP_6MW_Clone2

Nome Estrutura MFE (kcal/mol) % A+T/U % G+C Tamanho (nt)

-9,20 40% 60% 45

O _DOP_F/S_Clone4
-11,50 37,8% 62,2% 45

O_DOP_F/S_Clone5

O_DOP_F/S_Clone7 -19,90 35,1% 64,9% 57

H_DOP_6MW_Clonel -12,10 35,1% 64,9% 37
-12,90 33,3% 66,6% 42

sopeynsay : ojnuded
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Tabela 4.8: Estrutura secundaria das sequéncias obtidas através da ferramenta bioinforméatica RNAfold com respetiva energia livre minima (MFE), tamanho da
sequéncia e percentagem de G+C e A+T/U (continuacéo).

Nome Estrutura MFE (kcal/mol) % A+T/U % G+C | Tamanho (nt)
- 0, 0
H_DOP_6MW._Clone3 15,70 36% 64% 50
4
- 0, 0,
H_DOP_6MW._Clone4 14,10 32,6% 67,6% 43
- .
-11,80 34,2% 65,8% 38
H_DOP_6MW_Clone5
J
H_DOP_F/S_Clonel -15,00 35,6% 64,4% 45
- .
H_DOP_F/S_Clone2 -19,10 35,3% 64,7% 51
K
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4.6. Tratamento de células Caco-2 com a fracdo CC3

Com o objetivo de demonstrar a atividade antiproliferativa da fragdo CC3 isolada de C.
cibarius, a linha celular Caco-2 foi colocada em contacto com 25 pL de meio de cultura (lamina
controlo) e 25 pL da fracdo CC3 (1 mg/100 pL). As laminas foram observadas e fotografadas

as 0, 24 e 48h, sendo as imagens obtidas ilustradas na Figura 4.17.
CTR OH CTR 48H
CC3 OH CC3 48H

Figura 4.17: Inducéo de morte celular em células Caco-2 (células humanas de tumor colorretal) tratadas
com a fracdo CC3 isolada de Cantharellus cibarius. As células foram postas em contacto com meio de cultura
(I&mina controlo) (CTR) e com a fragdo CC3 e foram fotografadas as Oh, 24h e 48h.

CC3 24H

As 0h, a concentracio de células nas duas laminas (CTR e CC3), era semelhante. Ao fim
de 48h, observa-se um aumento notério do nimero de células na situacdo controlo e, em
contrapartida, na lamina em que se depositou a fracdo CC3, verifica-se a ocorréncia de morte
celular das células Caco-2 ai presentes. Esta constatacdo vem evidenciar a atividade antitumoral
da fracdo CC3.

4.7. RNA Fluorescent in situ hybridization (RNA-FISH)

Com o objetivo de detetar e localizar o RNA em estudo nas células Caco-2, previamente
tratadas com a fracdo CC3 ao fim de 48h, procedeu-se a técnica de RNA-FISH.

Nesta técnica, utilizou-se um dos clones como sonda (O_RT_Clone2). Esta sonda,
marcada com fluorescéncia, quando hibridada com o RNA alvo permite a visualizacdo de sinais

fluorescentes, neste caso, de cor vermelha devido ao fluorocromo utilizado. Deste modo,
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através da utilizacdo do microscopio de fluorescéncia, foi possivel perceber se este &cido
nucleico se teria integrado nas células.

Na Figura 4.18 é possivel observar o resultado obtido pela técnica RNA-FISH. Para a
lamina controlo, aquela que continha células Caco-2 apenas com meio de cultura, como se pode
constatar, nenhum RNA foi detetado nas células, pois ndo existe presenca de coloracdo
vermelha, correspondente a hibridagdo do mesmo com a sonda. Por outro lado, para a lamina
com células Caco-2 em contacto com a fragdo CC3, é bem evidente a presenca de RNAs
constituintes da fracdo CC3 que se acumulam tanto no citoplasma como no nucleo (contrastado
com DAPI-azul) de todas as células presentes na lamina.

Deste modo, evidencia-se, mais uma vez, a constituicdo desta fracdo neste &cido nucleico
que se localiza tanto no ndcleo como no citoplasma das células assim como a sua capacidade
de, estando apenas em contacto com as mesmas, atravessar tanto a membrana celular como

nuclear.

CTR

Figura 4.18: Imagens obtidas pela técnica de RNA-FISH.: CTR (Controlo): Células Caco-2 apenas com meio
de cultura; CC3: - Células Caco-2 as quais foi adicionada a fracdo CC3 isolada de Cantharellus cibarius. Imagens
obtidas ao fim de 48h em ldmina. Os sinais de RNA da fragdo CC3 estdo representados a vermelho e os nicleos
encontram-se contrastados com DAPI (a azul).
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Capitulo 5: Discusséo de resultados

Capitulo 5: Discussdo de resultados

v Neste capitulo proceder-se-4 a discussdo dos resultados apresentados no capitulo
anterior. A exposicdo dos mesmos sera feita em subtdpicos, no entanto de forma mais sintética
do que no capitulo anterior, de modo a facilitar a sua apresentacdo e compreensdo. Inicialmente
serdo discutidos os resultados referentes a extracéo, isolamento e purificagdo de biopolimeros
e a caracterizagcdo quimica de Cantharellus cibarius. Por fim, serdo debatidos os resultados
referentes a sequenciacdo e analise bioinformatica da fracdo de interesse neste estudo (CC3) e

0s resultados demonstrativos da sua capacidade antitumoral.

5.1. Extracéo e isolamento de biopolimeros

A fim de se proceder ao isolamento da fragdo CC3, principal fracdo de interesse para o
presente estudo, foi necessario recorrer ao isolamento do material insolivel em alcool (AIR), a
partir do qual se executou o isolamento de material soldvel em agua (WSM). Do WSM obteve-
-se 0 material de elevado peso molecular (HMWM) e finalmente, através da purificacao deste,
as fracbes CC1, CC2, CC3.

C. cibarius é constituido maioritariamente por material insolivel em alcool (AIR), cerca
de 74,6% da MS total, resultado que ja era de esperar e que esta de acordo com a literatura uma
vez que 0s principais constituintes dos cogumelos sdo proteinas, glicoproteinas,
polissacarideos, lipidos e &cidos nucleicos (Jedidi et al., 2016; Muszynska et al., 2016). Assim,
devido ao facto de estes serem insolUveis nas condicGes de realizacdo deste procedimento
(alcool), fazem parte da fracdo AIR (Marzullo e Danforth, 1964).

Para isolar os polimeros sollveis em agua do cogumelo em estudo, o AIR foi submetido
a fervura em agua e liofilizacdo do qual resultou o WSM. Este constitui apenas 26,8% do
material anterior (AIR) (correspondendo a 20% do peso inicial do cogumelo seco), devido ao
facto dos seus constituintes maioritarios serem insolliveis no solvente utilizado (dgua). No
WSM incluem-se, principalmente, polissacarideos, acidos nucleicos e proteinas. Esta reducédo
de conteido também ja seria de esperar uma vez que um dos grandes constituintes do AIR sdo
polissacarideos das paredes celulares e estes, na sua maioria, sdo insoliveis em agua quente,

ndo fazendo por isso parte do WSM..
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Com o objetivo de obter material de elevado peso molecular (biopolimeros solGveis em
agua), o material obtido no passo anterior (WSM) foi submetido a dialise, originando assim o
HMWM. Da totalidade do WSM, apenas 10,5% (cerca de 2% do peso inicial do cogumelo seco)
é de elevado peso molecular, no qual se insere a matéria de interesse, 0 RNA. Esta reducao
dever-se-a essencialmente a perda de alguns polissacarideos de baixo peso molecular e alguns
compostos secundarios que estariam em minoria, como é o caso dos compostos fendlicos que
também sdo de baixo peso molecular (Ferreira et al., 2010; Silva et al., 2012). Assim, 0 HMWM
¢ maioritariamente constituido por polissacarideos, complexos polissacarideo-proteina,
peptidoglicanos e lectinas (Lemieszek et al., 2013).

O HMWM foi, adicionalmente, purificado por cromatografia de troca anidnica,
procedimento que conduziu a obtencdo das trés fragdes enunciadas inicialmente: CC1, ndo
retida na coluna cromatografica e CC2 e CC3, retidas na coluna e posteriormente eluidas, sendo
que para este procedimento foram utilizadas 800 mg de HMWM. Verificou-se que a fracao
CC1, correspondente ao material ndo retido na coluna cromatografica, foi a mais abundante,
constituindo 21,3% da amostra total utilizada, seguida da fracdo CC2 com 20,3% e da fracao
CC3 com 14,8%. Do material inicialmente utilizado, verifica-se que, por perdas ocorridas
durante o processo realizado antes do fracionamento (ressuspensdo do HMWM em tampéo
inicial, posterior centrifugacdo e remocao do material que ndo se dissolveu), devido a possiveis
perdas ocorridas durante o processo de dialise realizado individualmente a cada uma das frac6es
obtidas, bem como ao material que pode ter ficado irreversivelmente adsorvido na coluna de
troca anionica, se perderam 349,4 mg de HMWM, o que corresponde a 43,7% do material
inicial, ou seja, o rendimento global da extracdo e purificacdo ronda os 56,33%. A fracéo
correspondente ao material de interesse (CC3) foi a que apresentou menor quantidade, cerca de
14,8%.

5.2. Caracterizacdo quimica das fracgoes

5.2.1. Teor e composicdo em agucares
Com o objetivo de analisar o teor e a composicdo em aclcares para as amostras WSM e
HMWAM e para as trés frac6es purificadas: CC1, CC2 e CC3 efetuou-se a andlise HPAEC-PAD
apos a hidrdlise acida do material, sendo a pesquisa realizada para 10 acgUcares diferentes: Fuc,
Rha, Ara, Gal, Glc, Xyl, Man, Rib, GalA e GIcA.
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A amostra HMWM foi a que apresentou um teor em aglcares mais elevado, cerca de
55%. Como foi dito anteriormente, a amostra constituida por biopolimeros de elevado peso
molecular soliveis em agua quente (HMWM) é formada principalmente por polissacarideos,
complexos polissacarideo-proteina, peptidoglicanos e lectinas sendo assim, os resultados
obtidos séo consistentes com a literatura (Lemieszek et al., 2013). A composicdo e abundéncia
em acUcares da amostra HMWM sdo consistentes com a presenca de polissacarideos,
principalmente glucanas (Rop et al., 2009) e mananas (Moreira e Filho, 2008). A presenca de
glucanas e mananas como principais componentes dos Basidiomycetes esta de acordo com a
literatura (Rop et al., 2009; Wang et al., 2014), sendo estes o0s constituintes maioritarios da
parede celular dos cogumelos (Bowman e Free, 2006; Sanchez, 2017). E ainda de salientar a
importancia que estes polissacarideos tém demonstrado no organismo humano, em especial as
glucanas que podem ser encontradas na forma solGvel em &gua e que tém mostrado ter uma
atividade bioldgica pronunciada sobre vérios sistemas do organismo como, por exemplo, o
sistema imunologico (Rop et al., 2009). Este facto permite concluir que o cogumelo em estudo
ndo se destina apenas para o principal objetivo do presente trabalho mas que pode trazer
também grandes vantagens para o tratamento de outras patologias, 0 que o torna um cogumelo
bastante promissor para estudos adicionais devido aos restantes componentes que o constituem.

Em suma, infere-se que os principais componentes do HMWM de C. cibarius sejam,
efetivamente polissacarideos, os quais constituem a fragdo CC1, mas que, no entanto, 0 mesmo
também contenha uma mistura de glicoproteinas e complexos polissacarideo-proteina com
diferentes quantidades de acgucar, que constituem a fracdo CC2. Este processo de separacao
baseia-se na capacidade de ligacdo das moléculas, carregadas negativamente, a resina da fase
estacionaria da coluna cromatogréfica utilizada. Neste caso, foi utilizada como fase estacionaria
a resina Q-Sepharose FF, que é desenhada para reter proteinas e complexos proteicos (GE Life
Sciences, 2014), explicando assim a origem das fracdes CC2 e no caso da fraccdo CC3 devido
ao caracter altamente anionico dos acidos nucleicos.

A presenca de complexos polissacarideo-proteina em extratos de biopolimeros sollveis
em agua, ja foi observada em outras espécies tais como Agaricus blazei (Schmidt et al., 2009)
e Coriolus versicolor (Ooi e Liu, 2000), assim como glicoproteinas, como € o caso das lectinas,
que foram identificadas, por exemplo, nos cogumelos Agaricus bisporus (Wang et al., 2012) e
Lentinula edodes (Shen et al., 2017), ndo sendo portanto exclusivas de C. cibarius. Estes

componentes seriam também interessantes para um estudo posterior uma vez que muitos deles,
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j& isolados, apresentam vérias propriedades promotoras da saude, como por exemplo atividade
antioxidante, imunomoduladora, antiviral, anticoagulante, antidiabética, anti-inflamatéria,
prebiotica e antitumoral (Asai et al., 2004; Shen et al., 2017; Wu, 2015).

Relativamente a fracdo CC3, a principal fracdo de interesse para o presente trabalho,
como é possivel observar na Tabela 4.3, constata-se que a mesma apresenta poucos agucares na
sua globalidade, pois no processo de purificacdo foi utilizado um gradiente crescente de sal
(NaCl). De salientar que o principal agucar encontrado é a ribose, dado este que coincide com
estudos ja previamente realizados no cogumelo Boletus edulis (Lemieszek et al., 2016, 2013)

Como se sabe, a molécula de RNA é formada por uma cadeia de ribonucleétidos, que sao,
por sua vez, formados por um grupo fosfato, um aclcar e uma base azotada. O acglcar
constituinte dos nucleétidos presentes numa cadeia de RNA ¢é a ribose (Snustad e Simmons,
2011), que foi o agucar encontrado em maior quantidade na fragdo CC3, confirmando assim a
natureza deste acido nucleico. De salientar que nenhum sinal de desoxirribose foi detetado
(principal agucar constituinte do DNA). Esta constatacdo vem, mais uma vez, efetivar o que se
queria demonstrar no inicio do estudo: que a fracdo CC3 €, essencialmente, constituida por
RNA.

5.2.2. Pesquisa de acidos nucleicos

Ja era conhecido, por investigacOes anteriores (Lemieszek et al., 2016, 2013), que no
cogumelo Boletus edulis a fracdo demonstradora de atividade antitumoral seria rica em RNA.
O mesmo era de esperar para Cantharellus cibarius e, por esse motivo, procedeu-se ao estudo
detalhado do tipo de &cido nucleico presente nesta fracdo de maneira a confirmar a sua natureza.

Inicialmente, submeteram-se as amostras WSM e HMWM e a fracdo CC3 a
espectrofotometria UV-vis de modo a confirmar a presenca de acidos nucleicos nas mesmas.
Nos espectros obtidos em cada analise verificou-se um maximo da absorvancia aos 260 nm.
Sabendo que os &cidos nucleicos absorvem, tipicamente, aos 260nm, verifica-se que se
obtiveram espectros tipicos dos mesmos (Desjardins e Conklin, 2010). Comparando as
amostras WSM e HMWM, o valor da absorvancia a 260 nm foi mais elevado para a ultima, o
que seria de esperar uma vez que 0s acidos nucleicos se encontram em maior concentracdo do
que no WSM. Tal facto acontece devido a realizacdo do procedimento de dialise efetuado na
amostra WSM, que permitiu purificar a mesma através da eliminacéo de diversos constituintes

de baixo peso molecular, obtendo-se assim apenas o material de elevado peso molecular
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(HMWM), onde o RNA, apesar de se encontrar na mesma quantidade, apresenta-se mais
concentrado (mais puro). Na amostra CC3, o pico de absorvancia observado € muito superior
ao verificado nas amostras anteriores, 0 que ja seria de esperar, uma vez que este dado é
indicador da elevada pureza desta fragdo (devido ao processo de purificacdo a que foi
submetida) que é constituida maioritariamente por RNA.

De seguida, realizou-se o procedimento de eletroforese em gel de agarose, no qual se
utilizaram concentracdes crescentes da amostra CC3 e no qual foi possivel visualizar bandas
no fundo do gel, cuja intensidade aumentava gradualmente com a concentragdo da amostra. A
analise do gel permite inferir que se esta perante uma amostra de RNA com tamanho reduzido,
mas com varias moléculas de diferentes tamanhos.

Simultaneamente, realizou-se também uma anélise no NanoDrop de modo a descartar
contaminagdes e a saber a concentragdo de RNA na amostra em estudo.

A relacdo entre as absorvancias a 260 e 280 nm (A260/A280) indica se a amostra estara
contaminada com proteinas ou fenol. O valor 6timo para esta relacdo seria de 1,8 para DNA e
2 para RNA. Se o valor obtido for inferior ao valor 6timo significa que a amostra podera estar
contaminada com proteinas e/ou fenol, o que foi o0 caso, uma vez que se obteve um valor de
1,84, valor que seria o0timo para DNA, mas ndo o é para RNA. O mesmo estudo foi
anteriormente efetuado no cogumelo Boletus edulis, que também terd sugerido presenca de
proteinas na fracdo, no entanto, estudos complementares efetuados (andlise SDS-PAGE e
coloracdo de prata) ndo mostraram qualquer evidéncia dessa contaminagédo (Lemieszek et al.,
2016). Os mesmos estudos teriam de ser efetuados para C. cibarius de modo a confirmar a
auséncia de contaminacoes.

A relacdo entre as absorvancias a 260 e 230 nm (A260/A230) é uma segunda medida de
pureza dos acidos nucleicos que permite verificar se a amostra esta contaminada com sais ou
com algum solvente (e.g. EDTA e fenol) ou se houve algum problema com a amostra ou com
0 processo de extracdo. Por regra, para amostras puras, o valor de A260/A230 é superior ao
valor de A260/A280. O valor 6timo para esta relacao é entre 2 e 2,2 sendo que, quando o valor
é inferior a 2 indica que a amostra esta contaminada com fenol ou outros reagentes e um valor
superior a 2,2 podera ser indicativo da utilizacdo de um branco inadequado ou do local de
deposicdo da amostra no NanoDrop conter alguma sujidade (Healthcare, 2012; Matlock, 2015).
Para a A260/A230, obteve-se um valor de 2, valor situado no intervalo referido e superior ao

valor da A260/A280, ou seja, € um valor adequado em termos de pureza.
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Juntando todos os dados obtidos, pode-se concluir que a fragdo CC3 é uma amostra pura
e com elevada concentragéo de RNA.

Por ultimo, e com o objetivo de, mais uma vez, confirmar a natureza da amostra procedeu-
-se a uma analise FTIR que também demonstrou que esta se trata de um acido nucleico,
especificamente RNA, uma vez que se obteve um espectro caracteristico do mesmo. Os
espectros FTIR caracteristicos dos &cidos nucleicos sdo divididos em duas partes distintas:
acucar e grupos fosfato. As bases (timina, adenina, citosina, guanina e uracilo) dao origem a
vibragdes purinicas e pirimidinicas na faixa dos 1800-1500 cm™. As bandas na regido 1500-
1250 cm™ nos espectros de &cidos nucleicos sdo devidas ao acoplamento vibracional entre uma
base e um aglcar, enquanto que na gama dos 1250-1000 cm™ sdo devidas a vibracdes de agticar-
fosfato. Para além disso, absorvancias entre os 1121 e os 1244 cm™ surgem, maioritariamente,
devido aos fosfatos, no caso do RNA, e na regido 1000-800 cm™ observam-se as vibragdes
acucar ou agucar-fosfato (Lemieszek et al., 2016; Sahu et al., 2008; Stuart, 2004). Todas estas
caracteristicas foram observadas no espectro obtido para a fraccdo CC3.

Todos os resultados obtidos com as metodologias realizadas para a “pesquisa de acidos
nucleicos” (espectrofotometria UV-vis, eletroforese em gel de agarose, quantificacdo por
NanoDrop e FTIR) quando complementados com a “pesquisa do teor e composi¢do em
acucares” vém, inequivocamente, confirmar a especulacdo inicial de que o principal

constituinte da fracdo portadora de atividade antiproliferativa seria 0 RNA.

5.2.3. Determinacdo quantitativa de fosfolipidos e determinacdo da

composi¢do em acidos gordos da fracdo CC3

Para a determinacdo do teor de fosfolipidos presentes na fracdo CC3, estes foram
previamente extraidos pelo Método de Folch. Para a determinacdo da sua composicdo em
acidos gordos, os fosfolipidos isolados foram transesterificados com metanol e analisados por
cromatografia gasosa.

A quantificacdo de fosfolipidos e determinacdo da sua composicdo em &cidos gordos foi
apenas realizada para a fracdo de interesse (CC3). Neste caso, ndo é possivel recorrer a literatura
de modo a comparar os resultados obtidos com 0 mesmo ou outro cogumelo, uma vez que,
apesar dos imensos estudos existentes relativamente a composi¢cdo em &cidos gordos de
cogumelos (incluindo C. cibarius), para esta fracdo (fracdo obtida por eluicdo do material de

elevado peso molecular com concentragdes de sal a variar entre 1M a 2M), especificamente,
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ndo existem quaisquer dados, ndo sendo, portanto, possivel a sua comparacdo com estudos
anteriormente publicados.

Segundo a literatura, os acidos gordos maioritarios em C. cibarius (quando analisado o
cogumelo como um todo) sdo os &cidos gordos insaturados (Kala¢, 2016; Muszynska et al.,
2016), nomeadamente os acidos oleico e linoleico, seguido do &cido gordo saturado, acido
palmitico (Muszynska et al., 2016). Relativamente a fracdo CC3 0 mesmo ndo aconteceu na
medida em que o0s &cidos gordos encontrados foram apenas trés: dois dos quais saturados (acido
palmitico e miristico) e um monoinsaturado (acido palmitoleico). Estes dados podem ser
explicados pelo facto de que, no presente estudo, ndo se avaliou o cogumelo na sua totalidade
mas sim apenas a fracdo CC3, que sofreu varios procedimentos anteriores que culminaram na
perda de varios componentes, purificando a mesma, o que era a finalidade pretendida.

A fase estacionaria utilizada para o processo de purificacdo tem capacidade de reter
moléculas anidnicas como, por exemplo, complexos proteicos e acidos nucleicos. Assim,
infere-se que os fosfolipidos detetados nesta fracdo estejam associados a proteinas/acidos
nucleicos ou, simplesmente, tenham ficado retidos na coluna por também serem moléculas
anidnicas. Como ¢ sabido, as membranas celulares séo estruturas complexas formadas a partir
de bicamadas lipidicas, proteinas de alta densidade e hidratos de carbono (Smith, 2012). Assim,
o facto de serem encontrados 0,54% de fosfolipidos, pode ser explicado pela possivel interacao
entre 0s mesmos e as proteinas/glicoproteinas constituintes da membrana celular, fazendo com
que os primeiros ficassem retidos na coluna cromatografica. A interacdo recorrente entre
proteinas e fosfolipidos presentes nas membranas celulares ja tem vindo a ser estudada por
varios autores, ndo s6 em membranas celulares de fungos mas também de outros organismos,
mostrando assim que a interacdo fosfolipido-proteina pode ocorrer atraves de maltiplos
mecanismos desempenhando um papel crucial no bom funcionamento das membranas celulares
(Chakrabarti e Khorana, 1975; Hsia et al., 2015; Lee, 2011, 2003; Prudovsky et al., 2013). No
entanto, seriam necessarios mais estudos de modo a confirmar a ocorréncia desta interacdo e a
explicar o porqué de os mesmos terem ficado retidos na coluna cromatografica.

E sabido que, apesar dos fosfolipidos maioritariamente encontrados em fungos serem o
fosfatidiletanolamina e o fosfatidilserina, a sua composicdo em termos de &cidos gordos varia
(Gooday, 1995). Neste caso, uma vez analisada a composi¢do em acidos gordos da fracéo
isolada, foram detetados os acidos miristico, palmitico e palmitoleico que estardo, portanto,

associados aos fosfolipidos encontrados. No entanto, de modo a confirmar se os acidos gordos
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detetados estardo, efetivamente, acoplados aos fosfolipidos encontrados, teriam de ser feitos
mais testes uma vez que a sua presenga pode ocorrer pelo simples facto dos mesmos serem
aniénicos e também poderem ter ficado acoplados a coluna cromatogréfica.

O facto de serem encontrados fosfolipidos e &cidos gordos na fracdo CC3, é um resultado
importante, uma vez que Varios estudos mostram que a interacéo entre RNA e fosfolipidos pode
ter implicagdes importantes na medida em que a mesma pode mediar a interagdo do RNA com
a membrana celular, podendo favorecer a entrada destas moléculas na célula (Khvorova et al.,
1999; Michanek et al., 2010; Vlassov e Yarus, 2002).

5.3.  Sequenciagéao e analise bioinformatica

De modo a determinar do tipo de molécula de RNA em causa, procedeu-se a sua
sequenciacao e posterior analise bioinformatica. A partir das sequéncias obtidas (Tabela 4.7),
realizou-se o seu alinhamento pelo programa computacional Geneious (Figuras 4.15 e 4.16).
Através do mesmo programa, obteve-se também a Tabela A.1 (Anexo B), onde se encontram
representadas as similaridades entre cada uma das sequéncias analisadas.

Consultando a Figura 4.15, representativa do alinhamento geral de todas as sequéncias,
observa-se que as mesmas sdo bastante semelhantes entre si, havendo uma regido conservada,
com similaridade de, praticamente, 100 % entre todas elas (evidenciado na Figura 4.16). Os
investigadores anseiam, cada vez mais, por conhecer a similaridade/dissimilaridade entre
sequéncias uma vez que esta mostra estar intimamente correlacionada com as estruturas e
funcdes bioldgicas das mesmas, sendo portanto este conhecimento bastante importante ndo s
para a investigacdo basica como também para o desenvolvimento de novos farmacos (Hua et
al., 2014). O estudo desta regido podera ser um importante marco, uma vez que, podera ser ela
que, efetivamente, seja responsavel pela atividade antitumoral observada na fracdo CC3.

De modo a confirmar se a sequéncia de RNA em causa jd teria sido alguma vez
identificada, procedeu-se a varias pesquisas BLASTN, nas quais se fez o alinhamento de cada
uma das sequéncias em causa com o genoma de Cantharellus cibarius e com o genoma de
Homo sapiens, assim como pesquisas nas mais variadas bases de dados, e nenhuma similaridade
relevante foi encontrada. Atendendo ao facto de que o genoma Humano se encontra
completamente sequenciado e que em relacdo ao genoma de Cantharellus cibarius menos
estudos foram efetuados, infere-se que a sequéncia responsavel pela morte celular de células

cancerigenas se trate de uma sequéncia nova do genoma de C. cibarius, nunca antes
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identificada, e que ndo existe no genoma Humano. Sendo, a partida, sequéncias de pequeno
tamanho e tendo-se verificado que as mesmas tinham uma elevada percentagem em guaninas e
citosinas, pensou-se que estas poderiam funcionar através de estruturas secundarias (Chan et
al., 2009; Galtier e Lobry, 1997). Assim, as mesmas foram sujeitas a analise bioinformatica
através do programa RNAfold, verificando-se que estas sequéncias tém tendéncia a formar
estruturas secundarias com elevada probabilidade (Tabela 4.8).

Uma vez que quanto mais negativos forem os valores de MFE, mais estavel serd a
sequéncia em causa (Pervouchine et al., 2003; Trotta, 2014), os valores obtidos indicam que as
mesmas tém tendéncia a formar estruturas secundarias estaveis, o que também pode explicar o
facto desta molécula ser estavel ao ponto de se conseguir visualizar por RNA-FISH, pois se a
mesma nao o fosse, ndo seria capaz de se integrar nas cé€lulas. Desde modo e considerando
todos os dados obtidos até entdo, sabe-se que esta molécula tem estabilidade suficiente para
resistir a todos os processos de extracao a que foi submetida e para que ocorra a sua entrada na
c€lula, atravessando tanto a membrana celular como nuclear, permanecendo dentro da mesma
sem ser degradada por todas as nucleases ai presentes (Houseley e Tollervey, 2009).

Dadas as evidéncias relativas ao pequeno tamanho da molécula em causa, a analise da
sua sequéncia e ao fendtipo observado nas células, ¢ possivel inferir que o RNA em causa ¢ um
pequeno RNA que, de alguma forma, auxilia a regulacdo da via celular responsavel pelo
fenotipo de morte celular observado funcionando assim como regulador. Deste modo, infere-se
que este RNA responsavel pela atividade antitumoral estudada neste trabalho se trata de um

sncRNA regulador.

5.4. Tratamento de células Caco-2 com a fracdo CC3 e RNA Fluorescentin
situ hybridization (RNA-FISH)

Com o objetivo de demonstrar a atividade antitumoral da fracdo CC3 purificada a partir
do HMWAM isolado de C. cibarius, colocou-se a mesma em contacto com células de uma linha
celular tumoral de cancro colorretal (Caco-2).

A atividade antiproliferativa desta fracdo, cuja constituicdo permanecia desconhecida, ja
tinha sido verificada, em estudos anteriores, contra células do carcinoma do célon (HT29 e

LS180) para os cogumelos Cantharellus cibarius, Boletus edulis e Boletus spretus (Cardoso,
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2011). Importante referir que, na mesma investigacdo, as fracOes reveladoras de atividade
antitumoral foram também colocadas em contacto com células normais do epitélio do colon
humano (CCD841) (na mesma gama de concentracdes em que tinham sido testadas
anteriormente) e nenhum efeito citotoxico foi observado.

No presente trabalho, colocou-se, em duas laminas, células da linha celular Caco-2 em
proliferacdo. Numa das laminas adicionou-se apenas meio de cultura, funcionando como
controlo negativo, e na outra adicionou-se a fragdo CC3 (previamente ressuspendida em tampéao
apropriado). Na primeira, observou-se uma continua proliferacdo celular, sendo que as células
se continuaram a dividir. Na lamina que continha a fragdo de interesse, ao fim de algumas horas,
verificou-se a ocorréncia de morte celular das células presentes na mesma, concluindo-se assim
que este RNA terd uma funcéo crucial na ocorréncia do fendtipo verificado. Estudos efetuados
por Lemieszek et al. relativamente a fracdo CC3 isolada do cogumelo C. cibarius indicaram
que o tipo de morte celular ocorrida em outras linhas celulares é a apoptose (artigo em
preparacdo). No entanto, no presente trabalho foi utilizada outra linha celular pelo que, para
determinar qual o tipo de morte celular ocorrido teriam de ser feitos mais ensaios (e.g.
citometria de fluxo).

Utilizando as laminas empregadas no procedimento anterior, procedeu-se a realizacdo da
técnica de RNA-FISH a qual tem como prossuposto detetar e localizar, intracelularmente,
RNAs na célula. Nas imagens obtidas, foi possivel visualizar que existe presenca de RNAs
constituintes da fracdo CC3 tanto no citoplasma como no nucleo da célula.

Esta observacdo indica que os RNAs provenientes do cogumelo C. cibarius se introduzem
no interior das células atravessando tanto a membrana celular como nuclear. O modo como um
RNA exogeno se introduz nas células pode variar consoante 0 RNA em causa, sendo que 0
mesmo pode entrar por mecanismos passivos e ndo especificos ou pode existir algum
mecanismo especifico de entrada (e.g. ligacdo a recetores especificos) (Saleh et al., 2006).
Neste caso, como é observavel RNAs no citoplasma e nucleo das células, infere-se que o
mecanismo de entrada seja, provavelmente, inespecifico.

E sabido que as membranas celulares das células cancerigenas diferem das membranas
celulares das células saudaveis, nomeadamente a sua composi¢do quimica, na medida em que
as primeiras revelam manter elevadas concentracdes de Na* no seu interior (Cone, 1970, 1975;
Seeger e Wolz, 1990). Este facto faz com que a superficie externa da membrana fique carregada
negativamente e com que o potencial membranar das células cancerigenas seja mais baixo

comparativamente com as células saudaveis (Cure, 1991) o que por sua vez, leva a que estas
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membranas tenham uma maior permeabilidade e condutividade (Haltiwanger, 2014). Este
facto, acoplado com a presenca de fosfolipidos na fracéo de interesse, podera explicar a entrada
do RNA no interior das células estudadas, uma vez que a interacdo fosfolipido-RNA pode
favorecer a passagem do &cido nucleico através da membrana celular (Khvorova et al., 1999;
Michanek et al., 2010; Vlassov e Yarus, 2002). No entanto, seriam necessarios estudos
adicionais de modo a perceber, ao certo, 0 mecanismo envolvido.

Os experimentos realizados por Lemieszek et al., assim como os realizados na presente
dissertacdo, mostram-se bastante promissores na medida em que sugerem, num futuro préximo,
a possivel utilizacdo desta fragdo ou do RNA constituinte da mesma em terapias

anticancerigenas, podendo trazer assim a descoberta de um possivel novo alvo terapéutico.
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O trabalho apresentado nesta dissertacdo constitui uma evidéncia clara da atividade
antitumoral da fragdo CC3 isolada do cogumelo Cantharellus cibarius. Por isolamento e
caracterizacdo quimica da mesma, inserem-se na presente dissertacdo, demonstracfes
inequivocas de que o principal constituinte da fragdo de interesse € 0 RNA.

Tendo confirmado, por varias metodologias, que a molécula causadora de atividade
antitumoral é o0 RNA, procedeu-se, neste trabalho, a sequenciacdo e analise bioinformatica das
sequéncias obtidas de modo a determinar qual seria o tipo de RNA em causa. Através dos
resultados conseguidos, infere-se que se tratam de RNAs de tamanhos variados e reduzidos,
com elevada percentagem em guaninas e citosinas e com capacidade para formar estruturas
secundarias estaveis. Dadas estas evidéncias e tendo em consideracdo o fenétipo observado
sugere-se que se trata de um sncRNA regulador.

De modo a confirmar se a sequéncia em analise ja teria sido, outrora, identificada e
catalogada, realizaram-se vérios alinhamentos BLASTN, tanto com o genoma do proprio
Cantharellus cibarius como com o0 genoma Humano, assim como pesquisas nas mais variadas
bases de dados. Nenhuma similaridade relevante foi encontrada. Deste modo, conclui-se que a
sequéncia responsavel pela atividade anticancerigena seja uma sequéncia nova, nunca antes
identificada, do genoma de Cantharellus cibarius.

Através da metodologia RNA-FISH, executada depois do tratamento de células Caco-2
com a fragdo CC3, nas quais ocorreu morte celular ao fim de algumas horas, foi possivel
observar que este SncRNA regulador, estando apenas em contacto com as células cancerigenas,
é capaz de se introduzir nas mesmas, ultrapassando tanto a barreira celular como nuclear,
acumulando-se no citoplasma e no nucleo e provocando, por conseguinte, o fendtipo celular
descrito. O mecanismo de entrada nestas células n&o foi estudado neste trabalho, assim, como
perspetiva futura, seria interessante verificar se em células saudaveis (nas quais ja foi
observado, em estudos anteriores, que nao ocorre morte celular quando em contacto com a
fracdo CC3) este RNA se integra, ou ndo, nas mesmas. Deste modo, poder-se-ia adquirir algum
conhecimento extra, pois caso ndo se verificasse a presenca de RNA no interior das células
saudaveis poderia significar que a membrana celular das células cancerigenas teria alguma

caracteristica especifica que permitisse a entrada do mesmo. Por outro lado, se ocorresse
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entrada em ambas as células, poderia significar que o mecanismo de entrada é totalmente
inespecifico mas, no entanto, 0 mecanismo de a¢ao é apenas dirigido para células cancerigenas.

Uma vez demonstrada a atividade antitumoral e identificado o tipo de molécula em causa,
procedeu-se, de forma ainda muito preliminar, a sintese artificial da sequéncia de interesse
(mimics), tendo por base a regido conservada, com o objetivo de observar, em trabalhos futuros,
se esta resultard no mesmo fendtipo observado inicialmente pela colocagdo direta da fracdo
CC3 em contacto com as células.

Assim, num futuro préximo, um dos principais objetivos de continuacdo deste trabalho
sera o teste do novo mimics em linhas celulares cancerigenas de modo a observar se tera, ou
ndo, o mesmo fendtipo de morte celular. Caso os resultados sejam positivos, seré interessante
testar, adicionalmente, o mimics, em células saudaveis, de modo a verificar se este terd algum
efeito negativo nas mesmas, provocando também a sua morte, ou se, por outro lado, este efeito
de morte celular é observado apenas em células tumorais (tal como acontece com a utilizacéo
direta da fracdo CC3).

Posteriormente, seria igualmente relevante proceder a varios estudos de modo a
descodificar qual sera o tipo de sncRNA regulador aqui presente e a sua estratégia de entrada
nas células e 0 modo como provoca, tdo rapidamente e a baixas concentragdes, a morte celular
de um elevado numero de células.

Na verdade, ainda muitas pesquisas tém de ser efetuadas. No entanto, 0 maior e principal
objetivo desta investigacdo sera, no futuro, proceder a estudos in vivo de modo a confirmar a
acdo desta molécula podendo, posteriormente, proceder a sua incorporacdo em farmacos de

modo a que seja utilizada como um novo alvo terapéutico contra determinados tipos de cancro.
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ANexos

Feature Coordinates  Source
lacZo. 469-146 Drdl 91
origin 1455-867 pMB1 (mutant) BsmBI 51 BstAP1 179
bla(Ap?)  2486-1626 Tn3 BsmBI 2683 Ndel 183
L - Eco01091 2674
ofi = origin of replication st Zea1 261:9 Kasl - Narl - Sfol 235
Ap = ampicillin ) Bgll 245
BeiVl 2542 Fspl 256
I 2501 Pwl 275
Ssp Pvull 306
Bmrl 364
Acli 2297 BeeAl 387 Apol - EcoRl 3%
Xmnl 2294 Banll - Sacl - Eco53K1 402
Acc651 - Kpal 408
Begl 2215 MCS  Aval - BsoBI - Smal -
Scal 2177 TspMI - Xmal 412
BamHI 417
Xbal 423
Pvul 2066 Accl - Hincll - Sall 429
Avall 2059 BspMI - BfuAl 433
—) bt 434
BstDI 1935 \ Pstl 435
Acll 1924 sphl 441
Fspl 1919 Hindill 447
wvall 1837 Feull 620
NmeAlll 1822 T 641
Bgll 1813 BsaXI 659
Bpml 1784 BspQI - Sapl 683
BsrFI 1779 TAI 781
Bsal 1766 ANIII - Peil 806
BstDI 1753 Dedl 908
Bmrl 1744
Ahdl 1694 BeiVl 1015
BseYT 1110
BeeAl 1292 AlwNI 1217
pUC19 MCS
Sacl Smal Xbal Sbfl
EcoRI Kpnl BamHI Sall PstI Sphl HindIII

agtgAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTGGegtaatcatggteat

400 410 420 430 440 450 460

.S NS S PVRPDELTSRCAHLSPTIMTM

«———————— [ac7o. translational start J

Figura A.1: Mapa do vetor pUC19DNA/Smal. Adaptado do manual da New England BioLabs.
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ODOP_8MW_CI5
ODCP_6MW_CI8
HDOP_6MW_CIL
HDOP_6MW_CI5
CDOP_6MW_CI2
ODCP_6MW_(I7
HDOP_FS_Cl1
ODOP_Fs_ClI1
ODCP_Fs_CI3
ODCP_6MW_CI11
HDOP_FS_Cl2
ODCP_Fs_CI7
ODOP_FS_Cl4
ODOP_FS_CI5
ODOP_FS_CI2
ODCP_6MW_Cl4
HDOP_6MW_Cl4
HDOP_6MW_CI2
ODCP_6MW_CI3
HDOP_6MW_CI3
ODOP_6MW_CI9
ORT_CI2
ORT_CI10
ORT_CI7
ORT_CI12

Tabela A.1: Similaridades entre as varias sequéncias obtidas a partir dos clones sequénciados com evidéncia para similaridades de 100% (vermelho) e similaridades a baixo dos 80% (azul).

ANEXO B

ODOP_6MW ODOP_6MW HDOP_6Mw HDOP_E6MW ODOP_6MW ODOP_6MW HDOP_FS ODOP_FS  ODOP_FS ODOP_6MW HDOP_FS  ODOP FS ODOP_FS ODOP_FS ODOP_FS ODOP_6MW HDOP_6MW HDOP_GMW ODOP_6MW HDOP_6MW ODOP_6MW
cs ci8 a1 s ci2 cr i a1 i3 o1 cl2 7 4 cls 2 cl4 cl4 2 ci3 a3 clo ORT_C2  ORT.CII0  ORT.C7  ORT_Cl12
100% 94.,595% 87.179% 85.366% 92.857% 94.118% 95.122% 95.122% 90.244% 83.721% 93.478% 89.130% 93.333% 97.297% 97.619% S§7.674% 100% 95.745% 93.878% 97.826% 74.419% 80.000% S0.476% 93.750%

100% 94.595% 87.179% 85.366% 92.857% 94.118% 95.122% 95.122% 90.244% 83.721% 93.478% 93.023% 93.023% 97.297% 97.619% 87.674% 100% 95.652% 97.826% 97.826% 74.419% 80.000% S80.476% 93.750%
94.595% 94.595% 97.297% 97.297% 94.595% 94.118% 89.189% 89.189% 86.842% 83.784% 89.189% 91.176% 91.176% 91.176% 94.595% 94.595% 94.595% 94.595% 94.595% 94.595% 68.421% 71.429% 85.714% 91.304%
87.179% 87.179% 97.297% 100% 89.744% 94.118% 84.615% 84.615% 82.500% 84.211% 84.615% 86.111% 86.111% 86.111% 87.179% 87.179% 87.179% 87.179% 87.179% 87.179% 65.000% 67.568% 75.000% 84.000%
85.366% | 85.366% | 97.297% 100% 90.244% | 94.118% | 82.927% | 82.927% | 82.927% | 85.000% | 82.927% | 81.579% | 81.579% | 83.784% | 85.366% | 85.366% | 85.356% | 85.366% | 85.366% | 85.366% | 64.286% | 66.667% | 72.222% | 81.481%
92.857% | 92.857% | 94.595% | 89.744% | 90.244% 94.118% | 90.244% | 90.244% | 90.244% | 88.095% | 88.095% | 87.179% | 87.179% | 91.892% | 95.238% | 92.857% | 92.857% | 92.857% | 92.857% | 92.857% | 67.442% | 72.500% | 84211% | 89.286%
94.118% 94.118% 94.118% 94.118% 94.118% 94.118% 100% 100Y 91.304% 93.333% 100% 100% 100% 100% 94.118% 94.118% 94.118% 94.118% 94.118% 94.118% 60.870% 75.000% 100% 100%
95.122% 95.122% 89.189% 84.615% 82.927% 90.244% 100% 100% 90.385% 20.385% 100% 97.368% 97.368% 100% 95.122% 85.122% 95.122% 95.122% 95.122% 95.122% 64.151% 79.487% 100% 100%
95.122% 95.122% 89.189% 84.615% 82.927% 90.244% 100% 100% 90.385% 90.385% 100% 97.368% 97.368% 100% 95.122% 85.122% 95.122% 95.122% 95.122% 95.122% 64.151% 79.487% 100% 100%
90.244% 90.244% 86.842% 82.500% 82.927% 90.244% 91.304% 90.385% 90.385% 84.615% 90.385% 94.737% 94.737% 94.737% 90.244% 90.244% 90.244% 90.244% 90.244% 90.244% 58.491% 74.359% 88.889% 92.593%
83.721% | 83.721% | 83.784% | 84.211% | 85.000% | 88.095% | 93.333% | 90.385% | 90.385% | 84.615% 88.880% | 82.500% | 82.500% | B86.486% | B83.333% | 86.047% | 85.714% | 83.721% | 83.721% | 83.721% | 59.259% | 70.000% | 90.000% | 89.655%
03.478% | 93.478% | 89.189% | 84.615% | 82.927% | 88.095% 100% 100% 100% | 90.385% | 88.889% 93.023% | 93.023% 100% | 92.857% | 93.023% | 95238% | 91.304% | 93.478% | 91.304% | 64.815% | 80.000% | 90.476% | 93.750%
89.130% | 93.023% | 91.176% | 86.111% | 81.579% | 87.179% 100% | 97.368% | 97.368% | 94.737% | 82.500% | 93.023% 95.556% 100% | 92.308% | 92.500% | 94.872% | 88.636% | 86.957% | 95.349% | 75.000% | 79.487% | 85.714% | 93.750%
93.333% | 93.023% | 91.176% | 86.111% | 81.579% | 87.17%% 100% | 97.368% | 97.368% | 94.737% | B2.500% | 93.023% | 95.556% 100% | 92.308% | 92.500% | 94.872% | B8.636% | 88.889% | 95.349% | 75.000% | 79.487% | 85.714% | 93.750%
97.297% 97.297% 91.176% 86.111% 83.784% 91.892% 100% 100% 100% 94.737% 86.486% 100% 100% 100% 97.297% 97.297% 97.297% 97.297% 97.297% 97.297% 76.316% 81.081% 100% 100% I
97.619% | 97.619% | 94.595% | B87.175% | 85.366% | 95.238% | 94.118% | 95.122% | 95.122% | 90.244% | 83333% | 92.857% | 92.308% | 92.308% | 97.297% 57.619% | 97.619% | 97.619% | 97.619% | 97.619% | 72.093% | 77.500% | 94737% | 95.429%
97.674% 97.674% 94.595% 87.179% 85.366% 92.857% 94.118% 95.122% 95.122% 90.244% 86.047% 93.023% 92.500% 92.500% 97.297% 97.619% 100% 97.674% 97.674% 97.674% 74.419% 80.000% 100% 96.552%

100% 100% 94.595% 87.179% 85.366% 92.857% 94.118% 95.122% 95.122% 90.244% 85.714% 95.238% 94.872% 94.872% 97.297% 97.619% 100% 100% 100% 100% 74.419% 80.000% 100% 100% I
95.745% 95.652% 94.595% 87.179% 85.366% 92.857% 94.118% 95.122% 05.122% 90.244% 83.721% 91.304% 88.636% 88.636% 97.297% 97.619% 97.674% 100% 97.872% 93.478% 74.419% 80.000% 90.476% 93.750%
03.878% | 97.826% | 94.595% | 87.179% | 85.366% | 92.857% | 94.118% | 95.122% | 95.122% | 90.244% | 83.721% | 93.478% | 86.957% | 88.889% | 97.297% | 97.619% | 97.674% 100% | 97.872% 95.652% | 74.419% | 80.000% | 90.476% | 96.875%
97.826% | 97.826% | 94.595% | B7.179% | 85.366% | 92.857% | 94.118% | 95.122% | 95.122% | 90.244% | 83721% | 91.304% | 95.349% | 95.349% | 97.297% | 97.619% | 97.674% 100% | 93.478% | 95.652% 74.419% | 80.000% | 90.476% | 96.875%
74.419% | 74.419% | 68.421% | 65.000% | 64.286% | 67.442% | 60.870% | 64.151% | 64.151% | 58.491% | 59.259% | 64.815% | 75.000% | 75.000% | 76.316% | 72.093% | 74.419% | 74.419% | 74.419% | 74.419% | 74.419% 80.488% | 94.737% | 96.429%
80.000% | 80.000% | 71429% | 67.568% | 66.667% | 72.500% | 75.000% | 79.487% | 79.487% | 74.359% | 70.000% | 80.000% | 79.467% | 79.487% | 81.081% | 77.500% | 80.000% | 80.000% | 80.000% | 80.000% | B80.000% | B80.488% 100% 100% |
90.476% | 90.476% | 85.714% | 75.000% | 72.222% | 84.211% 100% 100% 100% | 88.889% | 90.000% | 90.476% | 85.714% | 85.714% 100% | 94.737% 100% 100% | 90.476% | 90.476% | 90.476% | 94.737% 100% 90.476%
93.750% | 93.750% | 91.304% | 84.000% | 81.481% | 89.286% 100% 100% 100% | 92593% | 89.655% | 93.750% | 93.750% | 93.750% 100% | 96.429% | 96.552% 100% | 93.750% | 96.875% | 96.875% | 96.429% 100% | 90.476%
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