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RESUMO 

 

 

Diversas propriedades farmacológicas têm sido atribuídas aos compostos isolados 
de fungos. Recentemente, têm-se referido quanto à capacidade desses compostos, 
principalmente os polissacarídeos derivados de cogumelos, de modular o sistema 
imunológico, além de suas ações antitumoral, antiviral, antibiótica e antiinflamatória. 
Este estudo avalia a capacidade dos polissacarídeos do fungo Scleroderma nitidum 
quanto às suas possíveis propriedades farmacológicas. A composição centesimal do 
tecido deste fungo demonstrou que este é composto principalmente por fibras 
(35,61%), cinzas (33,69%) e carboidratos (25,31%). As análises químicas da fração 
polissacarídica revelaram alto teor de carboidratos (94,71%) e baixo teor de 
proteínas (5,29%). Esses polissacarídeos são constituídos por glicose, galactose, 
manose e fucose nas seguintes proporções molares 0,156; 0,044; 0,025; 0,066, 
respectivamente e a análise de infravermelho demonstrou um possível complexo 
polissacarídeo-proteína. Os polissacarídeos de S. nitidum demonstraram potencial 
antioxidante com atividade relativa ao ácido ascórbico massa-dependente. As 
análises sobre a varredura de radicais superóxido e inibição da peroxidação lipídica 
demonstraram que os polissacarídeos de S. nitidum apresentam um IC50 estimado 
em 12,70 mg/ml e EC50 10,4 µg/ml, respectivamente. A atividade antioxidante foi 
confirmada pela presença de potencial redutor dos polissacarídeos. Este estudo 
também avaliou a capacidade dos polissacarídeos do fungo S. nitidum como agente 
antiinflamatório. O efeito destes polímeros no processo inflamatório foi testado 
usando-se os modelos de edema de pata induzido por carragenana ou histamina e o 
modelo de peritonite induzida por tioglicolato de sódio ou zymosan. Os 
polissacarídeos foram efetivos na redução do edema (73% a 50 mg/kg) e infiltrado 
celular (37% a 10 mg/kg) nos dois modelos de inflamação testados. Óxido nítrico, 
um mediador do processo inflamatório, mostrou uma redução de cerca de 26% nos 
grupos tratados com a dose 10 mg/kg dos polissacarídeos. A análise de citocinas 
pró e antiinflamatórias mostrou que nos grupos tratados com os polissacarídeos de 
S. nitidum houve aumento de citocinas como IL-1ra (2x), IL-10 (3x) e concomitante a 
diminuição de INF-γ (75%), MIP-1β (29%) e IL-2 (22%). Além disso, nos grupos 
tratados com os polissacarídeos também foi verificada uma inibição de cerca de 
64% na expressão do NF-κB. Os resultados obtidos sugerem que a modulação do 
NF-κB é um dos possíveis mecanismos que esclarece os efeitos anti-inflamatórios 
dos polissacarídeos do fungo S. nitidum. 
 

 
Palavras-chave: Scleroderma nitidum; Atividade antiinflamatória; Atividade 
antioxidante; Fator nuclear κB; Citocinas. 
 
 
 
 



ABSTRACT 

 

 

Several pharmacological properties have been attributed to isolated compounds from 
mushroom. Recently, have these compounds, especially the polysaccharides derived 
from mushrooms, modulate the immune system, and its antitumor, antiviral, antibiotic 
and antiinflammatory activities.  This study assesses the possible pharmacological 
properties of the polysaccharides from Scleroderma nitidum mushroom. The 
centesimal composition of the tissue showed that this fungus is composed mainly of 
fibers (35.61%), ash (33.69%) and carbohydrates (25.31%). The chemical analysis of 
the polysaccharide fraction showed high levels of carbohydrates (94.71%) and low 
content of protein (5.29%). These polysaccharides are composed of glucose, 
galactose, mannose and fucose in the following molar ratios 0.156, 0.044, 0.025, 
0.066 and the infrared analysis showed a possible polysaccharide-protein complex. 
The polysaccharides from Scleroderma nitidum showed antioxidant potential with 
concentration-dependent antioxidant activity compared to ascorbic acid. The analysis 
scavenging of superoxide radical and inhibition of lipid peroxidation showed that the 
polysaccharides from S. nitidum have an IC50 of 12.70 mg/ml and EC50 10.4 µg/ml, 
respectively. The antioxidant activity was confirmed by the presence of reducing 
potential of these polysaccharides. The effect of these polymers on the inflammatory 
process was tested using the carrageenan or histamine-induced paw edema model 
and the sodium thioglycolate or zymosan-induced model. The polysaccharides were 
effective in reducing edema (73% at 50 mg/kg) and cell infiltrate (37% at 10 mg/kg) in 
both inflammation models tested. Nitric oxide, a mediator in the inflammatory 
process, showed a reduction of around 26% at 10 mg/kg of body weight. Analysis of 
pro- and anti-inflammatory cytokines showed that in the groups treated with 
polysaccharides from S. nitidum there was an increase in cytokines such as IL-1ra, 
IL-10, and MIP-1β concomitant with the decrease in INF-γ (75%) and IL-2 (22%). We 
observed the influence of polysaccharides on the modulation of the expression of 
nuclear factor κB. Thus, polysaccharides from S. nitidum reduced the expression of 
NF-κB by up to 64%. The results obtained suggest that NF-κB modulation is one of 
the possible mechanisms that explain the anti-inflammatory effect of polysaccharides 
from the fungus S. nitidum.  
 
 
Key-words: Scleroderma nitidum; Anti-inflammatory activity; antioxidant activity; 
Nuclear factor κB; Cytokines. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

1.1  INFLAMAÇÃO 

 

 

  A inflamação é um mecanismo de defesa natural do organismo a qualquer 

agressão eventualmente sofrida (COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2000). Sua 

intensidade mostra-se diretamente proporcional ao tamanho do trauma sofrido. 

Trata-se de um processo importantíssimo para a manutenção da saúde dos 

indivíduos, sendo a maneira pela qual o organismo reage contra agentes 

potencialmente danosos como: bactérias, vírus e outros patógenos (GROBMYER et 

al., 2000) 

 O processo inflamatório consiste de fases ou momentos que são compostos 

por eventos celulares e humorais inter-relacionados que muitas vezes superpõem-se 

durante o processo.  A fase irritativa corresponde à injúria tecidual ocasionando 

modificações funcionais ou morfológicas nos tecidos e posterior liberação de 

mediadores. As fases vascular e exudativa correspondem às alterações vasculares 

como vasodilatação e aumento da permeabilidade vascular com posterior 

exsudação plasmática e celular. Por último, ocorre proliferação conjuntiva e vascular 

reparadora, e, nos casos crônicos, modificações das células do exsudato, eventos 

que correspondem à fase reparativa (PEREIRA; BOGLIOLO, 2000). 

 A resposta inicial do corpo a um trauma ou a uma infecção é chamada de 

resposta inflamatória aguda (JANEWAY et al., 2004). Com a persistência do agente 

lesivo, inicia-se a fase crônica, de longa duração e, na maioria das vezes, associada 

à presença de células (linfócitos, macrófagos, dentre outras), angiogênese, fibrose e 

necrose de tecidos (ROBBINS; KUMAR; ABBAS, 2005). Na infecção, a primeira 

linha de defesa do hospedeiro é realizada por células fagocitárias (macrófagos e 

neutrófilos), cuja função é englobar e destruir os microorganismos e pela via 

alternativa do complemento, agindo de maneira não-específica. Logo após, as 

imunoglobulinas e as células imunocompetentes iniciam uma resposta imune 

específica (DAS, 2000). 

 Um dos principais eventos que ocorre durante a inflamação é a marginação 

de leucócitos, sua migração e adesão. A migração dos leucócitos para os sítios de 
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inflamação é crucial para as suas funções celulares tanto na imunidade inata quanto 

na adaptativa (VAN MIERT, 2002). 

 O extravasamento dos leucócitos para o tecido extravascular está relacionado 

a interações específicas entre os leucócitos e as células endoteliais. Os eventos que 

estão envolvidos neste processo de recrutamento de leucócitos podem ser 

visualizados na FIGURA 1. O recrutamento de leucócitos envolve a ativação; 

marginação dos leucócitos circulantes no compartimento vascular; rolamento; 

adesão; com posterior movimento através da barreira das células endoteliais, 

diapedese (NOURSHARGH; MARELLI-BERG, 2005); seguido da migração 

quimiotática dos mesmos (WAGNER; ROTH, 2000; WALZOG; GAEHTGENS, 2000).  

  Para que os leucócitos atravessem o endotélio e alcancem os locais de 

inflamação, eles se utilizam de moléculas de adesão para se ligarem à superfície 

endotelial vascular e migrarem para os tecidos adjacentes (MACKAI; ROSEN, 2000). 

Estes fenômenos decorrem da ação de mediadores inflamatórios que induzem as 

células do endotélio vascular a expressarem moléculas de adesão que vão interagir 

com receptores superficiais de leucócitos, os quais também passam a expressar 

moléculas adesivas em sua superfície, que também vão se ligar aos receptores de 

células endoteliais (MACKAI; ROSEN, 2000; NOURSHARGH; MARELLI-BERG, 

2005). 
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FIGURA 1: Sequência de eventos envolvidos no recrutamento de leucócitos.  Fonte: 
Adaptado de HBCPROTOCOLS, 2009.  
 

 

 

 

  As moléculas de adesão compõem um grupo heterogêneo de 

receptores de superfície que medeiam o contato entre duas células ou entre a célula 

e a matriz extracelular. Além disso, também atuam como moléculas sinalizadoras, 

participando da regulação da inflamação e da resposta imunitária (VON ANDRIAN; 

MACKAI, 2000).  Essas moléculas estão presentes nos leucócitos, células epiteliais 

e endoteliais e são divididas em quatro grupos de acordo com características 

moleculares comuns: integrinas, imunoglobulinas, caderinas e selectinas (FIGURA 

2) (SZEKANECZ; KOCH, 2004). O rolamento de leucócitos é facilitado pelas 

integrinas juntamente com as imunoglobulinas, que durante processo inflamatório 

estão aumentadas. As integrinas são uma família de glicoproteínas transmembrana 

cujo domínio citoplasmático se liga ao citoesqueleto. Essas moléculas são 
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expressas em leucócitos, células endoteliais e plaquetas, e sua principal função é a 

regulação da migração de leucócitos para vários tecidos (VON ANDRIAN; MACKAY, 

2000). As integrinas são heterodímeros que formam uma classe especial de 

receptores constituídos por subunidades α e β, ambas cooperando para a formação 

dos domínios usados para acoplamento (HYNES, 1987, 1992). Diferentes interações 

entre essas subunidades possuem especificidade para componentes da matriz 

extracelular e ligantes da superfície celular (BURRIDGE et al., 1988; ARNAOUT, 

1990; SPRINGER, 1990). 

 

 

 

               

 

 FIGURA 2: Receptores de adesão celular. Fonte: HYNES, 1994. 
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 Na superfamília das imunoglobulinas estão incluídas as moléculas de adesão 

intercelulares (ICAMs) e as moléculas de adesão vascular (VCAMs). Dentro deste 

grupo podem ser destacadas a ICAM-1 (CD54), ICAM-2 e VCAM-1, como também 

as moléculas ICAM-3, ICAM-4 e ICAM-5. Essas moléculas são homodímeros 

glicoproteícos que possuem vários domínios extracelulares que mostram 

semelhanças estruturais com os domínios das imunoglobulinas (VON ANDRIAN; 

MACKAY, 2000). 

 As caderinas são proteínas membranares, dependentes de cálcio e 

pertencentes à família de proteínas de adesão homofílicas, atuando como ligante e 

receptor, sendo expressas por vários tipos de tecidos (KNUDSEN; WHEELOCK, 

2005; MATOS et al., 2006). 

 As selectinas são glicoproteínas transmembranares, monoméricas e que se 

ligam a açúcares de superfície específicas conhecidas como lectinas. A interação 

das selectinas aos seus ligantes resulta na diminuição da velocidade de migração 

dos leucócitos, no qual as integrinas promovem a ligação dos neutrófilos ao 

endotélio. Denominadas de acordo com os tecidos onde elas foram identificadas, as 

selectinas são classificadas em L-selectina, E-selectina e P-selectina (LEY, 2003; 

KHAN; LANDIS; MALHOTRA, 2003).  

 Um mecanismo essencial na resposta inflamatória é o recrutamento de 

macrófagos para atuar contra microorganismos invasores ou suas toxinas 

(HAVSTEEN, 2002). Macrófagos são células diversamente distribuídas pelo 

organismo e são responsáveis por numerosos processos imunológicos, 

homeostáticos e inflamatórios, constituindo uma defesa imediata contra elementos 

estranhos ao corpo (ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2000).  

 Foram identificados dois meios distintos pelos quais os macrófagos podem 

ser ativados: a ativação clássica e a ativação alternativa. A ativação clássica de 

macrófagos desencadeia a produção de óxido nítrico e citocinas pró-inflamatórias, 

além de estimular a fagocitose e a capacidade de eliminar o patógeno. Enquanto a 

ativação alternativa leva a secreção de citocinas anti-inflamatórias e redução da 

fagocitose e capacidade de eliminar o patógeno (GORDON, 2003). 

 Dentre as principais funções destas células relacionadas ao processo 

inflamatório podem ser citados o processamento e apresentação de antígenos, a co-

ativação de linfócitos T e B, a capacidade de fagocitose, a angiogênese, o processo 



1. 25 

 

de hematopoiese e reparo tecidual, além da atividade citotóxica contra células 

tumorais e microorganismos (WING; REMINGTON, 1980; CAVAILLON, 1994; 

POPOV et al., 1999; VADIVELOO et al., 2000; COOK et al., 2001). Além disso, os 

macrófagos (FIGURA 3) secretam moléculas sinalizadoras, citocinas e quimiocinas, 

as quais amplificam a resposta inflamatória e influenciam sua evolução (ABBAS; 

LICHTMAN; POBER, 2000).  

 

 

 

 

 

 

FIGURA 3: Esquema simplificado do ínício da cascata imunológica. Os macrófagos, 
estimulados produzem citocinas como TNF e IL-1. Estes dois mediadores são 
reponsáveis por uma série de eventos que incluem adesão, ativação da coagulação 
e do sistema complemento bem como a produção de outros mediadores pro-
inflamatórios concomitante a liberação de fatores anti-inflamatórios. Fonte: Adaptado 
de POVOA, 2009. 
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1.2  FATOR NUCLEAR ΚB 

 

 

 O Fator Nuclear κB (NF-κB) é um fator transcricional que se apresenta 

basicamente como um heterodímero consistindo de duas proteínas, a subunidade 

p65 (também chamada de relA) e a subunidade p50. Além dessas, outras 

subunidades como c-rel, relB, e p52, também são encontradas na forma ativa do 

NF-κB e é provável que diferentes combinações sejam capazes de ativar diferentes 

genes (BAEUERLE; BALTIMORE, 1996;  SIEBENLIST, 1997; GHOSH; MAY; KOPP, 

1998; JANSSEN-HEININGER;  POYNTER;   BAEUERLE, 2000; HAYDEN; GHOSH, 

2004). 

 A ativação da via alternativa do NF-kB é induzida pelo fator ativador de 

células B (BAFF), linfotocina B (LTb), ligante de CD40, vírus de células T leucemicas 

humanas (HTLV) e Epstein-Barr (EBV) (XIAO et al., 2001; CLAUDIO et al., 2002; 

DEJARDIN et al., 2002; COOPE et al., 2002; ELIOPOULOS et al., 2003). Enquanto 

a via clássica de ativação do NF-kB é induzida por uma variedade de mediadores da 

imunidade inata e adaptativa como citocinas pró-inflamatórias (TNF-α, IL-1β), 

receptores Toll-like (TLRs) e ligação a receptores de antígenos (TCR, BCR) (WEIL; 

ISRAEL, 2004; BONIZZI; KARIN, 2004). 

 Na ausência de um estímulo, o fator NF-kB encontra-se no citoplasma ligado 

a uma proteína inibitória: o IkB. O complexo NF-kB / IkB impede a translocação 

desnecessária do NF-kB para o núcleo. Assim, a fosforilação e a degradação do IkB 

são necessárias para que ocorra a translocação (CHEN; GREENE, 2004). 

 Na ocorrência de um estímulo extracelular apropriado, a proteína IκB  quinase 

(IKK) fosforila as proteínas IκB, esta por sua vez é ubiquitinada e sua ubiquitinação 

sinaliza para uma subseqüente degradação proteosomal, e assim, o NF-κB é 

translocado para o núcleo, onde se liga a regiões promotoras de genes específicos 

(FIGURA 4)  (CHEN; HAGLER; PALOMBELLA, 1995; ZANDI; CHEN; KARIN, 1998; 

CHEN; GREENE, 2004). Além disso, alguns mediadores formados pela ativação do 

NF-κB podem promover nova ativação no NF-κB, dando continuidade e amplificando 

o processo inflamatório (BEN-NERIAH; SCHMIDT-SUPPRIAN, 2007; NENCI et al., 

2007). 

 A ativação do  NF-kB está relacionada à ativação de genes para muitas 

citocinas, quimiocinas e moléculas de adesão, que são importantes para o progresso 
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da inflamação (BARNES; KARIN, 1997; BEN-NERIAH; SCHMIDT-SUPPRIAN, 

2007).  Foi visto que a sua ativação está ligada ao aumento de moléculas de adesão 

como E-selectina, VCAM-1 e ICAM-1, enquanto sua inibição reduz a adesão de 

leucócitos (CHEN; HAGLER; PALOMBELLA, 1995). O NF-kB é um dos reguladores 

mais importantes da expressão de genes pró-inflamatórios. Síntese de citocinas 

como TNF-α, IL-1β, IL-6 e  IL-8 bem como a expressão da  COX-2 é mediada por 

este fator transcricional (AUPPERLE et al., 1999). Além disso, pela ativação do NF-

kB, algumas citocinas inflamatórias podem estimular a iNOS aumentando a 

produção de NO (MOLAVI;  MEHTA, 2004). 
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FIGURA 4: Mecanismo geral de ativação do Fator nuclear κB. Legenda: Iκb: proteína 

inibitória- κB. Fonte: Adaptado de BEINKE; LEY, 2004. 
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1.3  MEDIADORES INFLAMATÓRIOS 

 

 

 As citocinas são peptídios envolvidos na comunicação entre as células 

produzidas por células do sistema imunológico como os macrófagos, linfócitos, 

outras células epiteliais e do tecido conjuntivo (SAMA et al., 2004).  

 As citocinas podem ser classificadas em relação às suas ações ou 

propriedades em pró-inflamatórias ou anti-inflamatórias. Dentre as citocinas pró-

infamatórias podem ser destacadas a interleucina-6 (IL-6),  fator de necrose tumoral-

α (TNF-α) e a interleucina-8 (IL-8). E dentre as anti-inflamatórias podem ser 

destacadas a IL-10, IL-4 e IL-13.  

 A IL-10 é produzida pelas células T helpers, linfócitos T, linfócitos B, 

monócitos e macrófagos. Uma das suas principais funções é a regulação do sistema 

imune, podendo inibir a expressão e/ou a produção de citocinas. Parece inibir de 

uma maneira continuada a produção das citocinas pró-infamatórias por meio de 

feedback negativo. Exerce seu efeito no sistema vascular por inibir as interações 

celulares endoteliais (CAMs) e leucocitárias (CHOI et al., 2007).  

 O antagonista do receptor da IL-1 (IL-1ra) inibe a ação inflamatória induzida 

pela IL-1 ao bloquear a ligação de IL-1 ao receptor tipo I da IL-1 (IL-1RI) (LOISA et 

al., 2003). 

 As quimiocinas são citocinas de baixo peso molecular (8-14  KDa) 

especialmente importantes na resposta inflamatória. Elas exercem um papel chave 

fazendo com que as células brancas unam-se a superfície interna da parede do 

vaso, migrando da superfície interna do vaso para o tecido havendo uma 

quimioatração para o local da infecção ou sítio infectado (SAMA et al., 2004).  

 Essas proteínas podem ser classificadas em constitutivas ou induzidas 

dependendo da forma como são expressas. As quimiocinas constitutivas são 

expressas normalmente em vários tecidos e recrutam leucócitos, principalmente 

linfócitos, para esses tecidos na ausência do processo inflamatório. Enquanto as 

quimiocinas induzidas (ou inflamatórias) são tipicamente induzidas de novo em 

resposta a estímulos inflamatórios e recrutam leucócitos para locais de inflamação 

(MOSER; LOETSCHER, 2001). 

 A proteína inflamatória de macrófagos1 beta (MIP-1β) é uma quimiocina que 

induz quimiotaxia e adesão de células T (TAUB; OPPENHEIM, 1994). 
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 A histamina é um mediador pré-formado e está entre os primeiros a serem 

liberados durante a inflamação (KUMAR et al., 2005). É responsável pela 

vasoconstrição inicial e, juntamente com outros mediadores, pela vasodilatação 

subsequente  com o consequente aumento da permeabilidade vascular (NATHAN, 

2002; GUZIK; KORBUT; ADAMEK-GUZIK, 2003;  SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 

2004; ALLER et al., 2006). A principal fonte de histamina do organismo são os 

mastócitos teciduais (DRAY, 1995; COUSSENS; WERB, 2002; GUZIK; KORBUT; 

ADAMEK-GUZIK, 2003; NATHAN, 2002; KUMAR et al., 2005) e este mediador pode 

levar à ativação de outras células como as células endoteliais, levando  à  expressão  

de  moléculas  de  adesão  (WALZOG; GAEHTGENS, 2000). 

 Os macrófagos ativados também secretam muitos outros mediadores 

inflamatórios, tais como leucotrienos e o fator ativador plaquetário (PAF), que são 

ativos em células distantes e amplificam a reação inflamatória (PEREIRA et al., 

1998).  Os leucotrienos são formados a partir da via da lipooxigenase e promovem 

quimiotaxia, aumento da permeabilidade vascular, agregação e pavimentação de 

leucócitos nas células endoteliais e vasoconstrição (FUNK, 2001). Já o fator de 

agregação plaquetária (PAF) é formado de precursor lipídico presente nas 

membranas, e possui a propriedade de ativar uma variedade de células, incluindo as 

plaquetas que, para serem ativadas precisam de indução de agregação e liberação 

de constituintes dos grânulos plaquetários. Também pode atuar na desgranulação 

de neutrófilos e eosinófilos; é o mais potente quimiotático para eosinófilos 

(PINCKARD, 1994). 

 

 

1.4  ESPÉCIES REATIVAS DE OXIGÊNIO E NITROGÊNIO 

 

 

 O termo radical livre pode ser atribuído a qualquer átomo ou molécula que 

possua um número ímpar de elétrons em sua última camada, característica que 

confere alta reatividade a estas moléculas. Dentre esses compostos podem ser 

citados o radical hidroxila, o ânion superóxido e o óxido nítrico (NORDBERG; 

ARNÉR, 2001; DROGE, 2002;).  

 Outros compostos como o peróxido de hidrogênio e o peroxinitrito, por 

exemplo, possuem uma alta reatividade comparável aos radicais livres, mas, por não 
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possuírem elétrons não-pareados em sua última camada, são classificados como 

Espécies reativas de oxigênio (ERO) e Espécies reativas de nitrogênio (ERN), 

respectivamente (DROGE, 2002). 

 Em condições fisiológicas, a maior parte do oxigênio molecular captado nas 

mitocôndrias e processado na cadeia respiratória, é reduzido a água ao fim do 

processo. No entanto, de 2% a 5% podem sofrer “escape” e formar metabólitos 

reativos (DI MEO; VENDITTI, 2001; BANERJEE; DASGUPTA; DE, 2005). Durante o 

metabolismo celular aeróbio, o O2 sofre redução tetravalente resultando na formação 

de H2O. No decorrer deste processo, são formados intermediários reativos como os 

radicais superóxido (O2
-), hidroxila (OH.) e o peróxido de hidrogênio (H2O2) (COHEN, 

1989).   

 Em condições fisiológicas as espécies reativas são produzidas em níveis 

controlados pelos mecanismos de defesa celulares. O estresse oxidativo ocorre 

quando há falha no equilíbrio entre a produção de oxidantes e a concentração de 

defesas antioxidantes, o que acarreta danos celulares (SALVADOR; HENRIQUES, 

2004). 

 Os macrófagos podem ser ativados por uma variedade de estímulos que 

podem induzir a fagocitose, liberação de citocinas e ainda, o aumento do consumo 

de oxigênio em até 50 vezes, culminando na formação de metabólitos reativos de 

oxigênio em um processo designado explosão respiratória (ROTROSEN, 1992; 

JANEWAY et al., 2004).  Concomitantemente ao aumento do consumo do oxigênio 

há um aumento na oxidação da glicose com produção de NADPH. A NADPH 

(Nicotinamina adenina dinucleotídeo fosfato) oxidase doa um elétron promovendo a 

redução do O2 a O2¯. E esse ânion superóxido é transformado em H2O2 quer seja 

por dismutação espontânea ou através da enzima superóxido dismutase (SOD) 

(FIGURA 5) (KLEBANOFF, 1992; ROTROSEN, 1992). 
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FIGURA 5: Formação do peróxido de hidrogênio a partir do oxigênio. Em 1 ocorre a 
formação do radical superóxido a partir do oxigênio catalisada pela NADPH oxidase. 
Em 2 ocorre a formação do peróxido de hidrogênio por meio da redução do 
superóxido em uma reação catalisada pela superóxido dismutase. 
 

 

 

 

 O radical superóxido ocorre em quase todas as células aeróbicas e é 

produzido durante a ativação máxima de neutrófilos, monócitos, macrófagos e 

eosinófilos. Esse é o produto da redução monovalente do oxigênio molecular (O2), o 

qual é produzido naturalmente durante o metabolismo aeróbico (HALLIWELL; 

GUTTERIDGE, 2000; HENRIQUES et al., 2001). 

 O peróxido de hidrogênio (H2O2) é um metabólito do oxigênio extremamente 

deletério, pois participa da reação que produz o radical hidroxila. Esse não reage 

imediatamente, podendo migrar pela célula e atingir alvos distantes da sua formação 

(IZAWA; INOUE; KIMURA, 1995). Alguns microorganismos como bactérias e 

micoplasmas podem produzir peróxido de hidrogênio, o qual pode lesar células do 

organismo hospedeiro, pois o H2O2 pode atravessar membranas biológicas (OGA, 

2003). 

 O radical hidroxila é considerado a espécie mais reativa em sistemas 

biológicos. Este radical tem uma meia-vida extremamente curta, podendo reagir 

rápida e inespecificamente com os alvos celulares mais próximos. Assim, se o 

radical hidroxila for produzido próximo ao DNA poderão ocorrer modificações que 

culminem na inativação ou mutação do DNA. Além disso, também pode iniciar a 

oxidação dos ácidos graxos polinsaturados das membranas celulares, processo 

conhecido como peroxidação lipídica (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2000). 

1 

2 
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1.4.1 Peroxidação lipídica 

 

 

 A excessiva produção de espécies reativas pode culminar em citotoxicidade, 

lesão de membrana, peroxidação de lipídios, mutagênese e carcinogênese (DATTA 

et al., 2000). 

 Todos os componentes celulares são suscetíveis à ação das espécies 

reativas do metabolismo do oxigênio. Entretanto, um local particularmente 

susceptível a reações de lipoperoxidação são as membranas celulares. Peróxidos 

lipídicos são conhecidos como responsáveis pela perda irreversível da fluidez e 

elasticidade da membrana, o que pode ocasionar a ruptura da célula (WICKENS, 

2001). 

 A peroxidação lipídica é uma reação em cadeia que compreende as etapas 

de iniciação, propagação e terminação. A reação inicia-se com o seqüestro de um 

átomo de hidrogênio realizado pelo OH• ou pelo LO• (radical alcoxila) do ácido graxo 

polinsaturado (LH) da membrana celular. Esse seqüestro resulta na formação do L• 

(radical lipídico). Na primeira etapa de propagação, o L• reage rapidamente com o 

O2 formando o radical peroxila (LOO•), o qual abstrai novo hidrogênio do ácido 

graxo polinsaturado, formando novamente o L• na segunda etapa de propagação. O 

término da lipoperoxidação ocorre quando os radicais (L• e LOO•) produzidos 

anteriormente propagam-se até destruírem a si próprios. O esgotamento dos 

substratos interrompe o processo de propagação com conseqüente formação de 

produtos estáveis e não-reativos como: hidroperóxidos lipídicos, aldeídos, cetonas, 

ésteres e outros hidrocarbonetos (FIGURA 6) (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2000).  
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FIGURA 6: Etapas de iniciação, propagação e terminação da lipoperoxidação. 
Fonte: FERREIRA; MATSUBARA, 1997. 
 

 

 

 

1.5  ÓXIDO NÍTRICO 

 

 

 O óxido nítrico (NO) é um gás radical livre solúvel, altamente lábil e permeável 

a membranas e produzido por diferentes tipos celulares, tais como células 

endoteliais vasculares, neurônios, células epiteliais do trato respiratório, fibroblastos, 

hepatócitos e macrófagos (BECKMAN; KOPPENOL, 1996; SONG et al., 2002; 

PARSLOW, 2004).  

 A reação de síntese de óxido nítrico (FIGURA 7) é catalisada pela enzima 

óxido nítrico sintase (NOS) e envolve duas etapas. A primeira etapa consiste na 

hidroxilação de um dos nitrogênios guanidinos da L-arginina que forma NG-hidroxi-L-

arginina (NHA) como um produto intermediário ligado à enzima. Na segunda, ocorre 

a conversão da NHA em NO e citrulina. O mesmo doador de elétrons, a forma 

reduzida do fosfato de nicotinamida adenina dinucleotídio (NADPH), é requerido em 

ambas às etapas. Os átomos de oxigênio que são incorporados ao NO e à L-citrulina 

derivam-se de moléculas distintas de oxigênio (MARLETTA et al., 1988; MARLETTA, 

1994; FELDMAN; GRIFFITH; STUEHR, 1993). 
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FIGURA 7: Reação catalisada pela NO-sintase. Fonte: DUSSE; VIEIRA; 
CARVALHO, 2003. 
 

 

 

 

 

 A enzima NOS foi caracterizada em diferentes isoformas, as quais 

representam produtos de genes distintos. As isoformas da NOS são agrupadas em 

três categorias: a NOS constitutiva (c-NOS), dependente de íons cálcio (Ca++) e de 

calmodulina, que está envolvida na sinalização celular e a NOS induzível (i-NOS), 

produzida por macrófagos e outras células ativadas por citocinas.  Dentre as cNOS 

podem ser citadas a NOS endotelial (eNOS) e a NOS neuronal (n-NOS). A eNOS 

está presente em células endoteliais vasculares e plaquetas, enquanto as nNOS 

está presente nos neurônios. A iNOS requer algumas horas para ser expressa, mas, 

uma vez sintetizada, libera quantidades maiores de NO que a c-NOS e a produção 

deste continua indefinidamente até que a L-arginina ou os co-fatores necessários 

para sua síntese sejam depletados ou ocorra  morte celular (FLORA FILHO; 

ZILBERSTEIN, 2000, BARRACHINA; PANES; ESPLUGUES, 2001; LOSCALZO, 

2001).  

 Nas reações inflamatórias, o NO derivado de células estimuladas pela ação 

de citocinas está envolvido com mudanças na permeabilidade vasculares do tecido 

inflamado (CHANG; CHAN; CHAN, 2003).  Esse gás atravessa o espaço endotelial 

em direção a musculatura vascular lisa e estimula a enzima guanilato ciclase solúvel 

e a conseqüente formação de cGMP (monofosfato cíclico de guanosina) intracelular, 
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o que resulta no relaxamento das células do músculo liso vascular (FIGURA 8) 

(CONGER, 1994; LYONS, 1995). 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 8: Mecanismo de vasodilatação mediado pelo óxido nítrico. Fonte: 
CERQUEIRA; YOSHIDA, 2002. 
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 A quantidade de NO produzida pode determinar se ele é protetório ou tóxico. 

Pequenas quantidades são necessárias para a homeostasia. Entretanto, o aumento 

dos níveis de óxido nítrico, como aqueles encontrados na ativação da iNOS são 

citotóxicos. No entando, a produção elevada de NO pode ser importante na defesa 

contra tumores (GEWALTIG; KOJDA, 2002). 

 O NO é amplamente usado no tratamento da hipertensão pulmonar, na 

doença respiratória do adulto, transplante cardíaco e pulmonar, hérnia diafragmática 

congênita, hipertensão pulmonar persistente do recém-nato, edema pulmonar das 

grandes altitudes e em doenças pulmonares crônicas (ARANDA; PEARL, 1998). 

 Além destas, outras ações descritas para o NO incluem a proteção contra 

danos sistêmicos induzidos por citocinas, assim como, a inibição da adesão e 

migração de leucócitos através do endotélio vascular da camada celular endotelial 

(KUBES; KUROSE; GRANGER, 1994). 

 

 

1.6  FUNGOS 

 

  

 Os fungos, durante muito tempo, foram considerados vegetais e, somente a 

partir de 1969, passaram a ser classificados em um reino à parte, o Reino Fungi 

(WHITTAKER, 1969). Estes são organismos que possuem características comuns 

tanto aos animais quanto aos vegetais, apresentando, desta forma, morfologia 

bastante diversificada. Crescem rapidamente e forma filamentos celulares 

microscópicos denominados hifas, cujo conjunto constitui uma espécie de tecido 

próprio, o micélio, responsável por todas as funções vegetativas do organismo. Os 

fungos são heterótrofos, não fabricando matéria orgânica a partir de carbono 

inorgânico, eucariontes, maioria multicelulares e essencialmente terrestres. Todos 

apresentam parede celular em alguma fase do ciclo de vida, sendo esta constituída 

de quitina, conferindo rigidez e resistência à degradação microbiana e o glicogênio é 

o carboidrato de reserva (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001).   Esses organismos 

são divididos em quatro filos de acordo com seus mecanismos reprodutivos, por 

exemplo: Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota e Basidiomycota 

(ALEXOPOULOS; MIMS; BLACKWELL, 1996). 
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 Os fungos representantes do filo Basidiomycota, comumente conhecidos 

como basidiomicetos, constituem um grupo diverso, sendo os cogumelos e orelhas-

de-pau, os mais conhecidos (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001).   

 Os cogumelos são utilizados desde a antiguidade pelo homem como alimento 

de alto valor nutritivo e terapêutico. Na natureza, existem diversas espécies de 

diferentes cogumelos, sendo alguns venenosos, alucinógenos e outros que possuem 

propriedades medicinais e até afrodisíacas (ALEXOPOULOS; MIMS; BLACKWELL, 

1996). 

 Os maiores produtores mundiais de cogumelos são os Estados Unidos, 

França, Alemanha, Holanda, China e Japão e como principais consumidores podem 

ser destacados a Alemanha, Holanda, Japão e China (MODA et al., 2005). Em 

contraste, o consumo de cogumelos no Brasil ainda é muito pequeno quando 

comparado aos povos europeu e asiático e está  restrito a certos grupos étnicos ou 

de maior status cultural e econômico  (DIAS; ABE; SCHAWN, 2004). 

 Estima-se que existam mais de 1,5 milhão de espécies de fungos no mundo 

embora apenas 5% tenham sido descritas (HAWKSWORTH, 2001). Apesar do 

pouco relato que se tem sobre esses organismos, reconhece-se que muitos deles já 

se tornaram imprescindíveis para a saúde humana (HERRERA, 2001)  

  Pelo menos 5.000 espécies de fungos estão envolvidas nas associações 

ectomicorrízicas, geralmente com alto grau de especificidade (RAVEN; EVERT; 

EICHHORN, 2001). As ectomicorrizas são, em sua maioria, formadas por 

basidiomicetos, incluindo muitos gêneros de cogumelos (SMITH; READ, 1997). 

 Dentre esses basidiomicetos, podem-se destacar várias espécies do gênero 

Scleroderma. O Gênero Scleroderma Pers.: Fr. (Gasteromycetes, Sclerodermatales), 

inclui 25 espécies ectomicorrízicas normalmente conhecido como “bolas de terra”, 

distribuídas em todo o mundo (KIRK et al., 2001). 

 Apesar deste gênero incluir fungos venenosos, as espécies têm sido 

investigadas por suas propriedades anti-inflamatórias e hemostáticas (GUZMÁN 

1970, LIU, 1984).  

 Algumas espécies do gênero Scleroderma já foram descritas por estarem 

presentes no Brasil, entretanto, Scleroderma nitidum só foi encontrada no estado do 

Rio Grande do Norte, até agora (GURGEL; SILVA; BASEIA, 2008). A figura 9 ilustra 

o basidioma desta espécie. 
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 Scleroderma nitidum possui basidiomas marrom amarelados (KW 5D5), 

subglobosos, 1.5-3 cm diâm. Perídio 4-5 mm espessura quando fresco, superfície 

verrucosa, marrom escura (KW 6F6), uniformemente espalhada sobre a superfície 

que apresenta deiscência irregular; hifas hialinas, 10-18 x 6-12 µm. Gleba 

pulverulenta, cinza oliva (KW 3F3). Basidiosporos marrom escuros, globosos, 

equinulados, 11-12 µm diâm. 

 

 

 

 

 

FIGURA 9: Figura ilustrativa do basidioma de S. nitidum. Fonte: (GURGEL; SILVA; 

BASEIA, 2008). 

 

 

 

 

 

1.7 POLISSACARÍDEOS FÚNGICOS E SEU POTENCIAL BIOATIVO 

 

 

 Polissacarídeos são moléculas naturais constituídos por monossacarídeos 

conectados entre si por ligações glicosídicas.  Esses polímeros diferenciam-se, 

basicamente, pelos monômeros constituintes, tipo de ligação, comprimento da 

cadeia e número de ramificações e grupos substituintes como fosfatos, carboxila e 

sulfato, por exemplo (FREIMUND et al., 2003).  
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 Uma porcentagem significativa da biomassa fúngica é devido à presença de 

polissacarídeos como, por exemplo, a parede da hifa, que contém mais de 75% 

deste tipo de biomolécula (BARBOSA et al., 2004).  

 Polissacarídeos isolados da parede celular de fungos têm sido comumente 

caracterizados como homopolímeros, heteropolímeros ou, ainda, podem estar 

associados a resíduos de proteínas formando complexos polissacarídeo-proteína 

(ZHANG et al., 2002; KIM et al., 2003). E dentre os polissacarídeos mais 

freqüentemente encontrados nestes organismos podem ser citados a quitina, 

glucanas e galactomananas, embora sua quantidade varie entre as diferentes 

espécies (ADAMS, 2004).  

 Dentre os diversos polissacarídeos isolados de basidiomicetos, estão 

glucanas, heterogalactanas, heteromananas, entre outras (SCHEPETKIN; QUINN, 

2006). Acerca destes polissacarideos, as glucanas são os mais abundantes nas 

paredes celulares dos fungos (RUIZ-HERRERA, 1991). 

 As glucanas são polímeros de glucose amplamente distribuídos na natureza e 

classificadas conforme o tipo de ligação glicosídica [α, β] da cadeia principal 

(FIGURA 10). Nos fungos, estas moléculas participam como componentes menores 

do citosol, da parede celular e como polissacarídeos excretados ao meio  

(WILLIAMS, 1997).  
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FIGURA 10: Fórmulas estruturais de algumas glucanas. I. α-(1.4)(1.6)- glucana; II.  
β-(1.3)(1.6)-glucana, substituída por unidades glucosídicas com freqüência variada; 
III. β - (1 .3)(1 .6)-glucana, substituída por unidades glucosídicas e/ou 
gentiobiosídicas a cada cinco unidades da cadeia principal. Fonte: SILVA et al., 
2006. 
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  As funções desses polissacarídeos na parede celular, sejam estruturais ou 

fisiológicas, são determinadas pelas suas propriedades físicas e estão diretamente 

relacionadas às diferenças de composição, à estrutura (primária, secundária e 

terciária) das cadeias poliméricas individuais e à maneira pela qual se arranjam para 

formar a parede celular (BUSH; HORISBERGER, 1972; SUGAWARA et al., 2004). 

 Muitas funções biológicas têm sido atribuídas às glucanas e muito se têm 

investigado com relação ao seu potencial farmacológico. Muitas atividades já foram 

relatadas na literatura por possuírem propriedades terapêuticas como, por exemplo, 

efeitos antitumoral (HUANG; ZHANG; CHEUNG, 2006), imunomodulatórios e 

antioxidantes (YUAN et al., 2009), anti-inflamatórios (SMIRDELE et al., 2008) e 

antimutagênico (OLIVEIRA et al., 2006). 

 Esses polissacarídeos têm efeitos intensos sobre uma grande variedade de 

leucócitos, incluindo macrófagos, neutrófilos, eosinófilos e células NK, assim como 

as células não-imunes: como as células endoteliais, células do epitélio alveolar e 

fibroblastos. Estas possuem receptores capazes de reconhecer as -glucanas, 

resultando na ativação dessas células (BATTLE et al., 1998). 

 Recentemente, foram identificados três receptores celulares de β-glucanas: 

CR3, dectin-1 e lactosilceramida (ZIMMERMAN et al., 1998; ROSS et al., 1999; 

BROWN; GORDON, 2003). Os CR3 são receptores celulares responsáveis por 

diversas atividades in vitro e in vivo, atuando, principalmente, na migração 

transendotelial de neutrófilos ativados (TSIKITIS et al., 2004). Os receptores do tipo 

dectina-1são responsáveis por uma série de respostas celulares incluindo a 

fagocitose, endocitose, explosão respiratória, além da produção de citocinas pró-

inflamatórias e quimiocinas (BROWN  et al., 2003; GANTNER  et al., 2003; HERRE 

et al., 2004). Alguns estudos demonstraram que esses receptores celulares e 

também o lactosilceramida de linfócitos reconhecem β-glucanas, principalmente com 

estrutura do tipo β-(1→3) e β-(1→6) (ZIMMERMAN et al., 1998; BROWN; GORDON, 

2003). 

 Cerca de 700 espécies de fungos já foram descritas por possuírem 

significativas propriedades farmacológicas (LULL, WICHERS, SAVELKOUL, 2005). 

 Dentre os inúmeros compostos testados, os polissacarídeos fúngicos vêm 

sendo alvo de vários estudos. Além disso, pesquisas na literatura científica mostram 

que nenhum estudo foi realizado com polissacarídeos da espécie Scleroderma 

nitidum a fim de verificar suas possíveis aplicações farmacológicas.   
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 Neste estudo, buscamos verificar algumas possíveis propriedades 

farmacológicas como a atividade antibacteriana, anticoagulante, anti-inflamatória e 

antioxidante. Análises iniciais com relação aos parâmetros nutricionais dos 

polissacarídeos de S. nitidum também foram realizadas. 

 Tem sido relatado na literatura o potencial anti-inflamatório de polissacarídeos 

extraídos de fungos (PADILHA, 2009; CARBONERO  et al., 2008, SMIRDELE et al., 

2008). Outros estudos, ainda, buscam explicar o possível mecanismo pelo qual 

esses compostos agem (LIN et al., 2005; HAN et al., 2007).  

 Polissacarídeos derivados de fungos também já foram descritos por 

possuírem propriedades antioxidantes (QUEIROZ et al., 2010; YUAN et al., 2009; 

DORE et al., 2007).  E a relação entre espécies reativas e inflamação já foi 

estabelecida (FORMAN; TORRES, 2001). 

 Assim, as constatações de que polissacarídeos fúngicos são compostos com 

alto potencial farmacológico e de que muitos estudos vêm sendo realizados com o 

objetivo de descobrir compostos naturais com potencial terapêutico motivaram este 

estudo. 
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

 

 Verificar algumas possíveis propriedades farmacológicas como a atividade 

antibacteriana, anticoagulante, anti-inflamatória e antioxidante dos polissacarídeos 

de S. nitidum bem como realizar análises iniciais com relação aos parâmetros 

nutricionais desses fungos. Alguns aspectos químicos também serão determinados 

neste estudo. 

 

 

2.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

• Analisar a composição centesimal dos corpos de frutificação do fungo S. 

nitidum com o objetivo de se estabelecer alguns parâmetros nutricionais;  

 

• Caracterizar quimicamente os polissacarídeos dos corpos de frutificação do 

fungo S. nitidum através de dosagens de açúcares totais, proteínas, sulfato e fenóis 

totais; espectroscopia de infravermelho e análise da composição monossacarídica; 

 

• Verificar o possível efeito anticoagulante e microbicida dos polissacarídeos do 

fungo S. nitidum; 

 

• Avaliar in vitro a atividade antioxidante total dos polissacarídeos de S. nitidum 

bem como seus efeitos sobre o “sequestro” de radical superóxido e potencial 

redutor. 

 

• Verificar o possível efeito desses polissacarídeos na inibição da peroxidação 

lipídica; 
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• Analisar a ação antiedematogênica dos polissacarídeos de S. nitidum nos 

modelos de edema de pata induzido por carragenana ou histamina; 

 

• Avaliar seus efeitos sobre a produção de óxido nítrico e recrutamento 

leucocitário nos modelos de peritonite induzida por tioglicolato de sódio ou zymosan; 

 

• Analisar sua influência na liberação de citocinas bem como seu efeito sobre a 

expressão do fator nuclear κB (NF-κB); 

 

• Avaliar o efeito dos polissacarídeos de S. nitidum na potencialização de 

fámarcos; 

 

• Verificar o potencial citotóxico desses polissacarídeos no modelo de 

viabilidade celular ex vivo. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 MATERIAIS 

 

 

 3.1.1 Fungo 

 

 Scleroderma nitidum (FIGURA 11), fungo que foi utilizado para este estudo 

faz parte do filo Basidiomycota. Os fungos foram coletados no Parque Estadual das 

Dunas de Natal-RN, e, após coleta, os fungos foram devidamente identificados pelo 

Prof. Dr. Iuri Goulart Baseia do Departamento de Botânica, Ecologia e Zoologia da 

UFRN. As espécies foram depositadas no Herbário da UFRN (UFRN-fungos 688). 

 

Este fungo apresenta a seguinte classificação taxonômica: 

Reino: Fungi 

   Filo: Basidiomycota 

     Classe: Agaricomycetes 

       Ordem: Boletales 

          Família: Sclerodermataceae 

             Gênero: Scleroderma 

                  Espécie: Scleroderma nitidum 

 

                                               

                             FIGURA 11: Fungo Scleroderma nitidum. Fonte: Arquivo próprio. 
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 3.1.2 Animais 

 

 Para a determinação da atividade antiedematogênica dos polissacarídeos do 

fungo S. nitidum no modelo de edema de pata foram utilizados ratos da linhagem 

Wistar com aproximadamente dois meses de idade, pesando entre 150 – 200 g; e 

para a atividade anti-inflamatória através do ensaio de peritonite, foram utilizados 

camundongos da linhagem Swiss, pesando entre 25-30 g, mantidos no biotério do 

Departamento de Bioquímica-UFRN. Todos os animais utilizados na fase 

experimental foram submetidos à água e dieta ad libitum em condições controladas 

de iluminação (ciclo 12 h claro/escuro) e temperatura constante a 23±2 ºC. Os 

animais foram acondicionados no laboratório por, pelo menos, 4h antes dos 

experimentos sendo utilizados uma única vez.  Os ensaios aqui realizados foram 

aprovados (nº012/2009) pelo Comitê de Ética da Universidade Federal do Rio 

Grande do Norte (UFRN), tendo sido desenvolvidos de acordo com as normas 

vigentes. 

 

 

 3.1.3 Reagentes e aparelhos 

 

 

 Fenol, metanol, acetona, etanol, éter etílico, clorofórmio, ácido sulfúrico, 

formaldeído, Hidróxido de sódio, sulfato de cobre, sulfato de sódio, ácido bórico, 

sulfato ferroso, ácido clorídrico, fosfato de sódio monobásico e dibásico da Reagen 

Quimibrás Indústrias Químicas S.A. (Rio de Janeiro, RJ, Brasil); 

 

 Folin-Ciocalteu  da Cromoline Qumica Fina Ltda (São Paulo, SP, Brasil); 

 

 Bacto-gelatin da Difco Laboratories 

 

 Carragenana, Histamina e coomasie brilliant blue R 250, Tioglicolato de sódio, 

Zymosan, L-NAME, nitrato redutase, NADPH, NADH, anticorpo para β-actina, 

peróxido de hidrogênio, Molibdato de amônio, Trypan Blue, fenantrolina, Nitroblue 

Tetrazolium, Phenazin Methosulfato, Tris-hexadeciltrimetilamônio, ácido 
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tiobarbitúrico, ácido tricloroacético e padrões de monossacarídeos da Sigma 

Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA ); 

 

 Anticorpos monoclonais primários contra NF-kB e anticorpos secundários 

conjugados a peroxidase (Santa Cruz biotechnology, INC) 

 

 DAB (Across Organics, R&D systems),  

 

 Kit LINCOplex assay (Linco Research, Inc. St Charles Missouri, USA). 

 

 Kits aPTT e PT  da LABTEST ( SP, Brasil). 

 

 Luminex100 (Luminex Corp., Austin, TX). 

 

 Banhos e estufas de temperatura controlada da FANEM Ltda. (São Paulo, SP, 

Brasil); 

 

 Espectrômetro de infravermelho modelo FT1 6PC da Perkin Elmer (EUA); 

 

 Espectrofotômetros Varian - Series 634 da Varian Techtron PPTY Ltd. 

(Springvale, Vico, Austrália) e Hitachi U-2000 (Tóquio, Japão). 

 

 Coagulômetro Quick Times (Drake Ltda., SP, Brasil). 

 

 

 

3.2  MÉTODOS 

 

 Os corpos de frutificação foram coletados, secos a 40 ºC e pulverizados. Em 

seguida foi realizada a obtenção de polissacarídeos através de extração aquosa 

seguida por precipitação com etanol. Após obtenção dos polissacarídeos, foram 

realizadas sua caracterização química parcial além das análises de algumas 
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possíveis propriedades farmacológicas bem como de alguns parâmetros nutricionais 

iniciais. A estratégia geral de estudo pode ser visualizada na FIGURA 12. 

 

 

 

 

 

   FIGURA 12: Estratégia geral do estudo. 
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3.2.1 Parâmetros nutricionais 

 

 A determinação da composição centesimal do fungo Scleroderma nitidum foi 

realizada através dos seguintes métodos: 

 

 

3.2.1.1 Determinação da fração fibra 

 

 

 O método utilizado foi o da digestão ácida e alcalina segundo a AOAC (1984).  

Foram pesadas, em triplicatas, amostras de 2 gramas do material previamente 

delipidado e colocadas  em becker de 600 mL, contendo  200 mL de ácido sulfúrico 

a 1,25% fervente  e  mantido em ebulição por 30 minutos; após esse período o 

material ainda quente foi filtrado a vácuo sobre papel de filtro comum;  o becker foi 

lavado  com água destilada e, a seguir,  o material foi recolocado no mesmo becker 

sendo adicionados 200 mL de hidróxido de sódio a 1,25%  e mantido em ebulição 

por 30 minutos. Decorrido esse tempo, o material ainda quente, foi filtrado a vácuo 

em cadinhos de Gooch com lã de vidro, previamente pesados, e o material foi 

lavado sucessivamente com água destilada para retirada do excesso de álcali 

existente no filtrado, monitorado com um papel indicador, até completa 

neutralização. Em seguida, o resíduo foi lavado com álcool e éter etílico por duas 

vezes. Após a secagem à temperatura ambiente, o cadinho foi colocado em estufa a 

105 ºC até peso constante. A variação do peso encontrado forneceu a quantidade de 

fibras da amostra. 

 

 

3.2.1.2 Determinação do nitrogênio total 

 

 

 Os teores de proteínas das amostras foram determinados pelo método 

semimicro Kjeldahl descrito pela AOAC (1984), através da dosagem do nitrogênio 

total. Amostras, em triplicata, de 200 mg de material previamente delipidado e  

dessecado foram colocadas  em balão de Kjeldahl de  50 mL e adicionados 0,5 g de 

sulfato de cobre, 1,0 g de  sulfato de sódio e  5 mL de ácido sulfúrico concentrado. 
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 Os balões foram levados ao digestor de Kjeldahl até completa mineralização 

durante aproximadamente 4 horas, o que foi caracterizado pela formação de um 

líquido translúcido de cor verde-azulada. Após digestão e resfriamento foram 

adicionados 10 mL de água destilada ao balão de Kjeldahl, o qual foi acoplado ao 

aparelho de destilação.  Na mangueira do destilador foi conectado um erlenmeyer 

contendo 10mL da solução de ácido bórico saturado com 3 gotas do indicador misto. 

Através do funil do destilador, foram adicionados ao balão de Kjeldahl 25 mL de 

hidróxido de sódio a 40%. Foi destilado aproximadamente um volume de 50 mL, o 

qual foi   titulado com ácido sulfúrico 0,02 N, previamente padronizado. O teor de  

proteína foi calculado de acordo com a seguinte fórmula: 

 

 

      

 

 

 

 

 

Onde: N = quantidade de nitrogênio, V = volume gasto na titulação, g = grama e P = 

teor de proteína da amostra.  

 

 

 

 3.2.1.3 Determinação da fração cinza 

 

 

 A fração cinza foi determinada de acordo com o método gravimétrico segundo 

AOAC (1984), através da incineração da matéria orgânica total. Amostras de 2 g do 

material foram pesadas em triplicatas, usando-se  cadinhos de porcelana 

previamente tarados e o material foi incinerado em bico de Busen até ponto de 

carvão; a seguir  os cadinhos foram colocados em mufla a 550ºC até o material 

adquirir cor uniforme (esbranquiçada) que vai do cinza ao branco, sem pontos de 

carvão. Os cadinhos foram retirados da mufla  quando a temperatura atingiu  50ºC e  

N=  V  x  Normalidade  x  Fator  x  14,01 

                                              g da amostra 

 

      P= 6,25 x N  
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colocados em dessecador para esfriar e, posteriormente,  pesados. A diferença de 

peso encontrada na amostra utilizada após incineração forneceu o teor de cinzas. 

 

 

3.2.1.4 Determinação de lipídeos 

 

 

 Os lipídeos foram quantificados segundo o método de BLIHG; DYER (1959). 

3 g da amostra pulverizada, em triplicata, foram colocadas em erlenmeyer com rolha, 

sendo adicionados 10 mL de clorofórmio, 20 mL de metanol e 8 mL de água 

destilada.  Em seguida, os erlenmeyers foram fechados hermeticamente e colocados 

em agitador rotativo (rumbeira) durante 30 minutos. Após esse período, foram 

adicionados 10 mL de clorofórmio e 10 mL de sulfato de sódio a 1,5%, os tubos 

foram arrolhados novamente e agitados durante 2 minutos e deixados em repouso 

para separar as camadas.  Foram retirados 13 mL da camada inferior que continha 

clorofórmio e lipídeos para um tubo cônico de 30 mL com rolha esmerilhada e  

adicionados 1g de sulfato de sódio anidro. O tubo foi  fechado e agitado para 

remover os traços de água e o material resultante foi filtrado. 5 mL do filtrado  foram 

transferidos  para um becker de 50 mL previamente pesado e levado à estufa a 

105ºC até completa evaporação do solvente,  seguido de resfriamento em 

dessecador. Os beckers foram pesados e o percentual de lipídeos foi  calculado a 

partir do teor encontrado nos 5 mL, relacionando com o peso da amostra. 

 

 

3.2.1.5 Estimativa de carboidratos 

 

 

 A quantidade de carboidratos dos corpos de frutificação de S. nitidum foi 

estimada por diferença a partir dos demais componentes da composição centesimal. 
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3.2.2 Extração aquosa dos polissacarídeos de Scleroderma nitidum 

 

 

 A obtenção dos polissacarídeos de S. nitidum foi realizada por modificações 

na metodologia proposta por SOUZA-PACCOLA  et al., (2004). Para obtenção dos 

polissacarídeos a partir da espécie escolhida, os corpos de frutificação do fungo 

foram lavados e dessecados a 40 ºC, posteriormente foram pulverizados. Para a 

extração dos polissacarídeos utilizou-se 50 g de tecido do fungo. A este pó foi 

adicionado 2 volumes de acetona 80%, permanecendo a mistura a 25°C por 24 

horas e em seguida filtrado.  Posteriormente, foi realizada extração com clorofórmio-

metanol (2:1, v/v) por 2 horas a 60 ºC, sob refluxo, e em seguida filtradas. O 

sobrenadante foi descartado e ao precipitado adicionou-se 500 mL de água 

destilada, permanecendo a mistura em banho-maria a 100 ºC por 3 h. O 

sobrenadante foi tratado com 4 volumes de etanol resultando num precipitado que 

foi separado do sobrenadante por centrifugação (8000 rpm por 20 min, a 25º C). A 

seguir o precipitado obtido foi seco e pulverizado (FIGURA 13).  
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     FIGURA 13: Esquema de obtenção dos polissacarídeos de S. nitidum. Legenda: 
PPT: Precipitado. 
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3.2.3 Caracterização química do extrato aquoso do fungo Scleroderma 

nitidum 

 

 

3.2.3.1 Análises colorimétricas 

 

 

 3.2.3.1.1 Açúcares totais 

  

 Açúcares totais foram determinados pelo método do fenol/ácido sulfúrico 

como previamente descrito (DUBOIS, 1956) empregando-se como padrão D-glicose, 

sendo as leituras realizadas a 490 nm. 

 

 3.2.3.1.2 Proteínas 

 

 O conteúdo de proteínas foi determinado com o reagente de Coomassie blue 

G 250 segundo o método de BRADFORD (1976) e a leitura realizada a 595 nm. A 

curva de calibração foram feitas com albumina sérica bovina. 

 

 3.2.3.1.3 Sulfato 

 

 O teor de sulfato total foi determinado após hidrólise ácida (HCl 6 N, 6 horas, 

100 ºC) por turbidimetria pelo método da gelatina-bário (DODGSON; PRICE, 1962). 

O sulfato de sódio (1 mg/mL) foi utilizado como curva padrão sendo submetido as 

mesmas condições das amostras em estudo. 

 

3.2.3.1.4  Fenóis totais 

 

 A concentração de fenóis totais foi determinada colorimetricamente conforme 

o procedimento padrão de Folin-Ciocalteu (SINGLETON;  ROSSI, 1965) e as leituras 

foram realizadas a 755 nm. Para a curva de calibração foram usadas soluções 

aquosas de ácido gálico. O teor de fenóis totais foi determinado por interpolação das 

absorbâncias das amostras contra a respectiva curva de calibração. 
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3.2.3.2 Análise da composição monossacarídica 

 

 

 Os polímeros foram hidrolisados (2M HCl, 100 °C, 2 h) e a composição 

monossacarídica foi determinada por HPLC com um detector de índice de refração 

usando uma coluna LiChroCART® (250-4 mm). Os seguintes açúcares foram 

utilizados como padrão para as análises: glicose, galactose, arabinose, fucose, 

manose, ramnose e xilose. 

 

 

3.2.3.3 Análise de infravermelho 

 

 

 A espectroscopia de infravermelho foi realizada em espectômetro FT-IR ABB 

Bomen modelo MB 104, de 4000 a 400 cm-1. O polissacarídeo foi analisado após 

secagem sob a forma de pastilha de KBr. 

 

 

3.2.4 Avaliação das atividades farmacológicas dos polissacarídeos do fungo 

S. nitidum 

 

 

3.2.4.1 Atividade anticoagulante in vitro 

 

 

 Os testes para se avaliar as atividades anticoagulantes (aPTT e PT) foram 

realizados por meio de kits adquiridos da LABTEST, SP, SP Brasil. Os tempos de 

coagulação foram mensurados através de um coagulômetro Quick Times (Drake 

Ltda., SP, Brasil) e os testes foram realizados em triplicata. 
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 3.2.4.1.1 Tempo de tromboplastina parcialmente ativada (aPTT) 

 

 

 Para determinar se o polissacarídeo fúngico atua na via intrínseca da cascata 

de coagulação foi realizado o teste do aPTT, utilizando para o mesmo, reagente 

contendo cefalina. Esta ativa os fatores do sistema intrínseco da coagulação no 

plasma, na presença de íons de cálcio.  

 

 

 3.2.4.1.2  Tempo de protrombina (PT) 

 

 

 Para verificar a atuação dos polissacarídeos de S. nitidum na via extrínseca 

da cascata de coagulação foi realizado o teste do PT, utilizando como reagentes 

tromboplastina, cloreto de cálcio e cloreto de sódio. Este ensaio se baseia na 

medida do tempo que um plasma calcificado demora para coagular, colocado a 37 

°C e na presença de um excesso de tromboplastina tissular e cálcio. 

 

 

3.2.4.2 Atividade antibacteriana 

 

 

 A atividade antibacteriana foi testada contra os microorganismos Escherichia 

coli (gram negativo) e Staphylococcus aureus (gram positivo).  

 As bactérias foram colocadas para crescer e incubadas a 37 °C por 24 h, e 

depois plaqueada usando um swab estéril, em placas de Petri contendo meio de 

cultura Mueller-Hinton.  Em seguida, adicionou-se discos estéreis de 5 mm de 

diâmetro, que foram previamente embebidos com 20 uL dos polissacarídeos de S. 

nitidum em três concentrações, 15, 30 e 60 mg/mL.  Como controle, foi adicionado 

um disco do antibiótico ciprofloxacino na concentração de 5 μg. O efeito anti-

bactericida dos polissacarídeos testado contra os microorganismos, foi determinada 

após 24 horas de incubação a 37 °C através da medida do halo formado em volta 

dos discos com régua ou paquímetro (EL-MASRY et al., 2000).  
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3.2.4.3 Atividade antioxidante 

 

 

 3.2.4.3.1  Capacidade antioxidante total 

 

 

 Uma alíquota de 0,1 mL da solução amostra em diferentes concentrações foi 

misturada em um tubo Eppendorf com 1 mL da solução reagente (0,6 M de ácido 

sulfúrico, 28 mM fosfato de sódio e molibdato de amônio 4 mM). Os tubos foram 

incubados a 95 °C por 90 min. Após o resfriamento das amostras a temperatura 

ambiente, a absorbância foi mensurada em 695 nm (PRIETO; PINEDA; AGUILAR, 

1999). O ensaio foi realizado em triplicata. Os resultados foram expressos a partir da 

equação da reta obtida da curva de calibração do ácido ascórbico.  

 

             

3.2.4.3.2 Sequestro de radicais superóxido 

 

 

 Os radicais superóxidos (ZHOU; ZHENG, 1991; LIU et al., 1997; ZHANG et 

al., 2003) foram gerados em 3 mL de tris-HCl (16mM, pH 8,0), que continham 78 M 

de NADH (forma reduzida), 50 M de Nitroblue Tetrazolium, 10 M de Phenazin 

Methosulfate e concentrações variadas de polissacarídeos. A reação de cor dos 

radicais superóxidos e Nitroblue Tetrazolium foi detectada por monitoramento da 

absorbância a 560 nm. O controle não tinha NADH, e ele foi substituído pelo tris-

HCl.O ensaio foi realizado em triplicata. 

 

 

 3.2.4.3.3 Poder redutor 

 

 

 A avaliação do poder de redução dos polissacarídeos foi realizada em 

triplicata de acordo com a metodologia citada por YEN; CHEN, (1995), com 

modificações. Foi utilizado 1 mL da amostra em diferentes concentrações. A esta 

alíquota foram adicionados: 2,5 mL de tampão fosfato 0,2 M (pH 6,6) e 2,5 mL de 
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K3[Fe(CN)6] a 1% (p/v). A mistura foi incubada a 50 ºC por 20 min. Foram 

adicionados 2,5 mL de ácido tricloroacético a 10% (p/v) à solução no tubo de ensaio, 

com posterior agitação. Um volume de 2,5 mL da mistura foi transferido para outro 

tubo de ensaio, no qual foram adicionados 2,5 mL de água destilada e 0,5 mL de 

FeCl3 a 0,1% (p/v). A leitura da absorbância foi realizada a 700 nm. A elevada 

absorbância indica grande poder redutor.  

 

             

3.2.4.3.4 Peroxidação lipídica  

 

 

 A inibição da peroxidação lipídica foi determinada pela quantificação dos 

peróxidos lipídicos, produtos da decomposição do malondialdeído (MDA), com base 

na reação ao ácido tiobarbitúrico com gema de ovo como substrato oxidável 

(ZHANG; YU, 1997). Resumidamente, 0,8 mL de ovo homogeneizado (Vgema:VPBS 

= 1:25, 0,1 mol/L de tampão fosfato, pH 7,45) e 0,5 mL de solução da amostra em 

diferentes concentrações foram misturados e 0,4 mL de 25 mmol/L FeSO4 foi 

adicionado para  iniciar a peroxidação lipídica. Após incubação a 37 º C por 60 min, 

1,0 mL de ácido tricloroacético (20%) e 1,0 mL de  ácido tiobarbitúrico (0,8%) foram 

adicionados para estacionar a reação, a mistura resultante foi agitada e aquecida a 

100 º C por 15 min, e em seguida, centrifugado a 6000 rpm por 10min. A 

absorbância foi medida em 532 nm. O ensaio foi realizado em triplicata. 

 

 

3.2.4.4 Avaliação do efeito dos polissacarídeos de S. nitidum no modelo de edema 

de pata induzido por carragenana ou histamina 

 

 

 Neste experimento, foram formados 11 grupos (n=6): 

 

 Grupo 1: Controle negativo: solução salina 

  Grupo 2-3: Controle positivo: carragenana/histamina (sem tratamento) 

  Grupo 4-5: Animais tratados com polissacarídeos de S. nitidum a 10 mg/kg 

 Grupo 6-7: Animais tratados com polissacarídeos de S. nitidum a 30 mg/kg 
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 Grupo 8-9: Animais tratados com polissacarídeos de S. nitidum a 50 mg/kg 

 Grupo 10-11: Animais tratados com L-NAME a 50 mg/Kg 

 

 O modelo de edema de pata Induzido por carragenana e histamina foi 

realizado com modificações do método proposto por Winter (1962). Os ratos foram 

anestesiados com éter etílico e os grupos 04-09 foram tratados por via 

intraperitonial, onde se aplicou o polissacarídeode S. nitidum  nas doses de 10, 30 e 

50 mg/kg de animal, 30 minutos antes da injeção da carragenana ou histamina. No 

grupo 01 foi aplicada solução fisiológica e nos grupos 10 e 11 aplicou-se L-NAME (L-

nitroarginina metilester). 

 Após o intervalo de 30 minutos, novamente os ratos foram anestesiados e 

realizou-se a medida da espessura da pata direita através de um paquímetro, em 

seguida a inflamação foi induzida através da aplicação da injeção intrade pata de 

carragenana 1%  ou de histamina 0,1% (0,1 mL) na pata direita de todos os ratos, 

exceto o controle negativo que foi aplicado salina. Logo após este procedimento foi 

feita nova medição da espessura da pata direita em todos os grupos e isso se 

repetiu após o intervalo de 1, 2, 3 e 4 horas. Após a quarta hora os ratos foram 

eutanasiados (FIGURA 14). 
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FIGURA 14: Esquema do ensaio de edema de pata induzido por carragenana ou 
histamina. 
 

 

 

 

3.2.4.5.1 Análises histológicas do edema de pata induzido por histamina 

 

 

 Para os exames histológicos, amostras do tecido da pata foram retiradas após 

a indução da reação inflamatória de todos os grupos do edema de pata induzido por 

histamina. O tecido foi fixado em formaldeído 10% por 5 dias, embebido em parafina 

e seccionado. As secções foram coradas em hematoxilina e eosina (HE). 
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3.2.4.5 Avaliação do efeito dos polissacarídeos de S. nitidum na peritonite induzida 

por tioglicolato de sódio ou zymosan 

 

 

 Foram utilizados camundongos da linhagem Swiss com 2 meses de idade. Os 

animais foram divididos nos seguintes grupos, cada um contendo 6 animais: 

 

 Grupo 01: Controle negativo: PBS 

 Grupo 02: Controle positivo: Tioglicolato (sem tratamento) 

 Grupo 03: Controle positivo: Zymosan (sem tratamento 

 Grupo 04: S. nitidum 10 mg/kg + Tioglicolato 

 Grupo 05: S. nitidum 30 mg/kg + Tioglicolato 

 Grupo 06: S. nitidum 50 mg/kg + Tioglicolato 

 Grupo 07: S. nitidum 10 mg/kg + Zymosan 

 Grupo 08:  S. nitidum 30 mg/kg + Zymosan 

 Grupo 09: S. nitidum 50 mg/kg + Zymosan 

 Grupo 10: S. nitidum 100 mg/kg + Zymosan 

 

 Os compostos foram pesados, dissolvidos em solução salina e aplicados 

subcutaneamente nos animais. Os grupos controles foram submetidos ao mesmo 

procedimento sendo que os animais receberam 500 µL de solução salina estéril.  

 Após 30 minutos, os animais receberam intraperitonealmente uma injeção 

contendo 1mL de tioglicolato de sódio 3 % ou zymosan, conforme metodologia 

proposta por Xie et al., (2000). O grupo controle negativo recebeu uma injeção de 1 

mL de solução salina estéril. Três horas após a aplicação do tioglicolato de sódio 3 

% ou zymosan (1 mg/600 µL), os animais foram anestesiados, eutanasiados e 

submetidos à lavagem da cavidade peritoneal com 5 mL de uma solução de tampão 

PBS. O líquido peritoneal de cada animal foi coletado e acondicionado em tubos de 

hemólise contendo EDTA. Posteriormente, os leucócitos presentes no líquido 

coletado na cavidade peritoneal dos animais foram corados pela solução de Türck e 

então contados em câmara de Neubauer (FIGURA 15). 
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FIGURA 15: Esquema de peritonite induzida por tiogicolato de sódio ou zymosan. 
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3.2.4.6 Avaliação dos teores de Nitrato / Nitrito 

 

 

 A produção de nitrito e nitrato, um indicador da síntese de NO, foi 

determinado no sobrenadante como previamente descrito (CUZZOCREA et al., 

1998). Inicialmente, o nitrato no exudato foi reduzido a nitrito pela incubação com a 

enzima nitrato redutase (670 um/mL), na presença de NADPH (160 M) à 

temperatura ambiente por 3 h. Após esse tempo, a concentração de nitrito foi 

medida pela reação de Griess, pela adição de 100 L desse reagente para 100 l da 

amostra. A amostra neste caso refere-se ao lavado ou líquido peritoneal obtido no 

procedimento anteriormente citado em 3.2.3.6. A densidade ótica a 540 nm foi 

medida usando-se um leitor de ELISA. As concentrações de nitrito foram calculadas 

comparando-se a densidade ótica das amostras com soluções padrão de nitrito de 

sódio preparado em solução salina. 

 

 

3.2.4.7 Ensaio de dot-blot para NF-kB 

 

 

 Proteínas foram obtidas com alíquotas de 10 µL das do lavado peritoneal dos 

camundongos, que foram centrifugados a 15.000 x g, 4 °C, por 5 min. As amostras 

foram transferidas para uma membrana ativada de PolyVinylidene DiFluoride (PVDF) 

e o ligante não - específico foi bloqueado pela incubação com tampão bloqueador 

(5% leite em pó (sem gordura) diluído em TBS) por 1 hora. As membranas foram 

então incubadas com anticorpos monoclonais primários contra NF-κB. Após 

lavagem, a membrana foi incubada com anticorpos secundários conjugados com 

peroxidase. A reação proteina-anticorpo foi detectada pela reação com DAB (0.5% 

p/v), AcNH4 (50mM, pH 5.0) e H2O2 (0.06% v/v). Anticorpos contra β-actina foi usado 

como controle da expressão endógena. Para quantificação dos níveis de expressão, 

as membranas foram fotografadas digitalmente e as imagens foram analisadas com 

o programa ImageJ (Disponível em: http:// rsb.info.nih.gov/ij. Acesso em: 

20/07/2008). Níveis relativos de NF-κB foram obtidos da divisão da respectiva 

densidade ótica obtida pela densidade ótica obtida da membrana de β-actina. 
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3.2.4.8 Análise de citocinas 

 

 

 Concentrações de IL-1ra, IFN-γ, IL-2, MIP-1β e  IL-10 no lavado peritoneal 

foram mensuradas em duplicatas pelo LINCOplex assay (Linco Research, Inc. St 

Charles Missouri, USA). Este ensaio se baseia na utilização de “beads” de 

poliestireno marcadas com corantes fluorescentes, no qual cada grupo de esferas 

possuem  coloração única e podem ser  discriminadas por um instrumento de 

detecção por laser, o Luminex100 (Luminex Corp, Austin, TX). Cada “bead” foi 

revestido com um anticorpo específico para a citocina de interesse. Cada par 

específico citocina-anticorpo, neste ensaio multiplex, não reage com as outras 

análises no painel.  

 

 

3.2.4.9 Avaliação da capacidade dos polissacarídeos de S. nitidum na 

potencialização do efeito de fármacos comerciais 

 

 

 Esse experimento foi realizado no modelo de peritonite induzida por zymosan 

anteriormente citado (3.2.3.6.) e os ensaios foram realizados com os seguintes 

grupos, cada um contendo 6 camundongos: 

 

 Grupo 01: Controle negativo: PBS 

 Grupo 02 : Controle positivo: Zymosan (sem tratamento) 

 Grupo 03: Diclofenaco 25mg/kg + Zymosan 

 Grupo 04: S. nitidum 10 mg/kg + Zymosan 

 Grupo 05: (S. nitidum 10 mg/kg + Diclofenaco 25mg/kg) + Zymosan 

 Grupo 06: L-NAME 25mg/kg + Zymosan  

 Grupo 07: (S. nitidum 10 mg/kg + L-NAME 25 mg/kg) + Zymosan 
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3.2.4.10 Determinação da viabilidade celular ex vivo 

 

 

 A viabilidade celular foi determinada utilizando-se o método de exclusão por 

azul de trypan descrito por PHILLIPS (1973). Foram inoculados intraperitonealmente 

diferentes doses de polissacarídeos e após 4h e 24h, os animais foram 

eutanasiados. O grupo controle recebeu apenas PBS (pH 7,4) no lugar na amostra. 

Após a coleta do lavado peritoneal como descrito anteriormente, uma alíquota de 20 

µL da suspensão de células foi retirada e diluída em 20 µL de azul de trypan.  A 

porcentagem de células viáveis foi determinada após contagem diferencial em 

Câmara de Neubauer, com auxílio do microscópio de luz.  As células viáveis, que 

excluíram este corante, possuíam um aspecto translúcido e as células mortas 

apresentaram a coloração arroxeada. 

 

 

3.2.4.11 Análises estatísticas 

 

 

 Todos os resultados foram submetidos a análise estatística, sendo analisadas 

as repetições e as formas de tratamento. Os resultados foram submetidos à análise 

de variância ANOVA. Para avaliar as diferenças entre os tratamentos e controle foi 

utilizado o teste de Tukey-Kramer , que permite estabelecer a diferença mínima 

significante entre duas médias, com nível de significância de p<0,001.  
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4 RESULTADOS  

 

 

4.1 PARÂMETROS NUTRICIONAIS 

 

 

 4.1.1 Composição centesimal 

 

 

 A composição centesimal ou percentual exprime, de forma geral, a 

concentração de cada componente químico, geralmente nutriente, presente numa 

determinada amostra. 

  As análises da composição centesimal do fungo S. nitidum (TABELA 1), 

mostraram altos teores nas frações: fibras (35, 61%) e cinzas (33,63%).  No entanto, 

os carboidratos (25,31%) foram considerados altos quando comparados aos baixos 

teores de lipídeos (1,86%) e proteínas (3,59%). 

 

 

TABELA 1: Componentes químicos do corpo de frutificação do fungo Scleroderma 
nitidum. 
 

Fungo 
Carboidratos 

        (%) 

Proteínas 

    (%) 

Lipídios 

   (%) 

Cinzas 

   (%) 

Fibras 

   (%) 

 

S. nitidum      25,31     3,59   1,86   33,69 35,61 
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4.2 EXTRAÇÃO AQUOSA DOS POLISSACARÍDEOS DE S. NITIDUM 

 

 

 Diversos tipos de polissacarídeos e glicoproteínas podem ser encontrados em 

fungos. Esses polissacarídeos existem como componentes estruturais da parede 

celular destes organismos.  

 A extração dos polissacarídeos do fungo S. nitidum foi realizado por meio de 

extração aquosa seguida por precipitação com etanol. Os fungos foram coletados e 

limpos. Após secagem, os corpos de frutificação foram delipidados e, em seguida, 

os polissacarídeos foram extraídos em água a 100 ºC. Posteriormente o 

sobrenadante foi coletado, acrescido de etanol e, por fim, centrifugado. O precipitado 

rico em polissacarídeos resultante da centrifugação foi utilizado para os 

experimentos que seguem. Para esse processo de extração foram utilizados 50 g do 

tecido fúngico. Após o procedimento total a quantidade obtida do composto foi de 

aproximadamente 900 mg.  

 

 

4.3 CARACTERIZAÇÃO QUÍMICA 

 

 

 4.3.1 Análises colorimétricas 

 

 

 O procedimento de dosagem de proteína total após fracionamento foi 

realizado pelo método de BRADFORD (1976), o qual se baseia na ligação do 

corante Coomassie  Brillant Blue G-250 com moléculas de proteínas da amostra, 

formando um complexo  de cor azul (COMPTOM; JONES, 1985).  O método usado 

para dosagem de carboidratos foi o de DUBOIS e colaboradores (1956), também 

conhecido como método de fenol-ácido sulfúrico. Este método consiste na formação 

dos derivados furfural e hidroximetilfurfural a partir das pentoses e hexoses, 

respectivamente, na presença de ácido sulfúrico, que reage com o fenol formando 

um complexo de cor alaranjada. 
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 Além disso também foi determinado o conteúdo total de sulfato pelo método 

de DODGSON & PRICE, 1962, em que os ésteres de sulfato resultantes foram 

analisados por turbidimetria. 

 Assim, as análises químicas realizadas após obtenção dos polissacarídeos do 

fungo S. nitidum demonstraram alto teor de carboidratos (94,71%) e um baixo teor 

de proteínas (5,29%). Não foi verificada a presença de sulfato e compostos 

fenólicos. A TABELA 2 mostra o percentual dos constituintes químicos do precipito 

obtido após extração aquosa dos corpos de frutificação do fungo S. nitidum. 

 

 

 

TABELA 2: Percentual dos constituintes químicos após extração aquosa dos corpos 
de frutificação de S. nitidum. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Constituintes (%) 

 

 

 

Açúcares totais 

 

Proteínas 

 

Sulfato 

 

Fenóis totais 

 

 

94,71 

 

5,29 

 

0 

 

0 
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 4.3.2 Análise da composição monossacarídica 

 

 

 Os polissacarídeos resultantes do processo de extração foram hidrolisados 

em HCl para posterior análise de seus constituintes monossacarídicos. Observou-se 

que o composto obtido trata-se de um heteropolissacarídeo e este é constituído 

principalmente por glicose. Os componentes monossacarídicos encontrados nesta 

análise podem ser observados na TABELA 3. 

 

 

 

TABELA 3: Análise em HPLC da composição monossacarídica dos polissacarídeos 
do fungo S. nitidum. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Monossacarídeos Composição (%) 

 

Relação Molar 

 

 

 

 

Glicose 

 

Galactose 

 

Manose 

 

Fucose 

 

 

54,87 

 

15,38 

 

8,76 

 

20,99 

 

 

0,156 

 

0,044 

 

0,025 

 

0,066 
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 4.3.3 Análise de infravermelho 

  

 

 A análise de infravermelho dos polissacarídeos de Scleroderma nitidum 

revelou uma banga larga centrada em torno de  3500 cm-1, cujo sinal é característico 

da banda de estiramento axial de OH, região na qual ocorre a maior contribuição de 

carboidratos presentes na amostra.  

 O sinal existente na faixa de 2900 e 2700 cm-1 significa a presença do 

grupamento aldeído (C-H) em deformação axial. 

  A existência de sinais na faixa 1800–1600 cm-1 podem ser atribuídos à 

diferentes espécies carbonílicas como aldeídos, cetonas e ácidos carboxílicos 

voláteis. Além disso, os sinais observados na região entre 1500-750 cm-1 podem 

indicar a presença de polímeros do tipo glucanas (FIGURA 16). 
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4.4 AVALIAÇÕES DAS ATIVIDADES FARMACOLÓGICAS DOS 

POLISSACARÍDEOS DO FUNGO S. nitidum 

 

 

 4.4.1  Atividade anticoagulante in vitro 

 

 

 O tempo de tromboplastina parcial ativado (aPTT) baseia-se na ativação do 

mecanismo  intrínseco  da  coagulação  sangüínea,  através  da  cefalina,  que é  um 

substituto plaquetário, e da adição de cálcio ao plasma a  ser  testado. O meio de 

ativação por contato necessário para desencadear o processo de coagulação é 

obtido pela adição de caolin ou sílica micronizada (FISCHBACH, FOGDALL, 1985; 

AIZU, 1991; BOURIN, LINDAHL, 1993). O aPTT constitui a melhor prova para 

investigar as alterações  do  mecanismo  da  coagulação  sangüínea especialmente 

as  deficiências envolvendo os fatores que participam do sistema intrínseco da 

coagulação (LIMA et al., 1992). 

 Para verificar o efeito dos polissacarídeos em estudo sobre as vias intrínseca 

e extrínseca da cascata de coagulação, foram realizados os testes de aPTT e PT 

por meio de Kits comerciais. Os polissacarídeos do fungo S. nitidum apresentaram 

tempo máximo de prolongamento da coagulação em cerca de 60% e 11% para os 

testes de PT e aPTT, respectivamente. Entretanto, esses valores não são 

considerados significativos, portanto, esses polissacarídeos não apresentaram 

atividade anticoagulante (TABELA 4).  
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TABELA 4: Efeito das diferentes concentrações dos polissacarídeos de S. nitidum 
nas vias extrínseca e intrínseca da cascata de coagulação.  
 

Polissacarídeos 

(µg/µl) 

Tempo 

(segundos) 

 

 PT  aPTT 

0 15,30 ± 0,21 28,1 ± 3,25 

50 15,70 ± 0,27 32,35 ± 1,1 

100 15,75 ± 1,07 30,4 ± 0,9 

150 22,13 ± 3,74 30,15 ± 0,23 

200 25,58 ± 0,39 31,466 ± 0,56 

           Os dados foram expressos em ± DP. 

 

 

 

 

 

 4.4.2 Atividade antibacteriana 

 

 

 O antibiograma é um ensaio que avalia a susceptibilidade/resistência de uma 

bactéria a um ou mais agentes antimicrobianos. A formação de um halo transparente 

sobre a superfície do meio, ao redor de um disco de antibiótico, indica uma região 

com  ausência  de crescimento bacteriano, revelando a ação inibitória do agente 

antimicrobiano sobre a bactéria ensaiada. 

 Alguns fungos necessitam de componentes antibacterianos e antifúngicos 

para conseguirem sobreviver em seu ambiente natural (LINDEQUIST, TEUSCHER, 

NARBE, 1990). Entretanto, verificou-se que os polissacarídeos do fungo S. nitidum 

não foram capazes de inibir o crescimento das bactérias Staphilococcus aureus 

(gram positiva) e Escherichia coli, (gram negativa), em nenhuma das concentrações 

testadas (15, 30 e 60 mg/mL).  Os resultados são confirmados pela não ocorrência 

de halos de inibição (FIGURA 17). 
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FIGURA 17: Efeito das diferentes concentrações dos polissacarídeos de S. nitidum 
na atividade antibacteriana. A: Atividade antibacteriana contra E. coli (gram-positiva). 
B: Atividade antibacteriana contra S. aureus (gram-negativa). 
 

 

 

 

 

 4.4.3 Atividade antioxidante 

  

 

4.4.3.1. Capacidade antioxidante total  

 

 

 O método de capacidade antioxidante total, descrito por PRIETO; PINEDA; 

AGUILAR, (1999) fundamenta-se na redução do complexo fosfomolibdênico, que 

consiste na redução do Mo+6 para Mo+5 e posterior formação do complexo fosfato-

Mo+5, o qual pode ser verificado por sua coloração verde em pH ácido e absorção 

máxima em 695 nm. Esse se destaca por ser um método sensível, de simples 

execução e de baixo custo.  

 Neste ensaio, foi construído uma curva de calibração com relação a atividade 

de diferentes massas de ácido ascórbico. As absorbâncias obtidas das amostras 

Ciprofloxacino 5 µg 

60 mg/ml 30 mg/ml 

15 mg/ml 

60 mg/ml 
30 mg/ml 

15 mg/ml Ciprofloxacino 5 µg 

E. coli S. aureus A B 
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polissacarídicos foram aplicadas a equação da reta encontrada para a curva de 

calibração e os resultados foram expressos na forma de concentração relativa ao 

ácido ascórbico. De acordo com os resultados obtidos, foi verificado que a atividade 

antioxidante dos polissacarídeos de S. nitidum em relação ao ácido ascórbico é 

massa-dependente. Assim, a FIGURA 18 relaciona as diferentes massas utilizadas 

dos polissacarídeos com a massa de ácido ascórbico com efeito semelhante. 

 

 

 

 

     

 

FIGURA 18: Relação entre as diferentes massas dos polissacarídeos de S. nitidum  
com a massa de ácido ascórbico com efeito semelhante no ensaio de avaliação da 
capacidade antioxidante total. 
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4.4.3.2 Sequestro de radicais superóxido 

 

 

 Neste estudo foi utilizado o sistema fenazina-metassulfato-NADH para avaliar 

o efeito dos polissacarídeos do fungo S. nitidum no sequestro de radicais 

superóxido. A adição de NADH à mistura composta por fenazina metassulfato e 

nitroblue tetrazolium (NBT) culmina na formação do ânion radical superóxido. Os 

radicais superóxido formados são capazes de doar elétrons para o NBT que se 

reduz a formazan, cromóforo com absorbância máxima em 560 nm. 

 Neste estudo, os polissacarídeos do fungo S. nitidum conseguiram seqüestrar 

em até 36% os radicais superóxido formados e o IC50 foi estimado em 12,70 

mg/mL. (FIGURA 19). 

 

 

 

 

 

FIGURA 19: Efeito inibitório de radicais superóxido pelos polissacarídeos do fungo 
Scleroderma nitidum em diferentes concentrações. Os dados foram expressos em 
Média ± DP. 
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4.4.3.3 Poder redutor 

 

 O teste do poder redutor baseia-se na redução do íon ferricianeto a 

ferrocianeto que, na presença do íon férrico (proveniente do FeCl3), forma o azul da 

prússia.  

 Nas concentrações iniciais, 25 e 50 µg/ml, o poder redutor dos 

polissacarídeos foi de 0,665 e 0,717, respectivamente. Além disso, nas 

concentrações de 3000 e 4000 µg/mL obteve-se 1,135 e 1,334, respectivamente 

(FIGURA 20). No presente estudo, o aumento do poder redutor dos polissacarídeos 

foi encontrado por estar em proporção direta com o aumento da concentração. 

 

 

 

 

FIGURA 20: Poder redutor de concentrações variadas dos polissacarídeos do fungo 
S. nitidum. Os dados foram expressos em Média ± DP. 
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4.4.3.4 Peroxidação lipídica 

  

 Os radicais livres podem induzir a peroxidação lipídica promovendo dano 

celular, arterosclerose, câncer ou envelhecimento precoce (NAGUESWARI; 

BANERJEE; MENON, 1999). Neste processo estão envolvidos a formação e 

propagação de lipoperóxidos e a possível destruição das membranas lipídicas, com 

a produção de metabólitos secundários como o malonildialdeído. A reação de 

condensação ocorrida entre o MDA e o TBA produz um composto de coloração rosa, 

que tem forte absorção a 532 nm (ZHANG et al., 2003; WEI et al., 2003). 

 No modelo aqui empregado, foi utilizado um sistema que continha uma 

suspensão de gema de ovo, substrato rico em lipídeos, para avaliar a atividade 

inibitória da peroxidação lipídica.   

 Neste estudo, os polissacarídeos do fungo S. nitidum conseguiram inibir em 

até 36% a lipoperoxidação e exibiram um EC50 de 10,4 µg/mL. (FIGURA 21).  

 

 

      

 

FIGURA 21: Inibição da peroxidação lipídica da gema de ovo pelos polissacarídeos 
do fungo Scleroderma nitidum em diferentes concentrações. Os dados foram 
expressos em Média ± DP. 
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 4.4.4 Avaliação do efeito dos polissacarídeos de S. nitidum no modelo de 

edema de pata induzido por carragenana ou histamina 

 

 Um modelo para avaliar a resposta inflamatória é o edema de pata induzido 

pela injeção de carragenana na pata de ratos, técnica introduzida por WINTER et al., 

1962.  

 Para verificar o envolvimento de algumas vias de mediadores inflamatórios 

envolvidos na resposta  anti-inflamatória  dos polissacarídeos em questão,  fez-se  a  

avaliação  do seu  efeito   sobre  o  edema  induzido  por  dois diferentes  

mediadores.  

 A administração da carragenana na pata promove intensa  vasodilatação  e  

extravasamento  plasmático  pela  liberação de mediadores que contribuem também 

para a intensa migração celular para o sítio inflamatório (CRUNKHORN, MEACOCK, 

1971; HENRIQUES et al., 1987).  

  A ação dos polissacarídeos sobre o edema de pata induzido por carragenana 

ou histamina foi testada em diferentes doses (10, 30 e 50 mg/kg). 

 Os polissacarídeos do fungo S. nitidum  foram capazes de reduzir em até 

41±7 % o edema de pata induzido por carragenana no pico inflamatório (2ª hora) e 

aproximadamente 73 % ao fim da 4ª hora na dose de 50 mg/kg. Comparando-se 

este grupo com o L-NAME, que é um composto com potencial anti-inflamatório e que 

atua pela via do óxido nítrico, pode-se observar que este composto  fúngico, nesta 

dose, revelou um perfil de redução do edema bastante semelhante (FIGURA 22).  

 No pico inflamatório, todos os grupos tratados com as diferentes doses dos 

polissacarídeos bem como com o L-NAME, apresentam redução significativa do 

edema (p< 0.001) quando comparados ao controle positivo.  
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FIGURA 22: Efeito antiedematogênico dos polissacarídeos de S. nitidum no modelo 
de edema de pata induzido por carragenana. Os dados foram expressos em Média± 
DP. 
 

 

 

 

 

 No edema de pata induzido por histamina, todas as doses dos 

polissacarídeos se mostraram eficientes na redução do edema.  A maior redução 

observada do edema ocorreu na segunda hora, durante a qual a redução pela dose 

de 50 mg/Kg dos polissacarídeos excedeu o  L-NAME em 26,5%. Ao fim da quarta 

hora, todos os grupos tratados com as diferentes doses dos polissacarídeos não 

mais exibiram edema (FIGURA 23). 

 Após a 2ª hora da indução do edema todos os grupos tratados com diferentes 

doses dos polissacarídeos bem como com o L-NAME, apresentam redução 

significativa do edema (p< 0.001) quando comparados ao controle positivo.     
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FIGURA 23: Efeito antiedematogênico dos polissacarídeos de S. nitidum no modelo 
de edema de pata induzido por histamina. Os dados foram expressos em Média± 
DP. 
 

 

 

 

4.4.4.1  Análises histológicas do edema de pata induzido por histamina 

 

 As análises histológicas das patas dos animais foram realizadas para verificar 

o efeito dos polissacarídeos sobre o infiltrado celular. Essas análises demonstraram 

que os animais que foram sensibilizados apenas com histamina e não foram 

tratados (controle positivo) apresentaram intenso infiltrado celular, característico de 

reação inflamatória (FIGURA 24 - A), enquanto aqueles que receberam apenas 

solução salina (controle negativo) mostraram ausência de reação inflamatória 

(FIGURA 24-B).  

 Na figura 24 - D, E e F, observa-se que nas patas tratadas com os 

polissacarídeos do fungo S. nitidum em todas as doses ( 10, 30 e 50 mg/Kg, 

respectivamente) houve uma diminuição significativa do recrutamento de células 

para o local da inflamação. Isto também pode ser observado na análise histológica 

da pata tratado com L-NAME (FIGURA 24- C).  
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FIGURA 24: Análises histológicas (100X) das patas de diferentes grupos do modelo 
de edema de pata induzido por histamina. A – Controle positivo (Histamina – sem 
tratamento); B- Controle negativo (salina); C - L-NAME (50 mg/kg); D - 
polissacarídeos de S. nitidum a 10 mg/kg; E – polissacarídeos de S. nitidum a 30 
mg/kg; F – polissacarídeos de S. nitidum a 50 mg/kg.  
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 4.4.6 Avaliação do efeito dos polissacarídeos de S. nitidum na peritonite 

induzida por tioglicolato de sódio ou zymosan 

 

 A peritonite foi um outro modelo de inflamação utilizado neste estudo. Neste 

modelo podemos observar o efeito anti-inflamatório através da diminuição migratória 

do número de leucócitos para o sítio da inflamação.  

 No modelo de peritonite induzida por tioglicolato de sódio pode-se observar 

uma redução de cerca de 38±3% do número global de leucócitos quando 

administrado a dose de 10 mg/Kg dos polissacarídeos de S. nitidum. Para as demais 

doses testadas dos polissacarídeos do citado fungo, 30 e 50 mg/kg, a redução do 

processo inflamatório foi de 31±1% e 15±3%, respectivamente (FIGURA 25). Dessa 

forma, os polissacarídeos não demonstraram ser dose-dependentes e a dose que 

teve um melhor efeito anti-inflamatório através deste modelo de inflamação foi a de 

10 mg/Kg. 

 Segundo os testes estatísticos utilizados, em todos os grupos tratados com 

diferentes doses dos polissacarídeos de S. nitidum foi verificada redução 

significativa (p<0.001) na migração celular quando comparados ao controle positivo. 

Além disso, também foram verificadas diferenças estatísticas significativas (p<0.001) 

entre os grupos tratados com 10 versus 50 mg/kg e 30 versus 50 mg/kg de 

polissacarídeos. A significância estatística encontrada para a análise dos grupos 

tratados 10 versus 30 mg/kg foi de p< 0.1.  
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FIGURA 25: Efeito de diferentes doses de polissacarídeos no modelo de peritonite 
induzida por tioglicolato de sódio. Os valores foram expressos em Média±DP. O 
valor de p<0.001(***) foi considerado estatisticamente significante. 
 

 

 

 

 

 Entretanto, no modelo de peritonite induzida por zymosan pode-se observar 

uma redução de cerca de 66±3% do número global de leucócitos quando 

administrado a dose de 10 mg/Kg e 30 mg/kg dos polissacarídeos de S. nitidum. 

Para as demais doses testadas dos polissacarídeos do citado fungo, 50 e 100 

mg/kg, a redução do processo inflamatório foi de 60±10% e 52±10%, 

respectivamente (FIGURA 26). Dessa forma, os polissacarídeos não demonstraram 

ser dose-dependentes e a dose que teve um melhor efeito anti-inflamatório através 

deste modelo de inflamação foi a de 10 mg/Kg.               

 Segundo os testes estatísticos utilizados, em todos os grupos tratados com 

diferentes doses dos polissacarídeos de S. nitidum foi verificada redução 

significativa (p<0.001) na migração celular quando comparados ao controle positivo. 

Além disso, também foram verificadas diferenças estatísticas significativas (p<0.001) 

entre os grupos tratados 30 versus 100 mg/kg. Nenhuma significância estatística foi 

encontrada para a análise entre os outros grupos tratados. 
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FIGURA 26: Efeito de diferentes doses de polissacarídeos no modelo de peritonite 
induzida por zymosan. Os valores foram expressos em Média±DP. O valor de 
p<0.001(***) foi considerado estatisticamente significante. 
 

 

 

 

 

 4.4.7 Avaliação dos teores de NO2/NO3 

 

 A expressão da iNOS é o resultado de uma resposta inflamatória localizada 

ou difusa resultante de uma  infecção ou dano tecidual. A expressão de iNOS 

também parece proteger tecidos de danos em resposta inflamatória aguda 

sistêmica, também chamada de sepse (AOKI, JOHNSON III,  LEFER, 1990). 

 O óxido nítrico na maioria dos fluidos do corpo é rapidamente metabolizado a 

produtos estáveis como o nitrito e nitrato.  

 De acordo com os resultados obtidos (FIGURA 27) no modelo de peritonite 

induzida por tioglicolato de sódio, observa-se que os polissacarídeos do fungo S. 

nitidum demonstraram redução significativa dos teores de NO2/NO3 da ordem de 

32±10 em relação ao controle positivo.  
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 Entretanto, no modelo de peritonite induzida por zymosan, não foi observado 

redução dos teores de NO2/NO3 em nenhuma das doses testadas em relação ao 

controle positivo. (FIGURA 28). 

 

 

FIGURA 27: Efeito de diferentes doses de polissacarídeos no conteúdo de NO 
(NO2/NO3) no modelo de peritonite induzida por tioglicolato de sódio.  Os valores 
foram expressos em Média±DP. O valor de p<0.001(***) foi considerado 
estatisticamente significante. 
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FIGURA 28: Efeito de diferentes doses de polissacarídeos no conteúdo de NO 
(NO2/NO3) no modelo de peritonite induzida por zymosan.  Os valores foram 
expressos em Média ± DP.  
 

 

 

 

 

 

 4.4.8 Ensaio de dot-blot para NF-kB 

 

 A ativação do fator nuclear κB é um evento crítico na inflamação. A ativação 

do  NF-kB está relacionada à ativação de genes para muitas citocinas, quimiocinas e 

moléculas de adesão. Esse experimento foi realizado para verificar se os 

polissacarídeos do fungo S. nitidum são capazes de modular a expressão do NF-κB. 

De acordo com os resultados obtidos, a dose que teve o melhor efeito foi a de 30 

mg/kg reduzindo em 63±8% a expressão do NF-κB enquanto as doses de 50 e 100 

mg/kg reduziram apenas 30±1% (FIGURA 29). 

 Segundo os testes estatísticos utilizados, em todos os grupos tratados com 

diferentes doses dos polissacarídeos de S. nitidum foi verificada redução 
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significativa (p<0.001) na expressão do NF-kB quando comparados ao controle 

positivo. Além disso, também foram verificadas diferenças estatísticas significativas 

(p<0.001) entre os grupos tratados com 30 versus 50 mg/kg e 30 versus 100 mg/kg 

de polissacarídeos. Nenhuma significância estatística foi encontrada para a análise 

entre 50 versus 100 mg/kg.  

 

 

 

 

 

 

FIGURA 29: Avaliação da modulação da expressão do NF-κB no lavado peritoneal 
de camundongos com peritonite induzida por zymosan e previamente tratados com 
diferentes doses de polissacarídeos de S. nitidum (30, 50 e 100 mg/kg). Os valores 
foram expressos em Média±DP. O valor de p<0.001(***) foi considerado 
estatisticamente significante. 
 

 

 

 

 

 

 



1. 90 

 

 4.4.9 Análise de citocinas 

 

 Um evento muito importante no processo inflamatório é o  influxo de células e 

o acúmulo de mediadores inflamatórios, como as citocinas.  

 O lavado peritoneal dos camundongos com peritonite induzida por zymosan 

também foi utilizado para este ensaio que visa avaliar o efeito dos polissacarídeos 

de Scleroderma nitidum sobre a expressão de citocinas pró e anti-inflamatórias. O 

efeito de diferentes doses desses polissacarídeos foram testadas. 

 Observou-se um aumento na liberação das citocinas anti-inflamatórias IL-1ra 

e IL-10 cerca de 3x e 2x, respectivamente, nos grupos tratados com os 

polissacarídeos quando comparado ao controle positvo. Também foi observada uma 

significativa diminuição (75%)  dos níveis de IFN-γ e uma leve diminuição nos níveis 

de IL-2 e MIP-1β de 22% e 29%, respectivamente, nos grupos tratados com as 

diferentes doses de polissacarídeos. Além disso, o efeito dos polissacarídeos não 

mostrou ser dose-dependente (FIGURA 30). 
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FIGURA 30: Efeito dos polissacarídeos de S. nitidum (10 e 50 mg/kg) sobre a 
expressão das citocinas IL-1ra, IL-10, IFN-γ, IL-2 e MIP-1β no lavado peritoneal de 
camundongos com peritonite induzida por zymosan. Os valores foram expressos em 
Média ± DP. *a: Valores de IL-1ra que ficaram “out of range” (OOR). 
 

 

 

 

 

 4.4.10 Avaliação da capacidade dos polissacarídeos de S. nitidum na 

potencialização do efeito de fármacos comerciais 

  

 Constatado o efeito anti-inflamatório dos polissacarídeos do fungo S. nitidum, 

objetivou-se verificar a possibilidade desses polissacarídeos de potencializar a ação 

de fármacos como Diclofenaco e L-NAME. 

 Dois fármacos foram utilizados para este ensaio: O L-NAME e o diclofenaco. 

O diclofenaco é um inibidor das COX 1 e 2 enquanto o L-NAME é um inibidor 

competitivo da arginina que promove a diminuição da atividade enzimática da NOS 

(BOGLE et al., 1992). 
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 Pode ser observado na FIGURA 31 que a dose de polissacarídeos testada 

(10 mg/kg) aplicada conjuntamente com diclofenaco foi capaz de exceder a ação 

deste fármaco em cerca de 10±1%. Enquanto os polissacarídeos aplicados em 

conjunto com o L-NAME não demonstrou redução significativa.  

 Segundo os testes estatísticos utilizados, em todos os grupos tratados foi 

verificada redução significativa (p<0.001) da migração celular quando comparados 

ao controle positivo. No entanto, nenhuma significância estatística foi encontrada 

para a análise entre os grupos tratados (p>0.5). 

 

 

 

 

 

FIGURA 31: Efeito anti-inflamatório dos polissacarídeos de Scleroderma nitidum (10 
mg/kg) na potencialização de fármacos no modelo peritonite induzida por zymosan. 
Os valores foram expressos em Média ± DP. O valor de p<0.001(***) foi considerado 
estatisticamente significante.  
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           4.4.11  Determinação da viabilidade celular ex vivo 

 

 

 O azul de trypan é corante muito utilizado para se determinar a viabilidade 

das células. Este corante é capaz de atravessar a membrana de células danificadas, 

que tornam-se arroxeadas. As células viáveis podem ser observadas em tons 

amarelados a translúcidos.  

 Os resultados mostraram que os polissacarídeos testados não produziram 

efeito tóxico em todas as doses testadas de modo que o a porcentagem máxima de 

células inviáveis foi 10% para a dose de 75 mg/Kg após 24 horas da administração 

e, portanto, os polissacarídeos testados não atingiram o LD50 em nenhuma das 

doses testadas (FIGURA 32). 

 

 

 

 

 

 

Figura 32: Avaliação da citotoxicidade dos polissacarídeos de S. nitidum (25 e 75 
mg/kg) no modelo de viabilidade celular ex vivo. Polissacarídeos foram 
administrados intraperitonialmente em camundongos e após 4h e 24h células foram 
coletadas e contadas. A viabilidade celular foi analisada pelo método de azul de 
trypan. Os valores foram expressos em Média ± DP. 
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5 DISCUSSÃO 

 

 

 Diversos polissacarídeos fúngicos têm sido investigados por apresentarem 

uma ampla variedade de ações farmacológicas. Entretanto, sua aplicação 

terapêutica parece estar relacionada à estrutura química e a conformação espacial 

de cada biomolécula e pequenas diferenças estruturais de cada polímero pode 

resultar em características únicas para diferentes aplicações biotecnológicas 

(COLLEONI-SIRGHIE; FULTON; WHITE, 2003; WASSER, 2002). 

 Neste estudo foram determinados alguns aspectos estruturais dos 

polissacarídeos do fungo S. nitidum. Não foram encontrados relatos na literatura 

acerca dos parâmetros nutricionais deste fungo. Assim, resolveu-se analisar, 

inicialmente, sua composição centesimal.  

 Os cogumelos comestíveis são, em geral, alimentos com valor nutricional, 

com baixo teor de carboidratos e de gordura, além de possuírem significativas 

quantidades de proteínas e vitaminas. Sua composição química varia de acordo com 

a espécie e a linhagem avaliada (EIRA et al., 1996).  

 O teor encontrado nos corpos de frutificação do fungo em questão referente 

às proteínas (3,59%) está de acordo com BRAGA et al., (1998) que afirma que o  

conteúdo de proteínas em cogumelos é relativamente alto, alcançando de 1,5% a 

6% de sua massa fresca, de acordo com as diferenças entre espécies. Por outro 

lado, DORE et al., (2007)  citam valores da ordem de 44,8% para proteínas nos 

corpos de frutificação do fungo G. saccatum. Estes citam ainda que este extrato 

polissacarídico é composto por uma grande quantidade de carboidratos (84%).  

 A extração aquosa de polissacarídeos é uma das técnicas mais utilizadas nos 

estudos científicos (BELLINI et al., 2006; GIACOMINI et al.,2003; BARBISAN et al., 

2002;  LAVI et al., 2006) . Sua eficiência na obtenção dos polissacarídeos, o alto 

rendimento e o baixo custo podem ser os principais motivos de sua larga utilização. 

 JEONG et al., (2004)  também mostraram que extratos solúveis em água e o 

precipitado etanólico obtido a partir dos corpos de frutificação do fungo Coriolus 

versicolor apresenta altos teores de polissacarídeos (74%). Assim, após extração 

aquosa do fungo Scleroderma nitidum, os valores ficaram em torno de 94% para 

açúcares totais, demonstrando que o composto extraído de Scleroderma nitidum é 

composto prioritariamente por polissacarídeos. Esse resultado mostra que a 
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extração aquosa dos corpos de frutificação de fungos é uma forma eficiente de 

obtenção de polissacarídeos. 

 Uma das primeiras medidas a serem tomadas a respeito da análise estrutural 

de um polissacarídeo é conhecer os resíduos monossacarídicos que o constituem 

(NELSON; COX, 2000). No presente estudo com Scleroderma nitidum foram 

encontrados resíduos de galactose, manose, fucose e glicose, sendo este último o 

principal constituinte. Esta mesma composição monossacarídica foi encontrada por 

estar presente na heterogalactana do fungo comestível Flamulina velutipes 

(SMIRDELE et al., 2008). Entretanto, não foram encontrados estudos com fungos 

deste mesmo gênero.   

 A análise de infravermelho é comumente aplicada à identificação de 

características estruturais específicas, como a configuração das ligações glicosídicas 

e a presença de proteína (GUTIÉRREZ; PRIETO; MARTÍNEZ, 1996; KRCMAR et al., 

1999). Aqui, observou-se a presença de sinais em algumas bandas do espectro que 

estão possivelmente relacionadas com a presença de proteínas no composto 

possivelmente formando complexos.   

 Várias espécies de fungos já foram descritas por possuírem significativas 

propriedades farmacológicas (LULL, WICHERS, SAVELKOUL, 2005). Essas 

pesquisas acerca de fungos com potencial medicinal têm sido realizadas com 

objetivo de descobrir compostos que possam modular positiva ou negativamente o 

sistema imunológico.    

 Neste estudo procurou-se verificar a potencialidade farmacológica de 

polissacarídeos extraídos do fungo Scleroderma nitidum frente a diversos aspectos 

farmacológicos tais como a atividade anticoagulante, antimicrobiana, antioxidante e 

anti-inflamatória. 

 Alguns cogumelos necessitam de componentes antibacterianos e antifúngicos 

para conseguirem sobreviver em seu ambiente natural (LINDEQUIST, TEUSCHER, 

NARBE, 1990). Vários compostos com ação antibacteriana já foram isolados de 

fungos (BADALYAN, 2004; BENDER et al., 2003). MONTHANA et al., (2000) 

mostraram que um composto produzido pelo cogumelo Ganoderma pfeifferi,  

denominado de ganomicina, inibiu o crescimento de Staphylococcus aureus 

resistente à meticilina e outras bactérias. 

 Entretanto, os polissacarídeos do fungo S. nitidum não foram efetivos contra 

as bactérias E. coli e S. aureus. Resultados similares foram encontrados em alguns 
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estudos, os quais mostram que o extrato aquoso de fungos possui um baixo 

potencial antibacteriano (HUR et al., 2004; JONATHAN; FASIDI, 2003). 

 A avaliação dos polissacarídeos do fungo utilizado neste trabalho sobre a 

cascata de coagulação demonstrou que estes não possuem propriedades 

anticoagulantes.  

 Estudos mostram que a presença do grupo sulfato é essencial para a 

atividade coagulante. Esse fato é resultante de uma maior interação entre as cargas 

negativas providas pelo sulfato com as cargas positivas de proteínas responsáveis 

pela regulação do processo de coagulação (HUANG et al., 2003). Além disso, 

estudos mostram que a habilidade de compostos sulfatados em interferir na 

coagulação sanguínea não depende exclusivamente do conteúdo de sulfato, mas da 

sua massa molecular e conformação (NISHIMO; NAGUMO, 1992).  

 Um polissacarídeo acídico com atividade anticoagulante foi isolado dos 

corpos de frutificação do cogumelo comestível de Auricularia auricula e sua ação foi 

atribuída à inibição da trombina pela antitrombina, e não pelo cofator II da heparina 

(YOON et al., 2003). Assim, a ausência de cargas negativas, incluindo grupos 

sulfatados, nos polissacarídeos de S. nitidum pode ser o motivo para que estes não 

apresentem potencial anticoagulante. 

 Na coagulação sanguínea e na inflamação estão as principais respostas do 

organismo às infecções (ESMON, 2004). Observa-se que na resposta inflamatória 

aguda pode haver a suspensão das vias anticoagulantes naturais por consumo, 

inativação proteolítica ou regulação da expressão das proteínas envolvidas nas 

mesmas (OPAL; ESMON, 2003).  

 Vários mecanismos in vitro e in vivo têm sido relatados por estarem 

envolvidos com a atividade anti-inflamatória exercida pelos compostos fúngicos. 

Dentre eles podem ser citados a inibição de mediadores lipídicos da inflamação 

como: ciclooxigenases por ácidos graxos e esteróis de G. frondosa e Agrocybe 

aegerita,e pelo extrato etanólico de G. lucidum (HONG et al., 2004; ZHANG et al, 

2002); e da 5-lipoxigenase pelo extrato acetônico de G. frondosa (HIROTA,1997). 

 Justifica-se também pela inibição ou diminuição do nível de citocinas, tais 

como Interleucinas (ILs), Interferon (IFN-γ) e Fator de Necrose tumoral (TNF-α) pelo 

extrato etanólico de Agaricus subrufescens, bem como pelos polissacarídeos e 

glucoconjugados2 de Phellinus linteus (ERKEL et al., 1996; KIM et al., 2003; KUO et 

al., 2002) e a inibição da produção de células inflamatórias (linfócitos e macrófagos) 
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pelo extrato etanólico de A. subrufescens (KUO et al., 2002) ou aumento da 

apoptose pelos polissacarídeos de P. linteus (KIM et al., 2003).  

 Para avaliar o potencial anti-inflamatório dos polissacarídeos do fungo S. 

nitidum realizou-se a indução da inflamação através de quatro modelos, a peritonite 

induzida por tioglicolato ou zymosan e o edema de pata induzido por carragenana ou 

histamina.  

 Segundo ARYA; KUMAR, (2005) a fase inicial do edema induzido por 

carragenana envolve o influxo celular associado à liberação de histamina e 

serotonina, que é seguida pela produção de bradicinina e prostaglandinas e todos 

estes mediadores produzem inflamação quando injetados por via subcutânea. 

 A histamina atua em muitos processos fisiológicos inclusive na inflamação. É 

um mediador do processo inflamatório que atua em receptores específicos 

(receptores histaminérgicos) promovendo, principalmente, a vasodilatação e 

aumento da permeablidade vascular (RANG et al, 2007; SHERWOOD e TOLIVER-

KINSKY, 2004).  

 A diminuição do edema observada nos grupos tratados com os 

polissacarídeos desse fungo pôde ser observada nos dois modelos de edema de 

pata superando, inclusive, o efeito do L-NAME, um inibidor não seletivo da óxido 

nítrico sintase, que possui atividade anti-inflamatória. Nos modelos de edema 

testados pode-se demonstrar que esses polissacarídeos possuem características de 

potenciais compostos anti-inflamatórios.  

 A inflamação aguda é mediada, essencialmente, pela formação do exudato e 

migração de leucócitos. A peritonite é um modelo de inflamação aguda muito 

utilizada para verificar o efeito de diversos compostos sobre a migração leucocitária 

e/ou sobre diferentes mediadores envolvidos neste processo. Estudos comprovam o 

potencial de polissacarídeos extraídos de fungos na redução da migração de 

leucócitos para os locais da inflamação (QUEIROZ et al., 2010). 

 Durante o processo inflamatório, os monócitos vão sendo recrutados para o 

parênquima tecidual, onde são ativados para se tomarem células com função 

fagocítica (ABBAS; JANEWAY, 2000). Estas células podem liberar citocinas 

inflamatórias, radicais livres e óxido nítrico, os quais podem mediar à lesão tecidual 

relacionada à resposta inflamatória (GORDON, 2001; HERMANN et al., 2001).  

 Um modo de recrutar macrófagos elicitados para a cavidade peritoneal é 

através da administração de um agente inflamatório não-específico como o 
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tioglicolato. O potencial desse composto no recrutamento celular é amplamente 

utilizado em estudos sobre resposta imunológica (MONTESINOS; DESAI; 

CRONSTEIN, 2006; SZÁNTÓ et al., 2004; TAYLOR et al., 2002). 

 Neste trabalho, observamos a ação anti-inflamatória dos polissacarídeos do 

fungo Scleroderma nitidum em ensaios de peritonite induzida por tioglicolato de 

sódio ou zymosan através da redução da migração de leucócitos para o local da 

injúria nos dois modelos testados. No entanto, nesses experimentos não foi 

observado o efeito dose-dependente dos polissacarídeos. Assim, este perfil de 

redução apresentado pelos polissacarídeos de S. nitidum pode estar relacionado a 

uma absorção errática relacionada aos diferentes perfis de absorção pela via de 

administração utilizada ou ainda, à solubilidade do composto. 

 O zymosan é um polissacarídeo derivado do fungo Saccharomyces 

cerevisiae, que possui a β-glucana como principal componente estrutural e cuja 

administração em tecidos promove intensa reação inflamatória. Na fase aguda, após 

administração do zymosan, pode-se verificar o aumento da permeabilidade vascular 

e migração celular (BROWN; GORDON, 2003). O zymosan pode ser reconhecido 

por macrófagos através do receptor Dectina-1(WILLMENT et al., 2003). Este 

receptor medeia uma variedade de respostas celulares a β-glucanas como a 

fagocitose, explosão respiratória e pode induzir a produção de citocinas pró-

inflamatórias e quimiocinas (BROWN  et al., 2003; GANTNER  et al., 2003; HERRE 

et al., 2004). 

 O reconhecimento de β-glucanas pelo CR3 tem sido proposto por afetar a 

migração transendotelial de neutrófilos ativados (ROSS, 2000; TSIKITIS et al., 

2004). Um estudo realizado por Tappler; Sandler, (1995) verificou que a ocupação 

do receptor de β-glucana (CR3) pelo ligante inibe a resposta do zymosan, sugerindo 

que um dos mecanismos para que este último exerça sua atividade seja sua ligação 

ao CR3, que é um dos receptores para β-glucanas.  

 Polissacarídeos fúngicos podem ter seu efeito anti-inflamatório resultante ou 

não da alteração dos níveis de óxido nítrico. Neste estudo foram constatadas 

diferenças na modulação da expressão do óxido nítrico nos dois modelos de 

peritonite testados. Foi verificado que os polissacarídeos fúngicos apresentaram um 

efeito supressor dos níveis de óxido nítrico mais significativo na peritonite induzida 

por tioglicolato de sódio que na peritonite induzida por zymosan. Entretanto, a 

migração celular mostrou estar diminuída neste último modelo nos grupos tratados 
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com diferentes doses de polissacarídeos S. nitidum. Sabendo que os 

polissacarídeos de S. nitidum apresentam glucanas conforme verificado nas análises 

de infravermelho, uma possível explicação poderia ser que no pré-tratamento 

realizado por diferentes doses dos polissacarídeos houvesse a ocupação de 

receptores direcionada ao receptor CR3, restringindo o efeito dos polissacarídeos de 

S. nitidum à migração celular. 

 Durante o processo inflamatório a enzima NO sintase induzível (iNOS), é 

estimulada por citocinas pró-inflamatórias como TNF-α e IFN-γ, que são produzidas 

pelas células mononucleares e que estão envolvidas na patogênese de várias 

doenças inflamatórias, aumentando a permeabilidade vascular e causando a 

vasodilatação pela modulaçao do óxido nítrico (MOOKERJEE  et al., 2003).  

 A maioria dos efeitos dos derivados de cogumelos inclui mitogenicidade e 

ativação de células do sistema imunológico como células hematopoiéticas, linfócitos, 

macrófagos e células NK, resultando na produção de citocinas (LULL, WICHERS, 

SAVELKOUL, 2005). A ativação de macrófagos pela via clássica leva a secreção de 

óxido nítrico e citocinas pró-inflamatórias enquanto a ativação pela via alternativa 

leva a liberação de citocinas anti-inflamatórias (GORDON, 2003). 

 Diversos estudos já comprovaram efeitos dos polissacarídeos fúngicos sobre 

macrófagos. O extrato solúvel em água de L. lepideus foi capaz de modular os níveis 

de citocinas como TNF-α, IL-1β, IL-10, IL-12, GM-CSF, IL-18 (JIN et al., 2003). 

Polissacarídeos isolados de Phellinus linteus apresentaram atividade tumoricida de 

macrófagos induzida pelo aumento de óxido nítrico (HAN et al., 1999; KIM, OH, 

PARK, 2003). 

 O antagonista do receptor IL-1 (IL-1RA) é um bloqueador que impede a união 

de IL-1a e IL-1b e desempenha um papel importante na resposta inflamatória 

(AREND, 1993). Os polissacarídeos do fungo S. nitidum elevaram em mais de três 

vezes os níveis de IL-1ra no lavado peritoneal de camundongos com peritonite 

induzida por zymosan. Outros carboidratos fúngicos também mostraram habilidade 

em interferir na liberação dessa proteína. 

 AHCC, compostos correlacionados a hexose ativa, produzido a partir de um 

fungo basidiomiceto comestível apresentou efeito anti-inflamatório em um modelo de 

colite induzida por hapteno e um dos fatores encontrados para seu efeito foi o 

aumento dos níveis de IL-1ra (DADDAOUA et al., 2007). 
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 Polissacarídeos do micélio de Ganoderma lucidum foram capazes de induzir 

maturação funcional e fenotípica de células dendríticas humanas com concomitante 

liberação de IL-12 e IL-10 (CHAN et al.,  2007). A IL-10 é uma citocina importante 

porque suprime a produção de citocinas pró-inflamatórias por outras células. Além 

disso, esta é uma citocina imunossupressora que torna paralisada a proliferação de 

células T (BUGGINS et al., 2001). O aumento da expressão de IL-10 também foi 

encontrado nos grupos tratados com os polissacarídeos de S. nitidum.  

 A IL-2 desempenha um papel complexo no sistema imune. É a principal 

citocina indutora de proliferação celular, também influencia nos fenômenos de 

diferenciação e age como regulador negativo da ativação imune (GAFFEN, 2001). O 

interferon-gama (IFN-γ) ativa os macrófagos promovendo a produção de 

intermediários reativos de nitrogênio e oxigênio (RAJA, 2004). A IL-2 também é 

capaz de aumentar a produção de IFN-γ  e, assim, pode contribuir para a defesa do 

hospedeiro (KASAHARA et al., 1983). Neste estudo foi observado uma significativa 

diminuição (75%)  dos níveis de IFN-γ e uma diminuição estatisticamente não 

significante de IL-2 (22%). 

 A proteína inflamatória de macrófagos1 beta (MIP-1β) é uma quimiocina que 

induz quimiotaxia e adesão de células T (TANAKA et al., 1993). Os níveis de MIP-1β 

foram encontrados por estarem reduzidos após tratamento com a dose de 50 mg/kg 

dos polissacarídeos de Scleroderma nitidum. 

 O aumento dos níveis de citocinas anti-inflamatórias concomitante a 

diminuição da liberação de citocinas pró-inflamatórias sugere uma explicação 

plausível para a atividade anti-inflamatória dos polissacarídeos extraídos do fungo 

Scleroderma nitidum.    

 Os macrófagos podem ser ativados por diversos estímulos e, assim, exercer 

funções como a fagocitose, produção de citocinas e de outros mediadores 

(JANEWAY, 1999). Durante esse processo ocorre a ativação do metabolismo 

oxidativo que reflete o aumento do consumo de oxigênio que culmina na geração de 

substâncias altamente oxidantes como peróxido de hidrogênio e superóxido 

(HITCHON; EL-GABALAWY, 2004). Esse processo é conhecido como “burst” 

oxidativo. Embora esses metabólitos reativos de oxigênio gerados pelos fagócitos 

sejam fundamentais para o mecanismo de defesa, estes radicais livres produzidos 

podem lesar os tecidos ao seu redor (WEISS; LOBUGLIO, 1982). 
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 Os antioxidantes podem agir nos organismos vivos por diferentes 

mecanismos como a sequestro de radicais livres, a complexação de íons metálicos, 

a decomposição de peróxidos, a inibição de enzimas responsáveis pela geração de 

espécies reativas de oxigênio e nitrogênio e a modulação de vias de sinalização 

celulares (VASCONCELOS; SILVA; GOULART, 2006).  

 Os polissacarídeos de S. nitidum mostraram atividade antioxidante total com 

uma atividade relativa ao ácido ascórbico massa-dependente. Neste estudo, foi 

mostrado que o potencial redutor dos polissacarídeos de S. nitidum também se 

mostrou concentração-dependente.  

 Assim, pode ser observado que os polissacarídeos extraídos de S. nitidum 

demonstraram padrões semelhantes para sua atividade antioxidante total e potencial 

redutor.  Na literatura pode ser observada a correlação entre atividade antioxidante e 

potencial redutor de compostos fúngicos (WONG; CHYE, 2009; JAYAKUMAR; 

THOMAS; GERALDINE, 2009; LEE et al., 2008). 

 No processo inflamatório o ânion superóxido é produzido pela redução da 

molécula de oxigênio e possui importantes funções pró-inflamatórias como o 

aumento da permeabilidade microvascular, recrutamento de  neutrófilos e danos às 

células endoteliais (SALVEMINI; ISCHIROPOULOS; CUZZOCREA, 2003). Além 

disto, o superóxido pode reagir com o óxido nítrico culminando na formação do 

peroxinitrito, que é um oxidante altamente reativo que pode danificar biomoleculas e 

matar células (ALVAREZ; RADI, 2003; NATHAN; SHILOH, 2000).  

 Os polissacarídeos de S. nitidum inibiram em cerca de 36% a geração de 

radicais superóxido (IC50 12,70 mg/mL). Essa atividade inibitória do radical 

superóxido juntamente com a diminuição dos níveis de óxido nítrico observado no 

modelo de inflamação, pode ser importante para minimizar os possíveis danos 

acarretados no processo inflamatório por estes radicais bem como evitando a 

geração excessiva de peroxinitrito, o que poderia acarretar danos maiores. 

 Todos os componentes celulares, em princípio, são suscetíveis à ação das 

ROS. No entanto, a membrana é um dos componentes mais atingidos num processo 

conhecido como peroxidação lipídica. Neste processo, ocorre alterações na 

estrutura da membrana e na permeabilidade culminando na formação de produtos 

citotóxicos como o malonaldeído, por exemplo, e morte celular (NIKI et al., 2005).  

 Extratos aquosos e metanólicos de diversas espécies fúngicas já tiveram seu 

efeito na inibição da peroxidação lipídica comprovados (PUTTARAJU et al., 2006). 
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Os polissacarídeos alvo deste estudo também foram efetivos na inibição da 

peroxidação lipídica exibindo taxas de até 36% de inibição (EC50 10,4 µg/ml).  

 O fator transcricional NF-kB é importante para uma série de processos 

celulares como imunidade, proliferação celular, apoptose e inflamação (GLOIRE; 

LEGRAND-POELS; PIETTE, 2006). 

 Sabendo que os polissacarídeos de S. nitidum atuaram como anti-

inflamatórios nos modelos testados, resolvemos avaliar um possível mecanismo de 

ação para explicar seus efeitos biológicos. Assim, foi realizado um ensaio para 

verificar a expressão do fator nuclear κB (NF-κb) no modelo de peritoniite induzida 

por zymosan. Neste modelo foi verificado que nos grupos tratados com diferentes 

doses dos polissacarídeos do fungo Scleroderma nitidum observou-se uma redução 

significativa da expressão do NF-κb, mostrando que os polissacarídeos poderiam 

atuar modulando a inflamação através da regulação da expressão do NF-κb. Tal fato 

poderia explicar o efeito anti-inflamatório desses polissacarídeos.  

 O NF-kB é um dos reguladores mais importantes da expressão de genes pró-

inflamatórios. Esse fator transcricional regula a síntese de citocinas ( TNF-α, IL-1β, 

IL-6 e  IL-8) e, além disso,  pode estimular a iNOS aumentando a produção de NO 

(AUPPERLE et al., 1999; MOLAVI;  MEHTA, 2004). 

 Neste mesmo ensaio foi verificado que os compostos fúngicos modularam os 

níveis de citocinas, entretanto, não foi verificada redução significativa dos níveis de 

óxido nítrico.   

 O NF-kB foi o primeiro fator transcricional mostrado ser regulado pelo estado 

redox (LEGRAND-POELS et al., 1990; CHRECK; RIEBER; BAEUERLE, 1991). E a 

maioria dos estudos que avalia a ativação do NF-kB induzida por oxidantes têm 

usado H2O2 como fonte direta de ROS. 

 O mecanismo de ativação do NF-kB induzido por H2O2 depende 

principalmente da ativação da IKK. Entretanto, os caminhos redox-sensíveis na 

origem da ativação podem ser diferentes e depender do tipo celular.         

Por exemplo, em células T o H2O2 induz fosforilação de IkBa nos resíduos de ser 32 

e 36 induzida por IKK ou nos resíduos de tyr 42 mediada por Syk, dependendo da 

expressão da inositol fosfatase SHIP-1. Entretanto, em células epiteliais, 

desencadeia a ativação do complexo IKK através da ativação do PKD (GLOIRE; 

LEGRAND-POELS; PIETTE, 2006). 
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 O radical superóxido pode sofrer dismutação espontânea ou não espontânea, 

através da superóxido dismutase (SOD) para formar H2O2 (SEGAL, 2005; REPINE; 

FOX; BERGER, 1981). No processo inflamatório, a ativação de células fagocitárias 

leva a um aumento da produção de espécies reativas, dentre essas pode ser 

destacado o ânion superóxido (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2000). 

 Neste estudo foi demonstrado que os polissacarídeos de S. nitidum possui 

potencial de sequestro de radicais superóxido. Desta forma, é possível que a 

diminuição da geração de H2O2 ocasionada pela redução de ânion superóxido nos 

grupos tratados com diferentes doses de polissacarídeos possa ser uma explicação 

plausível para a diminuição da expressão do NF-kB no modelo utilizado.  

 Sabendo da importância de se avaliar a citotoxicidade de um composto com 

possível aplicação terapêutica foi realizado a determinação da atividade destes 

polissacarídeos sobre a viabilidade celular, pelo método de exclusão por azul de 

trypan. Os dados apresentados neste trabalho evidenciam que os polissacarídeos 

do fungo S. nitidum não interferem na viabilidade celular. 

 A massiva produção de óxido nítrico pode levar a uma resposta tóxica 

exacerbada (COTRAN; KUMAR; COLLINS, 1994).  Dessa forma, ausência de efeito 

estimulador dos polissacarídeos de S.nitidum sobre a produção de óxido nítrico pode 

estar relacionada com a não ocorrência de efeitos citotóxicos dos polissacarídeos 

alvo deste estudo. 

 Neste estudo, verificou-se que os polissacarídeos extraídos dos corpos de 

frutificação do fungo S. nitidum apresentaram características de compostos 

antiinflamatórios atuando na redução do edema, na modulação do sistema 

imunológico verificado através da alteração dos níveis de mediadores inflamatórios 

como o óxido nítrico e citocinas e, além disso, influenciou na migração celular. A 

atividade antioxidante desses polissacarídeos pode ter sido importante para sua 

ação antiinflamatória possivelmente através da supressão da expressão do fator 

nuclear κB. No entanto, o efeito desses polissacarídeos no processo inflamatório, e 

mais especificamente na modulação do sistema imunológico, necessita de estudos 

complementares. 
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6 CONCLUSÕES 

 

 

 As análises de composição centesimal mostram que os corpos de frutificação 

do fungo Scleroderma nitidum apresentam altos teores de fibras, cinzas e 

carboidratos; 

 

 As análises colorimétricas mostram que o extrato aquoso é composto 

prioritariamente por carboidratos e indicam um baixo teor de proteínas; 

 

 Os polissacarídeos extraídos de Scleroderma nitidum apresentam glicose, 

galactose, manose e fucose como componentes monossacarídicos;  

 

 As análises de infravermelho dos polissacarídeos do fungo Scleroderma 

nitidum demonstraram um possível complexo polissacarídeo-proteína; 

 

 Os polissacarídeos de S. nitidum não exibiram atividades anticoagulante e 

antibacteriana contra E. coli e S. aureus; 

 

 Esses polissacarídeos demonstram potencial antioxidante com atividade 

relativa ao ácido ascórbico massa-dependente; 

 

 Esses polissacarídeos atuam sobre o sequestro de radicais superóxido com 

uma taxa de inibição concentração-dependente (IC50 12,70 mg/ml); 

 

 A atividade antioxidante foi confirmada pela presença de potencial redutor dos 

polissacarídeos concentração dependente e pela inibição da peroxidação lipídica 

(EC50 10,4 µg/ml); 

 

 A ação anti-inflamatória dos polissacarídeos de S. nitidum foi confirmada 

pelos modelos de edema de para induzido por carragenana ou histamina bem como 

pelos ensaios de peritonite induzida por tioglicolato de sódio ou zymosan, em que os 



1. 105 

 

polissacarídeos atuaram na redução do edema e da migração celular, 

respectivamente; 

 

 Os polissacarídeos mostram habilidade em modular os níveis de óxido nítrico 

no modelo de peritonite induzida por tioglicolato de sódio. Tal fato não pode ser 

observado para os ensaios de peritonite induzida por zymosan; 

 

 Os polissacarídeos do fungo Scleroderma nitidum modulam os níveis de NF-

κB no lavado peritoneal de camundongos com peritonite induzida por zymosan 

provavelmente por seu potencial de seqüestro dos radicais superoxido; 

 

 Os polissacarídeos parecem não potencializar o efeito de fármacos embora o 

efeito do diclofenaco tenha sido superado em 10% quando este foi administrado 

conjuntamente com os polissacarídeos de S. nitidum; 

 

 Os polissacarídeos de S. nitidum mostram alterar os níveis de citocinas pró e 

anti-inflamatórias como IL-1ra, IL-10, IFN-γ, IL-2 e MIP-1β no lavado peritoneal de 

camundongos com peritonite induzida por zymosan; 

 

 Os polissacarídeos do fungo Scleroderma nitidum não interferiram na 

viabilidade celular, pois o LD50 não foi atingido. 
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