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FIGURA 1. Lentinula edodes.
Foto: Martin Wall.
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Isolamento de polissacaridos
livres e proteina-polissacaridos
de estirpes de cogumelos e o seu
efeito nas células de carcinoma
humanas in vitro

Resumo

Vérias estirpes de cogumelos (ex: Lentinula edodes, Pleurotus ostrea-
tus, Ganoderma lucidum e Grifola frondosa) foram cultivadas por fer-
mentacdo submersa em residuos agro-industriais a 26° C e 150 rpm,
durante duas semanas. Os polissacaridos intra e extracelulares foram
purificados por técnicas cromatograficas bem como pela tecnologia
de membranas e as preparacdes purificadas foram parcialmente ca-
racterizadas por vdrias técnicas analiticas designadamente HPLC, FTIR
e sua composicao aminoacidica e de gltcidos. Os valores de Mr dos
polissacaridos estavam na gama de 9-64 KDa e a analise por HPLC re-
velou picos de UV e Rl com tempos de retencdo de cerca de 6 e 12 mi-
nutos, respectivamente. A analise por FTIR apresentou varias bandas
de absorgao que sdo caracateristicas destes polissacaridos nomeada-
mente 846,5; 1.032,3; 1.186,4; 1471; 1648,8; 2739,6 y 3419,3/cm. As
preparacoes purificadas de polissacaridos foram usadas para analisar
o seu efeito na proliferacdo celular de linhas celulares de carcinoma
humanos de célon HCT15, HCT116 e de Gtero RL 95. A viabilidade ce-
lular e a actividade metabdlica destas linhas celulares foram deter-
minadas usando azul de tripano e MTT, respectivamente. A inducao
de apoptose celular devido a presenca de alguns polissacaridos em
linhas celulares de carcinoma humanos foi investigada usando citocro-
mo C e caspase como marcadores de apoptose celular. Os resultados
obtidos sugerem fortemente que algunas preparacdes purificadas de
polissacaridos apresentam inibicdo de crescimento celular bem como
a inducao de apoptose celular comparado com as linhas celulares sem
qualquer tipo de polissacaridos. O trabalho de I&D em curso visa usar
estes polissacaridos /in vivo em humanos e animais com diferentes
tipos de carcinoma.

Palavras chave

Lentinula edodes, Pleurotus ostreatus, Ganoderma lucidum, Grifola
frondosa, polissacaridos, apoptose celular, linhas celulares de carci-
noma.
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Aislamiento de polisacaridos y proteinas, poli-
sacaridos de cepas de hongos y su efecto en el
carcinoma de células humanas in vitro

Resumen

Varias cepas de hongos (por ejemplo: Lentinula edodes,
Pleurotus ostreatus, Ganoderma lucidum vy Grifola fron-
dosa) fueron cultivadas por fermentacion sumergida en
residuos agroindustriales a 26 C y 150 rpm, durante dos
semanas. Los polisacaridos intra y extracelulares se puri-
ficaron mediante técnicas cromatograficas asi como por
tecnologia de membranas y las preparaciones purificadas
fueron parcialmente caracterizadas por diversas técnicas
analiticas, incluyendo HPLC, FTIR y la determinacién de su
contenido de aminoé&cidos y carbohidratos. Los valores de
Mr de los polisacaridos se encontraban en el rango de 9 a
64 KDa vy el anélisis por HPLC mostré picos de UV e IR con
tiempos de retencion de alrededor de 6 y 12 minutos, res-
pectivamente. El andlisis por FTIR mostré varias bandas de
absorcion que son caracteristicas de estos polisacaridos, a
846,5; 1.032,3; 1.186,4; 1471; 1648,8; 2739,6 y 3419,3/cm.
Los preparados de polisacaridos purificados fueron utiliza-
dos para examinar su efecto sobre la proliferacion celular
de lineas celulares de carcinoma de colon humano HCT15,
HCT116 atero y RL 95. La viahilidad celular y la actividad
metabdlica de estas lineas celulares se determinaron uti-
lizando el azul de Tripan y MTT, respectivamente. La in-
duccion de apoptosis sobre lineas celulares de carcinoma
humanos, debida a la presencia de algunos polisacaridos,
se investigé usando el citocromo C y la caspasa como mar-
cadores de apoptosis celular. Los resultados sugieren que
algunos preparados de polisacaridos purificados inhiben el
crecimiento celular o inducen la apoptosis. El trabajo de
[+D en curso tiene como objetivo utilizar estos polisaca-
ridos /in vivo en animales y seres humanos con diferentes
tipos de céncer.

Palabras clave

Lentinula edodes, Pleurotus ostreatus, Ganoderma luci-
dum, Grifola frondosa, polisacéridos, apoptosis celular,
lineas celulares de carcinoma.
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Isolation of free and protein-bound polysaccha-
rides from mushroom strains and their effect on
human carcinoma cell lines in vitro

Abstract

Several mushroom strains (i.e Lentinula edodes, Pleuro-
tus ostreatus, Ganoderma lucidum and Grifola frondosa)
were grown by submerged fermentation in agro-industrial
wastes at 26°C and 150 rpm, for two weeks. Intracellular
and extracellular polysaccharides were isolated by chroma-
tographic techniques as well as by membrane technology
and purified preparations were partially characterized by
several analytical techniques such as HPLC, FTIR and the
determination of their amino acid and carbohydrate compo-
sitions. The Mr values of such polysaccharides were in the
range of 9 — 64 KDa and HPLC analysis revealed peaks of
UV and Rl with retention times of about 6 and 12 minutes,
respectively. FTIR analysis exhibited several absorption
bands which are characteristics of these polysaccharides,
namely 846,5; 1.032,3; 1.186,4; 1471; 1648,8; 2739,6 y
3419,3/cm. Purified preparations of polysaccharides were
used to study their effect on cell proliferation of human car-
cinoma cell lines in vitro such as colon carcinoma cell lines
HCT15, HCT116 and SW480 and endometrium carcinoma
cell line RL 95. Cell viability and metabolic activity of such
cell lines were determined using trypan blue and MTT, re-
spectively. The induction of cell apoptosis due to the pres-
ence of some polysaccharides in human carcinoma cell
lines was investigated using cytochrome C and caspase
as cellular apoptosis markers. The data obtained strongly
suggest that some purified preparation of polysaccharides
inhibited cell growth as well as induction of cell apopto-
sis compared with cell lines without any polysaccharide.
R+D work is in progress to use such polysaccharides in vivo
both in humans as well as in animals with several types
of carcinoma.

Key words
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dum, Grifola frondosa, polysaccharides, cell apoptosis,
carcinoma cell lines.
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