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Resumo — Os cogumelos silvestres possuem grande diversidade de biomoléculas com valor nutricional e/ou
propriedades medicinais. Neste trabalho, apresentam-se resultados do estudo de espécies do Nordeste de
Portugal. Os extratos fenolicos de Clitocybe alexandri, Lepista inversa e Suillus collinitus foram caracterizados
e mostraram potenciais efeitos anti-tumorais em linhas celulares tumorais humanas, que se traduzem
especificamente na indugdo de paragem do ciclo de divisdo celular e na indu¢do de morte celular programada
(apoptose) em linhas celulares modelo, derivadas de diferentes tipos de tumores humanos. Verificou-se que
extratos de C. alexandri induzem paragem no ciclo celular e apoptose numa linha celular de cancro do pulmao,
constituindo-se assim como fonte potencial de novos agentes citotdxicos. Descobriu-se ainda que o extrato
metanoélico de S. collinitus aumenta a expressdo da proteina supressora de tumores p53, causa paragem no ciclo
de divisdo celular e aumenta a apoptose numa linha celular modelo de cancro da mama. Tendo em conta o
potencial anti-tumoral evidenciado em condigdes in vitro pelas espécies mencionadas, os extratos/compostos
fendlicos prefiguram-se como potenciais fontes de agentes citotoxicos e poderdo encontrar, caso estudos
futuros o comprovem, potencial utilizagdo no tratamento do cancro, a segunda causa de morte nos paises
desenvolvidos. Em especifico, podem potencialmente servir para acrescentar e diversificar os “pipelines” de
desenvolvimento de farmacos da industria farmacéutica ou de alimentos funcionais.

Palavras-chave: Cogumelos silvestres; Acidos fendlicos; Atividade antioxidante; Atividade anti-tumoral; Ciclo
celular; Apoptose; Cancro; Alimentos funcionais

1 Introducéo

Os cogumelos silvestres possuem grande diversidade de biomoléculas com valor nutricional [1] e/ou
propriedades medicinais [2]. Tém sido reconhecidos como alimentos funcionais e como fonte de compostos
para o desenvolvimento de fArmacos e nutracéuticos, incluindo compostos com propriedades antioxidantes [3],
antimicrobianas [4] e anti-tumorais [5]. Ja foram realizados varios estudos pré-clinicos em linhas celulares
tumorais humanas e alguns compostos isolados de cogumelos estdo em fase de ensaios clinicos. Exemplos
disso sdo os B-glucanos “Lentinan” (do cogumelo Lentinus edodes) e “Schizophyllan” (do meio de cultura de
Schizophyllum commune) ou os glucopéptidos PSP e “Krestin” (PSK) (do micélio de Coriolus versicolor) [6,7].

Para além dos cogumelos mencionados, existem muitos outros conhecidos como sendo medicinais e existe um
potencial enorme nas espécies ainda ndo exploradas do Nordeste Portugués. De facto, o Nordeste de Portugal ¢é
uma das regides Europeias com maior diversidade de cogumelos silvestres e, nesse sentido, 0 nosso grupo de
investigacao tem-se dedicado a caracterizacao quimica e avaliacao das suas propriedades bioativas.

Neste trabalho, serdo apresentados resultados da avaliagdo das propriedades antioxidantes e do potencial
inibidor de crescimento de linhas celulares tumorais humanas, de cogumelos silvestres comestiveis
provenientes do Nordeste de Portugal.
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2 Metodologia
Ap6s identificacdo taxondomica dos cogumelos, prepararam-se extratos metandlicos, etandlicos e aquosos a
partir das amostras liofilizadas.

A caracterizacdo em compostos fendlicos e mono e oligossacaridos foi efetuada por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC) acoplada a um detetor de diodos (DAD) ou a um detetor de indice de refragdo (RI),
respetivamente.

Os ensaios de atividade antioxidante, realizados nos extratos referidos, incluiram a avaliacdo da atividade
captadora de radicais 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH), poder redutor e inibi¢do da descoloragdo do f-
caroteno.

A inibigcdo do crescimento celular foi avaliada com o ensaio Sulforrodamina B em quatro linhas celulares
tumorais humanas (NCI-H460 - pulm&o, MCF-7- mama, HCT-15 - célon e AGS - géastrico). Os efeitos sobre o
perfil do ciclo celular e apoptose foram avaliados por citometria de fluxo e o efeito sobre os niveis de expressao
de proteinas celulares relacionadas com o ciclo celular e a apoptose celular, foi investigado por Western
blotting.

3 Resultados

Trés espécies de cogumelos silvestres comestiveis revelaram atividade inibidora do crescimento de linhas
celulares tumorais humanas. O extrato etandlico de Clitocybe alexandri, o extrato metandlico de Lepista
inversa e o extrato metandlico de Suillus collinitus revelaram ser os mais potentes [8-10].

O extrato etandlico de C. alexandri induziu uma paragem do ciclo celular em fase S (Fig. 1) e promoveu um

aumento da percentagem de células apoptoticas, na linha celular tumoral humana (de cancro do pulmao) testada

[9].
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Figura 1. Analise do perfil do ciclo celular de células NCI-H460 tratadas durante 48h com duas
concentragdes do extrato etandlico de Clitocybe alexandri: GlIs (24,8 ug/mL) ou 2xGls (49,6 pg/mL). Foram
utilizadas como controlo células ndo tratadas e tratadas com o solvente (DMSO). *Valores significativamente
(P <0,05) diferentes quando comparados ao branco ou DMSO. Adaptada da referéncia [9].

As espécies de cogumelos analisadas também revelaram um interessante potencial antioxidante, principalmente
o0 extrato aquoso de L. inversa que apresentou a maior atividade captadora de radicais DPPH, poder redutor ¢
inibi¢do da descoloragdo do B-caroteno (Tabela 1) [8].
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Tabela 1. Atividade antioxidante* dos extratos dos cogumelos.

Espécies Extratos Atividade captadora Poder Inibi¢ao da descoloragdo
de DPPH redutor do B-caroteno

Metandlico 28,7+3,2 7,0+04 4,5+0,2
. . Etandlico 10,7+ 0,8 2,3+0,0 3,7+0,1
Clitocybe alexandri £ " em ebulicdo 25+0,0 0,9+ 0,0 12+0,0
Metanolico 10,6 + 1,1 2,9+0,1 1,1+£0,1
Lepista inversa Etanolico 9,3+0,5 1,4+0,1 1,5+1,1
Agua em ebuligio 1,8+0,1 0,7+0,0 0,9+0,1
Metanolico 14,1+1,2 3,0£0,0 1,2+0,1
Suillus colinitus Etanolico 7,3+0,7 1,3+0,0 1,2+0,1
Agua em ebulicao 79+0,5 2,1£0,0 1,2+0,0

*Os resultados estdo expressos em ECs (concentragdo de extrato em mg/mL correspondente a 50% de atividade antioxidante ou 0,5 de absorvancia no
ensaio do poder redutor).

O extrato metanolico de S. collinitus induziu um ligeiro aumento no numero de células em G1, com uma
concomitante diminuigdo na percentagem de células na fase S do ciclo celular ¢ um aumento na percentagem
de células apoptoticas (6,0+0,2% para 15,3+2,0%) na linha celular tumoral humana (de cancro de mama)
testada. Verificou-se ainda um forte aumento dos niveis de p53, p21 e PARP clivada, associado a uma
diminui¢do da Bcel-2 e XIAP [10].

O uso combinado do extrato metandlico de S. collinitus e de etoposideo (farmaco anti-neoplésico) causou uma
maior diminui¢do na percentagem de crescimento celular, quando comparado com qualquer um deles usados
individualmente (Fig. 2), indicando o potencial beneficio desta combinagdo [10].

1 uM Etoposideo + 25,2 ng/ml Suillus collinitus

25,2 pg/ml Suillus collinitus

1 uM Etoposideo

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Crescimento celular (%)

Figura 2. Tratamento de células MCF-7 com etoposideo, Suillus collinitus (extrato metandlico) e combinagéo
dos dois. Adaptada da referéncia [10].

Os extratos testados foram caracterizados quimicamente, tendo sido os acidos protocatéquico, p-
hidroxibenzoico, p-cumdarico e cindmico os principais compostos identificados nos extratos fenolicos
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(metanodlico e etanolico) (Fig. 3), enquanto o manitol, a trealose e a arabinose foram os principais aglcares
encontrados no extrato polissacaridico (aquoso), apos hidrélise (Fig. 4) [9,10].
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Figura 3. Perfil em compostos fendlicos de Clitocybe alexandri obtido por HPLC-DAD a 280 nm. Apenas
foram assinalados os picos correspondentes a compostos fenolicos ou compostos relacionados. 1- Acido
protocatéquico; 2- Acido p-hidroxibenzoico; 3- Acido cinamico.
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Figura 4. Perfil em agticares de Suillus collinitus obtido por HPLC-RI. 1- Arabinose; 2- Frutose (padrdo
interno); 3- Manitol; 4- Trealose.

Os compostos individuais identificados nos extratos foram submetidos a uma avaliagdo da atividade inibidora
de crescimento celular, mas apenas os acidos fendlicos e um composto relacionado, o acido cinamico,
apresentaram atividade. Este composto foi o mais potente em relacdo ao efeito de inibi¢do de crescimento
celular, na linha celular tumoral humana NCI-H460. O efeito do tratamento individual ¢ combinado dos
compostos identificados também foi avaliado. Os acidos cinamico e protocatéquico causaram uma redugdo
estatisticamente significativa no ntimero de células viaveis. Por sua vez, o acido p-hidroxibenzéico nao
demonstrou efeito sobre as células testadas até a concentragdo maxima testada. No entanto, verificou-se que a
utilizagdo simultdnea dos trés compostos promoveu uma diminuigdo substancial no numero de células viaveis,
sugerindo um possivel efeito concomitante dos referidos compostos (Fig. 5) [9].
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Figura 5. Numero de células viaveis apos tratamento durante 48h das células NCI-H460 com compostos
fenolicos identificados nos extratos: A- acido cinamico (ao Glsy: 845,9 uM), B- acido protocatéquico (ao Glsy:
1616,9 uM), C- 4cido p-hidroxibenzoico (a 3000 uM). Foram utilizadas como controlo células ndo tratadas e
tratadas com o solvente (DMSO). *Valores significativamente (P < 0,05) diferentes quando comparados ao
branco ou DMSO. Adaptada da referéncia [9].

O presente trabalho contribui para uma melhor compreensdo do potencial bioativo de cogumelos silvestres
comestiveis do Nordeste de Portugal, tendo permitido identificar algumas espécies com propriedades
antioxidantes ou inibidoras do crescimento de células tumorais.

Tendo em conta o potencial anti-tumoral evidenciado em condigdes in vitro pelas espécies mencionadas, os
extratos/compostos fenolicos prefiguram-se como potenciais fontes de agentes citotoxicos € poderdao encontrar,
caso estudos futuros o comprovem, potencial utilizagdo no tratamento do cancro, a segunda causa de morte nos
paises desenvolvidos. Em especifico, podem potencialmente vir a servir para acrescentar e diversificar os
“pipelines” de desenvolvimento de fArmacos da industria farmacéutica ou de alimentos funcionais.
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