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(57) Resumo: Cancer é um grupo de doengas que possuem crescimento desordenado de células, sendo uma das principais
causas de morte no mundo, com as estatisticas apontando para um crescimento de 70% nos préximos 20 anos (WHO, 2016).
Dentre os principais tratamentos existentes, todos apresentam efeitos colaterais. Assim, a busca por novas moléculas, que
tenham acgédo antitumoral e sem toxicidade é necessaria (PATEL; GOYAL, 2012). Desta forma, apresentamos a Manogalactana
parcialmente metilada extraida de Pleurotus eryngii King Oyster, a qual possui atividade biolégica antitumoral, antimelanoma e
também atividade adjuvante a quimioterapia dacarbazina, quando testada em camundongos, sem apresentar toxicidade tanto in
vitro quanto in vivo (BISCAIA et al., 2017).
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Atividade antitumoral da manogalactana parcialmente metilada de
cogumelo Pleurotus eryngii

Campo da lnvencdo

[001]. Declaramos o novo uso médicoda Manogalactana
parcialmente metilada (MG-Pe) extraida de cogumeloPleurotus Eryngii
“King Oyster”, a qual apresenta atividade bioldgica
antfitumoral/antimelaonoma e adjuvante a quimioterapia (com
dacarbazina), sem apresentar efeitos colaterais e téxicos.

A invencdo apresenta proposta no campo da saude humana e

animal.

Fundamentos da Invencdo e Estado da Técnica

[002].Cancer é um grupo de doencas que possuem crescimento
desordenado de células, sendo uma das principais causas de morte no
mundo (INCA, 2016), e as estatisticas demonstram um crescimento de
70% de novos casos nos proximos 20 anos (WHO, 2016). Dentro os
principais tratamentos antitumorais existentes no mercado, ndo hd
medicamentos com total eficdcia, e também o grande problema atual
€ a citotoxicidade e os efeitos colaterais que estas moléculas atuais
causam nos pacientes tratados. Desta forma, a busca de novas
moléculas anfitumorais, que ndo apresentem citotoxicidade é de alta
relevancia

[003]. Assim, polissacarideos, em especial, os exiraidos de
cogumelos comestiveis, estdo sendo explorados como novos agentes
terapéuticos, como novo uso médico, e estdo sendo considerados
como um avangco na terapia anticncer nos Ultimos anos (PATEL;
GOYAL, 2012).

[004]. Desta forma, mostramos aqui que um polissacarideo

extraido de Pleurotus eryngii, a manogalactana parcialmente metilada
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(MG-Pe), apresenta novo uso médico, caracterizado por ser na
preparacdo de um medicamento para tratar: 1) a doenca do cdancer,
2) do cancer de pele do tipo melanoma e, 3) quando administrado em
conjunto com uma gquimioterapia j& utilizada na rede do Sistema Unico
de Saude - SUS para fratar o melanoma, potencializa o efeito desse
quimioterdpico.

[005].Moléculas de manogalactana j& foram patenteadas,
porém sem nenhum relato de acdo bioldgica, apenas com o intuito de
serem acrescentadas na fabricagcdo de matericis como papéis, e sdo
utilizadaspara melhorar resisténcia, cor, viscosidade, enfre outros
pardmetros de materiais.

(http://www .freepatentsonline.com/result.html2p=1&edit alert=&srch=xp

rtsrch&query txt=mannogalactan&uspat=on&date range=all&stemmin

g=on&sort=relevance&search=Search;

https://worldwide.espacenet.com/searchResultsesearch=mannogalacta
N&DB=EPODOC&submitted=true&locale=en EP&ST=singleline&compact

=false &ADB=EPODOC&qguery=mannogalactan).

Descricdo da abordagem do problema técnico

[006]. Com o objetivo de buscar um novo uso médico de uma
molécula especifica, nosso grupo testou um polissacarideo, extraido de
um cogumelo comestivel (Pleurotus eryngii - “King Oyster”)chamado de
manogalactana parcialmente metilada.

[007]. Esta manogalactana parcialimente metilada apresentou
novo uso medico, caracterizado por ser na preparacdo de um
medicamento, com efeito antitumoral, antimelanomanos animais
tratados, sem apresentar citotoxicidade e também apresentou um
efeito adjuvante a dacarbazina, potencializando o  efeito
quimioterdpico (de um composto padrdo j& utilizado pelo Sistema Unico
de Saude - SUS).
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Descricdo detalhada da Invencdo

[008]. O polissacarideo, com novo uso médico de acdo
anfitumoral € uma manogalactana parcialimente metilada extraida de
Pleurotus eryngii, e aqui € denominado de MG-Pe. O MG-Pe € um
heteropolissacarideo composto por manose, galactose e 3-O-metil
galactose (Fig. 1 e Tabela 1). Apresenta uma cadeia principal composta
por galactose e 3-O-metil galactose, ambas apresentando ligacdo do
tipo al—é, as quais podem apresentar-se substituidas em O-2 por R-D-
manose(BISCAIA et al., 2017).

6
UNIDADES 0.CH:
a b T
.
—2.6)0-0-D-Galp- | 50 | 0944 | ogs | 136 | 244 | 176 | 987
(1—
(Residuo A) g | 142 | 96 | o8 | 02| a8 | 72 | s0
.
—2.6)-0-D-Galp- | 50 | 0146 | 970 | 136 | 256 | 178 | 987
(1—
(Residuo B) H| 137 | oo | oo | o7 | 14 | 72 | 80
—32.6)-3-O-Me-ci- | - _
) 3¢ | 0092 | 860 | 102 | 883 | 170 | 000 05
D-Galp-{1—
(Reziduo C) H | .126 02 68 30 20 73 | 88 48
—+6)-0-D-Galp-(1— | 3C | 00.83 | 122 | 234 | 2.06 | 1.70 | 9.45
(Residuo I)
H| oo | 87| g | 10| 20| 60 | 91
—+6)-a-D-Galp-(1— | 3c | 0104 | 122 | 227 | 200 | 170 | 945
(Residuo E)
H| o004 | g2 | o1 | 05 | 20| 60 | @
—6)-3-O-Me-o-D- | 50 | go6e | 022 | 1.82 | 8.36 | 156 | 959 92
Galp-(1—
(Residuo F) H | o900 | 88 | 55 | .28 17 | 70 | o0 | 46
B-DManp-(1— | 3C | 0435 | 324 | 588 | 976 | 9.05 | 4.00
(Residuo G)
H| sos | 11| 64 | 64 | 30 | 77 | @
B-DManp-(1— | 3C | 0444 | 335 | 577 | 976 | 9.06 | 4.00
(Residuo H)
| 780 | oo | 67 | 62 | 39 | 78 | @5

Tabela 1 - Caracterizagao da manogalactana de P. eryngii por 13C e TH.
(A) As atribuicdes sdo baseadas nas andlises de H, 13C, COSY, HSQC-
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TOCSY, e HSQC-DEPT. (B) Os valores dos desvios quimicos foram
registrados com referéncia ao TMS como padrdo interno. Fonte:
(BISCAIA et al., 2017).

[009]. Para a avaliacdo da atividade bioldgica, foram utilizadas

células de melanoma murino, da linhagem B16-F10, que foram obtidas
do banco de células ATCC. Estas células foram cultivadas em garrafas
(Corning), com meio RPMI (GIBCO CAT 31600-026), suplementado com
10% de SFB - Soro Fetal Bovino (GIBCO, CAT 10270-106, USA), e entdo
mantidas em incubadora de CO2 a 37° C, em atmosfera Umida, com 5%
COa.

[010]. Experimentos “in vitro” foram realizados, como para o teste
de citotoxicidade como MTT(Thyazolyl Blue Tetrazolium Bromide - SIGMA,
St. Louis, Missouri, EUA, M5655), como descrito emMosmann, 1983. Para
avaliacdo da viabilidade celular foi utilizado o ensaio de Vermelho
neutro (SIGMA, Né6634) como descrito em Borenfreund & Puerner, 1985; e
Azul de Tripan (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA,
CAT 15250) como descrito em Phillips, 1973; e também o 7AAD (BD
Biosciences, Franklin, Lakes, Nova Jersey, EUA CAT 559763), de acordo
com as instfrucdes do fabricante.

[011]. Todos 0s ensaios de citotoxicidade “in vitro” demonstraram
que MG-Pe ndo altera nenhum par@metro de viabilidade em relacdo
ao controle analisado(BISCAIA et al., 2017).

[012]. Quando foi analisado o efeito “in vivo” da acdo
antimelanoma de MG-Pe, as células foram mantidas em culfivo, como
descrito acima (item 009). Apds cultivo, 5.105células vidveis foram
injetadas subcutaneamente no flanco dorsal direito de cada animal —
dia zero. No dia 5, o tratamento com MG-Pefoi iniciado com injecdoes
infraperitoniais didrias, e os grupos avaliados foram:Controle (somente
veiculo), MG-Pe (50mg/kg de animal), DTIC (dacarbazina 80mg/kg de
animal) e MG-Pe + DTIC (50 mg/kg de animal + dacarbazina 80mg/kg
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de animal). Durante os 15 dias de experimento os animais foram
monitorados diariomente, quanto ao volume do tumor.

[013]. Ao final de 15 dias os animais foram anestesiados com
guetamina e xilazina, coletados sangue, 6rgdos e tumor, e entdo
eutanasiados por deslocamento cervical, de acordo com o painel de
eutandsia da American Veterinary Medical Association (Report of the
AVMA Panel on Euthanasia - 2007) e da Resolucdo n® 1000 do Conselho
Federal de Medicina Veterindria (CFMV), de 11 de Maio de 2012.A0 final
do experimento, as carcacas foram encaminhadas para descarte de
lixo bioldgico da Insfituicdo.

[014]. Como mostra a figura 2, o grupo fratado (MG-Pe) mostrou
reducdo no volume tumoral em 60% em relacdo ao grupo ndo tratado
(Veiculo) (**p=0.0039). Também pode-se visualizar no grafico que o
véiculo em relacdo ao quimioterdpico dacarbazina (DTI) mostra efeito
redutor (*p=0.0273), mas € um efeito inferior comparado ao fratado
com MG-Pe. No entanto quando comparados os grupos MG-Pe e DTl
ndo ha diferenca estatistica (p=0,3223), mostrando que uma molécula
sem efeitos colaterais possue o mesmo efeito de um quimioterdpicos
padrdo utilizado pelo Sistema Unico de Sadde - SUS. E
surpreendentemente, quando fratfamos ©0s animais com 0O
quimioterdpico dacarbazina (DTl) em conjunto com a manogalactana
(MG-Pe) os efeitos sGo maiores, mostrando uma reducdo em torno de
80% em relacdo ao grupo veiculo (**p=0.0020).Ao final dos experimentos
“in vivo" a molécula MG-Pe, apresentou novo uso médico por tratar a

doenca do cdancer.

Citacdo das Figuras

[015].Figura 1. Estrutura quimica do polissacarideo da

manogalactana obtida de Pleurotus eringii. Fonte: (BISCAIA et al., 2017).
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[016].Figura 2. Acdo antitumoral da manogalactana parcialmente
metilada de Pleurotus eringii. Experimento realizado em ftriplicata
experimental com n=5, em animais C57BI/6, em modelo de tumor sdlido,
inoculadas células de melanoma murino B16-F10 (Mean and Error, SD,
Test-t paramétrico, com pods teste de Wilcoxon). [Veiculo] x [DTI
(dacarbazina)]> *p=0,0273; [DTl] x [MG-Pe (manogalactana)] = p
=0,3223; [MG-Pe] x [DTI+ MG-Pe] - **p=0,0059%; [DTl] x [DTI+ MG-Pe] >
**p=0,0020.

Referéncias:

[017]. BISCAIA, S. M. P. et al. Safe Therapeutics of Murine
Melanoma Model Using A Novel Antineoplasic, The Partially Methylated
Mannogalactan From Pleurotus eryngii. Carbohydrate Polymers, set.
2017.

[018]. BORENFREUND, E.; PUERNER, J. A. A simple quantitative
procedure using monolayer cultures for cytotoxicity assays (HTD/NR-%0).
Journal of Tissue Culture Methods, v. 92, n. 1, p. 7-9, 1985.

[019].INCA. O que é o cdancer? - INCA. Disponivel em:
<http://www2.inca.gov.br/wps/wcm/connect/cancer/site/oquee>.

[020] . MOSMANN, T. Rapid colorimetric assay for cellular growth
and survival: Application to proliferation and cytotoxicity assays. Journal
of Immunological Methods, v. 65, n. 1-2, p. 55-63, 1983.

[021].PATEL, S.; GOYAL, A. Recent developments in mushrooms as
anti-cancer therapeutics: a review. Biotech, v. 2, n. 1, p. 1-15, 25 mar.
2012.

[022] WHO. WHO - Cancer. Disponivel em:
<http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs297/en/>. Acesso em: 22
ago. 2016.

Peticdo 870190088704, de 09/09/2019, pag. 14/17



1/1

REIVINDICACOES

1. Uso da manogalactana parcialmente metilada, extraida do
cogumelo Pleurotus eringii, caracterizada por ser na preparacdo de um
medicamento para tratar a doenca do cancer.

2. Uso da manogalactana parcialmente metilada, extraida do
cogumelo Pleurotus eringii, de acordo com as reivindicacdo 1,
caracterizado pela sua aplicacdo na preparacdo de um medicamento
para tratar a doenca do cdncer de pele, do tipo melanoma.

3. Uso da manogalactana parcialmente metilada, extraida do
cogumelo Pleurotus eringii, de acordo com a reivindicacdo le 2,
caracterizada pela sua composicdo por manose (32,9%), galactose
(52,1%) e 3-Ometil galactose (15%), apresentando ligacdo do tipo a 1 -
6, € massa molecular de 20,9x103 g/mol no uso médico associado como
agente antitumoral, antimelanoma e/ou adjuvante a quimioterapia.

4, Uso da manogalactana parcialmente metilada, extraida do
cogumelo Pleurotus eringii, de acordo com a reivindicacdo 1, 2 e 3,
caracterizada pela inexisténcia de efeitos colaterais e téxicos no uso
médico associado como agente antitumoral, antimelanoma e/ou
adjuvante a quimioterapia.

S. Uso da manogalactana parcialmente metilada, extraida do
cogumelo Pleurotus eringi na preparacdo de um medicamento para
tratar a doenca do cdncer, conforme reivindicacdo 1, 2, 3 e 4,
caracterizado pela potencializacdo do gquimioterdpico da carbazina

quando administrado em conjunto.
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DESENHOS

Figura 1
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Figura 2
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RESUMO

Manogalactana parcialmente metilada de cogumelo Pleurotus eryngii

possui atividade antitumoral

Cdncer € um grupo de doencas que possuem crescimento
desordenado de células, sendo uma das principais causas de morte no
mundo, com as estatisticas apontando para um crescimento de 70%
nos proximos 20 anos (WHO, 2016). Denfre os principais fratamentos
existentes, todos apresentam efeitos colaterais. Assim, a busca por
novas moléculas, que tenham acdo antitumoral e sem toxicidade é
necessaria (PATEL; GOYAL, 2012). Desta forma, apresentamos a
Manogalactana parcialmente metilada exiraida de Pleurotus eryngii
“King Oyster”, a qual possui atividade bioldgica antitumoral,
anfimelanoma e também atfividade adjuvante a quimioterapia
dacarbazina, quando testada em camundongos, sem apresentar

toxicidade tanto “in vitro” quanto “in vivo” (BISCAIA et al., 2017).
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