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RESUMO 

 
Os exopolissacarídeos são compostos extracelulares produzidos por algumas 

espécies de fungos e bactérias. É sugerido que estas moléculas, inclusive quando na 
forma de complexo polissacarídeo-peptídeo, são as principais moléculas bioativas de 
vários fungos. Muitas das atividades biológicas apresentadas por esses compostos 
podem ser acentuadas e outras podem surgir quando se adiciona quimicamente aos 
polissacarídeos grupamentos polares ou apolares. O corpo de frutificação de Pleurotus 
sajor-caju produz um heteropolissacarídeo com atividade antioneoplásica e 
antimicrobiana, contudo outras atividades biológicas desse polímero ainda não foram 
avaliadas. Neste trabalho o exopolissacarídeo de Pleurotus sajor-caju foi sulfatado 
quimicamente e caracterizado estruturalmente. Também foram avaliadas as atividades 
antiproliferativa, antioxidante e anticoagulante do exopolissacarídeo nativo (PN) e de 
seu derivado sulfatado (PS). Eletroforese em gel de agarose, espectroscopia de 
infravermelho e ressonância magnética nuclear (¹³C) comprovaram o sucesso na 
sulfatação de PN para a obtenção de PS. Análise por cromatografia gasosa acoplada a 
espectroscopia de massa mostrou que PN e PS são constituídos de manose, galactose, 
3-O-metil-galactose e glicose na proporção percentual de 44,9:16,3:19,8:19 e 
49,7:14,4:17,7:18,2, respectivamente. O percentual de sulfato encontrado em PS foi de 
22,5%. Testes antioxidantes revelaram que o processo de sulfatação influencia de 
forma diferente nas atividades do exopolissacarídeo. Enquanto a capacidade 
antioxidante total, a capacidade de seqüestro de radical superóxido e a quelação férrica 
não foram influenciadas pela sulfatação, essa potencializou a atividade seqüestradora 
de radicais hidroxila e o poder redutor do exopolissacarídeo. Após o processo de 
sulfatação o exopolissacarídeo passou a apresentar atividade anticoagulante de forma 
dose-dependente, triplicando o tempo de coagulação em relação ao controle numa 
concentração de aproximadamente 2 mg/mL. O exopolissacarídeo não apresentou 
atividade antiproliferativa frente às células tumorais HeLa, porém após sulfatação ele 
passou a apresentar essa atividade de forma tempo-dependente, chegando a inibir em 
60% a taxa de proliferação das células com 2 mg/mL, após 72 h de exposição. Os 
resultados aqui obtidos mostraram que a sulfatação do exopolissacarídeo potencializou 
algumas de suas atividades. 

 

 

Palavras-chave: Polissacarídeos fúngicos sulfatados. Atividades biológicas. Células 
HeLa. Galactoglucomanana. 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

ABSTRACT 
 

The exopolysaccharides are extracellular compounds produced by some species of 
fungi and bacteria. It is suggested that these molecules, even when in the form of 
complex polysaccharide-peptide, are the main bioactive molecules of many fungus. 
Some of the biological activities displayed by these compounds can be accentuated and 
others may arise when you add chemically polar or nonpolar groups to polysaccharides. 
The fruiting body of Pleurotus sajor-caju produces a heteropolysaccharide with 
antineoplastic and antimicrobial activity, but other biological activities of this polymer 
have not been evaluated. In this work the exopolysaccharide of Pleurotus sajor-caju 
was sulfated chemically and structurally characterized. We also evaluated the 
antiproliferative, antioxidant and anticoagulant activities from native exopolysaccharide 
(PN) and its sulfated derivated (PS). Polyacrylamide gel electrophoresis, infrared 
spectroscopy and nuclear magnetic resonance (¹³C) proved successful in sulfation of 
PN to obtain PS. Analysis by gas chromatography-mass spectroscopy showed that PN 
and PS are composed of mannose, galactose, 3-O-methyl-galactose and glucose in 
proportion percentage of 44,9:16,3:19,8:19 and 49, 7:14,4:17,7:18,2, respectively. The 
percentage of sulfate found in PS was 22.5%. Antioxidants assays revealed that the 
sulfation procedure affects differently the activities of exopolysaccharides, while the total 
antioxidant capacity, the scavenging activity of superoxide radical and ferric chelating 
were not affected by sulfation, on the other hand the chemical modification of PN 
enhanced the scavenging activity of hydroxyl radical and reducing power. PS also 
showed anticoagulant activity in a dose-dependent manner and clotting time was 3.0 
times higher than the baseline value in APTT at 2 mg/mL. The exopolysaccharide not 
presented antiproliferative activity against HeLa tumor cells, but PS affects the cellular 
proliferation in a time-dependent manner. After 72 h, the inhibition rate of PS (2.0 
mg/mL) on HeLa cells was about 60%. The results showed that PN sulfation increase 
some of their activities. 

 

 

Keywords: Fungal sulfated polysaccharides. Biological activities. HeLa cells. 
Galactoglucanmanna. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
1.1 FUNGOS 
 

 
O reino fungi compreende um vasto grupo de organismos classificados como 

pertencente ao domínio Eukaryota. São seres heterótrofos com nutrição por absorção, 

imóveis, apresentando parede celular e células com baixo grau de diferenciação. Estão 

incluídos neste grupo tanto organismos unicelulares, como os bolores e leveduras, 

como os pluriceluares, representados pelos fungos comestíveis (PUTZKE; PUTZKE, 

1998). 

Ocorrendo no mundo todo, os fungos desempenham um papel essencial em 

todos os ecossistemas, pois juntamente com as bactérias são decompositores 

primários de matéria orgânica (ALEXOPOULOS; MIMS; BLACKWELL, 1996; 

BLACKWELL et al., 2007). Alguns fungos também são importantes parasitas, sendo 

responsáveis por diversas doenças em plantas e animais, inclusive em seres humanos 

(ALEXOPOULOS; MIMS; BLACKWELL, 1996). Por outro lado, eles são organismos de 

grande relevância para a farmacologia, pois algumas espécies produzem substâncias 

biotivas com uma variedade de propriedades terapeúticas (LUIZ et al., 2003; 

GUTERREZ et al., 2004; BRUM et al., 2005). Além disso, alguns dos fungos mais 

conhecidos são os tipos de fungos comestíveis e os que agem como fermentadores de 

vinho, cerveja, pão, queijo etc., sendo, portanto, importantes para a indústria 

alimentícia (KIRK et al., 2001).  

O reino fungi é dividido em quatro filos que compreende os Chytridiomycota, 

Zygomycota, Ascomycota e Basidiomycota. A grande maioria dos fungos que 

apresentam frutificação macróscopica está incluída no filo Basidiomycota (BRUNS; 

WHITE; TAYLOR, 1991; BRUNS et al., 1993), sendo constituídos por hifas modificadas, 

cujo conjunto compõe o micélio, o qual se diferencia em píleo, estipe, lamelas, anel e 

volva (bulbo basal) (Figura 01) (PUTZKE; PUTZKE, 1998). 
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Entre as 30.000 espécies desse filo estão presentes várias espécies de fungos 

comestíveis e venenosos, os gasteromicetos, as orelhas-de-pau, assim como dois 

grupos fitopatogênicos importantes, as ferrugens e os carvões (RAVEN; EVERT; 

EICHHORN, 2001). São conhecidas aproximadamente 2.000 espécies de fungos 

comestíveis e cerca de 30 delas são cultivadas comercialmente (COUTINHO, 2004). 

Dentre as quais os mais conhecidos mundialmente são: Agaricus blazei (cogumelo do 

sol), Pleurotus spp., Ganoderma spp. e Lentinus edodes (shiitake) (PUTZKE; PUTZKE, 

1998). O crescimento no consumo dos fungos comestíveis e, conseqüentemente 

aumento na produção e comercialização no Brasil, deve-se ao crescimento na 

divulgação do seu valor nutritivo e medicinal e por seu preço ter se tornado um pouco 

mais acessível à população (FURLANI; GODOY, 2007). 

Figura 01 – Desenho esquemático das principais 
estruturas dos fungos. Fonte: www.br-business.com.br.  
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Os fungos do gênero Pleurotus são classificados como pertencentes ao filo 

Basidiomycota, classe Basidiomycetes, ordem Agaricales e família Pleurotaceae. Entre 

os diferentes tipos de fungos desse gênero, as espécies Pleurotus sajor-caju (DONG, 

1988; SODEN; CALLAGHAN; DOBSON, 2002), Pleurotus ostreatus (YOSHIOKA et al., 

1985), Pleurotus citrinopileatus (ZHANG et al., 1994) e Pleurotus florida (ROUT et al., 

2005), são conhecidas como fungos comestíveis comumente disponíveis, sendo 

considerados produtores eficientes de proteína, vitaminas, minerais, lipídeos e 

carboidratos. A espécie Pleurotus sajor-caju, conhecida no Japão como “Houbitake”, é 

um fungo de origem asiática, sendo originalmente encontrado na Índia, onde cresce 

naturalmente sobre uma planta (Euphorbia royleans) na base do Himalaia (PRAMANIK 

et al., 2007).   

 

1.2 EXOPOLISSACARÍDEOS DE BASIDIOMICETOS 

 

Polissacarídeos são macromoléculas naturais encontradas em todos os 

organismos vivos, constituindo um grupo de compostos dos mais abundantes e 

importantes da biosfera como, por exemplo, celulose e amido nas plantas e glicogênio 

e quitina nos animais (GLAZER; NIKAIDO, 1995). 

Os exopolissacarídeos (EPS) são polissacarídeos extracelulares produzidos 

por algumas espécies de fungos e bactérias (KANG; COTTRELL, 1979). Sua estrutura 

é altamente diversificada, com propriedades físicas e composições químicas 

extremamente variadas (SUTHERLAND, 1980). Após a biossíntese, estas moléculas 

podem permanecer em contato com as células (cápsulas), ou podem ser totalmente 

liberadas no ambiente, sem que haja relação física com as células que as produziram. 

Por essas características estes polissacarídeos são classificados como um grupo de 

moléculas que se diferencia dos polissacarídeos de parede celular e dos 

polissacarídeos localizados no citoplasma dentro da membrana plasmática (STACEY; 

BARKER, 1960). No ambiente natural, em que são encontrados, tais polímeros podem 

estar associados à virulência, como no caso de patógenos de plantas e de animais; à 

interação planta-microrganismo; à proteção da célula microbiana contra dessecação; 

ao ataque por bacteriófagos e protozoários (SUTHERLAND, 1998). Os EPS têm sido 



INTRODUÇÃO   21 

Cinthia Beatrice da Silva Telles  Programa de Pós-graduação em Bioquímica/UFRN 
 

alvo de intensas pesquisas por possuírem atividade modificadora da resposta biológica, 

alterando a resposta biológica do hospedeiro através da estimulação do sistema 

imunológico. Sendo, portanto, de grande aplicação na terapia médica (MENDES et al., 

2009). 

Muitas pesquisas sugerem que polissacarídeos, inclusive exopolissacarídeos e 

complexos polissacarídeos-peptídeos, são as principais moléculas bioativas de vários 

fungos (ZHENG; HANCHUAN; MOUCHENG, 2005; MORADALI et al., 2007). Com 

relação aos polissacarídeos bioativos isolados de basidiomicetos, tanto 

homopolissacarídeos como heteropolissacarídeos foram incluídos neste grupo de 

moléculas bioativas (SCHEPETKIN; QUINN, 2006).  

 

1.2.1 Homopolissacarídeos 
 

Os principais homopolissacarídeos encontrados em basidiomicetos são as 

glucanas. Esses polímeros são constituídos de α e β glucose, sendo as formas β as 

mais comumente encontradas (WILLIAMS, 1997). O papel fisiológico das glucanas em 

fungos não está completamente esclarecido, entretanto, considera-se que sua principal 

função seja estrutural e esteja relacionada com a manutenção da rigidez e integridade 

da parede celular (SEVIOUR et al., 1992). 

As β-glucanas com ligação glicosídica do tipo 1�3, substituídas em O-6 por 

terminais não-redutores de β-D-glucopiranose (Glcp), diferenciando-se apenas no grau 

de substituições, são as formas mais freqüentemente encontradas. Essas glucanas já 

foram descritas para Pleurotus ostreatus (YOSHIOKA et al., 1985), Boletus erythropus 

(CHAUVEAU et al., 1996), Pleurotus eryngii, Pleurotus ostreatoroseus (CARBONERO 

et al., 1993), Flammulina velutipes (SMIDERLE et al., 2006), entre outros. 

Embora a estrutura molecular de várias cadeias de β-glucanas (1�3;1�6), 

sejam altamente conservadas, a estrutura tridimensional da molécula pode variar 

drasticamente entre os organismos, dependendo do comprimento da cadeia, do tipo e 

da freqüência de ramificações de uma β-glucana em particular, e essa variação na 

estrutura das glucanas pode influenciar nas suas atividades biológicas (BOHN; 

BEMILLER, 1995; MUELLER et al., 2000; WILLMENT; GORDON, BROWN, 2001). 
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 Glucanas com outros tipos de ligações também foram identificadas. Do corpo 

de frutificação da espécie Pleurotus sajor-caju foi isolada uma glucana contendo 

algumas unidades de glucose 1�2 e 1�3 e com resíduos de glucose 1�6 em suas 

ramificações (Figura 02) (PRAMANIK et al., 2005; PRAMANIK et al., 2007). 

 
→ 6)-α-D-Glcp-(1→2)-α-D-Glcp-(1→ 3)-β-D-Glcp-(1→ 

 6 
                              ↑ 

       1 
                         β-D-Glcp 

 
 
 

 

 

Além das glucanas, outros homopolissacarídeos já foram isolados e 

caracterizados em basidiomicetos. Rosado et al. (2002) descreveram para Pleurotus 

ostreatoroseus, um exopolissacarídeo caracterizado como α-(1�6) manana substituída 

em O-2 por cadeias laterais de manana de diferentes tamanhos, as quais podem 

apresentar substituições em O-2 ou O-3. Além disso, uma α-(1�6) galactana linear, 

metilada em O-3, foi extraída do corpo de frutificação de P. eryngii e P. ostreatoroseus 

(CARBONERO et al., 2008). 

 

1.2.2 Heteropolissacarídeos 

 

Polissacarídeos contendo xilose e manose foram caracterizados para as 

espécies Armillaria mellea e Flammulina velutipes, ambos são constituídos de uma 

cadeia de α-(1�3)-D-manopiranose (Manp). Porém, na espécie A. mellea as unidades 

da cadeia principal estão substituídas em O-4 por oligossacarídeos de α-(1�4)-D-

xilopiranose (Xylp) (BOUVENG; FRASER; LINDBERG, 1990), enquanto que em F. 

velutipes, há substituições em O-4 por grupos de β-(1�3)-D-xilopiranose (Xylp) 

(SMIDERLE et al., 2006). 

Rosado et al. (2003) estudando polissacarídeos de Pleurotus ostreatus 

descreveram para essa espécie um heteropolissacarídeo naturalmente metilado, com 

Figura 0 2 – Estrutura proposta por PRAMANIK et al., 2005 
de uma glucana extraída do fungo  Pleurotus sajor-caju. 
Glucana contendo unidades de glucose 1�2 e 1�3 e com 
ramificações do tipo 1�6. Glcp, Glucopiranose. 
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uma cadeia principal constituída de unidades de α-D-galactopiranose (Galp) e 3-O-Me-

Galp contendo ligações de tipo (1�6), podendo ser substituída em O-2 por unidades 

de α-D-manopiranose (Manp). Para a espécie Pleurotus sajor-caju, além do isolamento 

de um homopolímero do tipo glucana (Figura 02), foi relatada um heteropolissacarídeo, 

obtido do corpo de frutificação, constituído de unidades de glucose, galactose e 

manose (Figura 03) (PRAMANIK et al., 2005; PRAMANIK et al., 2007; DALONSO et al., 

2009). Porém, apesar de haver alguns trabalhos descrevendo a estrutura de 

heteropolissacarídeos de basidiomicetos, devido ao grande número de espécies e em 

comparação com o extensivo número de trabalhos sobre homopolissacarídeos, esses 

trabalhos ainda são pouco representativos. 

 
 

→ 6)-α-D-Galp-(1→4) -α-D-Glcp-(1→ 
       2 

                     ↑ 
          1 

              β-D-Manp 
 

 

 

 

 

1.3 MODIFICAÇÕES QUÍMICAS E AÇÕES BIOLÓGICAS DE POLISSACARÍDEOS 

 

Muitos estudos têm demonstrado que as propriedades biológicas de 

polissacarídeos, como certos EPS, são dependentes de uma variedade de parâmetros 

estruturais, como a composição monossacarídica, o tipo e a configuração da ligação 

glicosídica, o tamanho dos pontos de ramificação, peso molecular e a presença de 

substituições por grupos polares e apolares (DUARTE et al., 2001; WILLMENT; 

GORDON; BROWN, 2001; PEREIRA; MELO; MOURÃO, 2002; YANG; WU; ZHANG, 

2003; ALBUQUERQUE et al., 2004 ; ROCHA et al., 2005). Isso vem estimulando 

muitos grupos de pesquisadores a promoverem modificações estruturais de 

polissacarídeos naturais a fim de obterem compostos bioativos. Uma das modificações 

Figura 03  - Estrutura proposta por PRAMANIK et al., 2005 
de uma glucomanana extraída do fungo  Pleurotus sajor-
caju. Glucomanana com ligação do tipo 1�4 e 1�6 e com 
ramificações de resíduos de manose com ligações do tipo 1�2. 
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mais comuns é a introdução de grupos polares. A introdução de grupos como sulfato 

ou fosfato aos polissacarídeos, além de modificar a estrutura do polímero podem 

modular suas atividades biológicas, intensificando ou adicionando atividade aos 

polissacarídeos. Como por exemplo, a adição de grupos sulfato promove diferenças em 

uma variedade de atividades dos polissacarídeos, como atividade anticoagulante 

(ALBAN; FRANZ, 2000; HUYNH; CHAUBET; JOZEFONVICZ, 2001), antitrombótica 

(BUCHANAN; BRISTER, 2000; MOURÃO et al., 2001), antiviral (AMORNRUT et al., 

1999), antiinflamatória (WINKELHAKE, 1991), antiangiogênica (PAPER et al., 1995) e 

antiproliferativa (HOFFMAN; PAPER, 1993). 

 

1.4 PROSPECÇÃO DE ATIVIDADES BIOLÓGICAS DE POLISSACARÍDEOS DE 

BASIDIOMICETOS 

 

A utilização de fungos como remédio não é algo recente. Um dos relatos mais 

antigos é de um tratado médico indiano datado de 3.000 a.C (ROWAN; SMITH; 

SULLIVAN, 2003). Com base em dados fornecidos pela literatura foi construída a 

tabela abaixo que sumariza algumas atividades biológicas descritas para 

basidiomicetos (Tabela 01). 

 

 

Atividade  Fungo Referên cia  

Analgésico Pleurotus pulmonarius 
 
SMIDERLE et al., 2008 
 

Antihiperglicêmico  Pleurotus citrinopileatus 
Cordyceps sinensis 

 
HU et al., 2006 
PATERSON, 2008 
 

Antiinflamatória 

 
Ganoderma tsugae  
Geastrum saccatum 
Cordyceps sinensis 
Collybia dryophilo 
Lentinus edodes 
Kaompteria pandurata 
Auricula auricula-judea 
Dictyophora endusiata 
 

LIN, CHEN, LIN, 2006 
DORE et al., 2007 
PATERSON, 2008 
PACHECO-SANCHEZ et al., 2006 
PACHECO-SANCHEZ et al., 2006 
YUN et al., 2003 
OOI; LIU, 1999 
OOI; LIU, 1999 

Antinociceptiva   
Inonotus obliquus 

PARK et al., 2005 
CARBONERO et al., 2008 

 Tabela 1 - Algumas das atividades biológicas atribuídas a basi diomicetos . 
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Lentinus edodes 
Trametes versicolor 
 

CHAN; YEUNG, 2006 

Antioxidante 

 
Cordyceps sinensis 
Ganoderma lucidium 
Geastrum saccatum 
Grifola umbellata 
Pleurotus abalonus 
Pleurotus citrinopileatus 
Pleurotus ostreatus 
Polyporus dermoporus 
 

 
LI ; TSIM, 2004 
LIU, OOI, CHANG, 1997 
DORE et al., 2007 
LIU, OOI, CHANG, 1997 
LI et al., 2007 
HU et al., 2006 
JAYAKUMAR et al., 2006 
DORE et al., 2007 

Antitumoral 

 
Agaricus brasiliensis 
Lentinus edodes 
Pleurotus citrinopileatus 
Pleurotus sajor-caju 
Pleurotus ostreatus 
Pleurotus tuber-regium 
Cordyceps sinensis 
Boletus edulis 
Lampteromyces japonicus 
Schizophyllum commune 
Grifola frondosa 
Trametes versicolor 
Armillariella tabescens 
Amanita muscaria 
Agrocybe aegerita 
Lyophullum decastes 
Ganoderma Lucidum 
Dictyophora endusiata 
Fomitella fraxinea 
 

SMITH, SULLIVAN, ROWAN, 2003 
LINDEQUISTN et al., 2005 
MIZUNO et al., 1999 
MIZUNO et al., 1999; DALONSO et al., 2009 
WOLFF et al., 2008; LAVI et al., 2006 
TAO, ZHANG, CHEUNG, 2006 
PATERSON, 2008 
LUCAS et al., 1957 
YOHIDA, 1962 
WASSER ; WEIS, 1999 
KURASHIGA et al, 1997 
HIROSHI ; TAKEDA, 1993 
KIHO et al., 1992 
KIHO et al., 1994 
YOSHIDA et al., 1996 
UKAWA et al., 2000 
SAITO et al., 1989 
HARA et al., 1991 
CHO et al., 1998 

Antiviral 

 
Cordyceps militaris 
Agariculus brasilensis 
Ganoderma lucidium  
 

OHTA et al, 2007 
FACCIN et al, 2007 
LIU et al, 2004 

Estimulação do 
metabolismo ósseo 

 
Pleurotus eryngii 
 

KIM et al., 2006 

  

Descreve-se abaixo, com maiores detalhes, as atividades biológicas que foram 

avaliadas no decorrer da execução deste projeto. 

 

1.4.1 Atividade antioxidante 

 

O termo radical livre se refere a qualquer espécie química (átomo ou molécula) 

altamente reativa, que contêm número ímpar de elétrons em sua última camada 
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eletrônica (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990; HALLIWELL, 1992). Os radicais livres 

mais importantes nos organismos vivos incluem o radical hidroxila (OH●), ânion 

superóxido (O2
●-), óxido nítrico (NO●), alcoxil (RO●), peroxil (ROO●) e peroxinitrito 

(ONOO-). Já o ácido hipocloroso (HOCl), o peróxido de hidrogênio (H2O2), o oxigênio 

singlete (¹O2) e o ozônio (O3), não são considerados radicais livres verdadeiros por não 

possuírem elétrons desemparelhados, mas estão envolvidos em reações que geram 

radicais livres nos organismos vivos (ANDRADE JÚNIOR et al., 2005). Por exemplo, o 

H2O2, apesar de não ser um radical livre, pode servir como um importante precursor de 

OH●  via reação de Haber-Weiss ou reação de Fenton (Figura 04) (WINSTON, 1991; DI 

GIULIO et al., 1995). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os radicais livres são produzidas normalmente nos seres vivos como 

conseqüência de diversos processos metabólicos que envolvem a transferência de 

elétrons. A maioria dos radicais livres é derivada do metabolismo do oxigênio. O 

oxigênio molecular é essencial à vida dos organismos aeróbios, sendo que sua função 

predominante nos eucariontes é de servir como último aceptor de elétrons na 

respiração mitocondrial, quando é finalmente reduzido a água durante o complexo 

processo de fosforilação oxidativa. A redução completa do oxigênio a água requer a 

aceitação de quatro elétrons, e esta redução produz vários intermediários de vida-curta, 

como radical hidroxila (OH●), peróxido de hidrogênio (H2O2) e ânion superóxido (O2
●-) 

(Figura 05) (ANDRADE JÚNIOR et al., 2005). O termo espécies reativas do oxigênio 

(ERO) tem sido usado para incluir todas as espécies, radicalares ou não, que contêm 

oxigênio (WINSTON, 1991; ANDRADE JÚNIOR et al., 2005; DI GIULIO et al., 1995). 

Reação de Fenton: 

Fe2+    +    H2O2                     Fe3+    +     OH●     +    OH-    

 

Reação de Haber-Weiss: 

O-●    +    H2O2                      O2     +    H2O    +     OH●      

  
Figura 0 4 - Reações de formação do radical hidroxila a partir d o 
peróxido de hidrogênio.  
Fonte: FERREIRA; MATSUBARA, 1997. 
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Apesar das ERO serem produzidas pelo processo normal do metabolismo 

humano; fatores exógenos, como poluição ambiental, radiação ionizante e não 

ionizante e produtos tóxicos, também são potenciais geradores de ERO (BANERJEE et 

al., 2005). Esses radicais livres muitas vezes são de extrema utilidade para 

manutenção da integridade celular, como nas situações em que há necessidade de 

ativação do sistema imunológico (como exemplo, os macrófagos utilizam o peróxido de 

hidrogênio para destruir bactérias e outros elementos estranhos); na desintoxicação de 

drogas; e na produção do fator relaxante derivado do endotélio, o óxido nítrico, 

extremamente importante nos processos que desencadeiam o relaxamento dos vasos 

sanguíneos (MONCADA; HIGGS, 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

No entanto, elevados níveis de ERO são capazes de agredir uma variedade de 

biomoléculas (SINGH; RAIINI, 1989), podendo ocasionar um grande número de 

Figura 05  - Redução tetravalente do oxigênio molecular 
(O2) na mitocôndria até a formação de água (H 2O), com a 
formação de intermediários reativos (ERO).   
Fonte: FERREIRA; MATSUBARA, 1997. 
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doenças, como câncer (MURAMATSU et al., 1995), aterosclerose (STEINBERG et al., 

1989) e úlcera gástrica (DAS et al., 19997). Esses radicais livres são usualmente 

removidos ou inativados in vivo por um conjunto de substâncias que inclui complexos 

antioxidantes não enzimáticos, como vitamina E, A e C, glutationa e ácido úrico, e 

enzimas antioxidantes, como a superóxido dismutase (SOD), a catalase e a glutationa 

peroxidase (GPx). A GPx é uma selenoenzima que inativa o H2O2 bem como um 

grande número de hidroperóxidos lipídios; a catalase catalisa a decomposição do 

peróxido de hidrogênio em água e oxigênio e a SOD catalisa a dismutação de dois 

ânions superóxidos para formar H2O2 e água (NG et al., 2005; LI et al., 2007) (Figura 

06). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

Figura 06  – Formação de radicais  livres pelo metabolismo humano e mecanismo 
de defesa antioxidante enzimático.  Redução tetravalente do oxigênio a água com a 
formação de radicais livres e o sistema enzimático responsável pela a inativação dos mesmos. 
A glutationa peroxidase inativa o H2O2; a catalase catalisa a decomposição do peróxido de 
hidrogênio em água e oxigênio e a SOD catalisa dismutação de dois ânions superóxidos para 
formar H2O2 e água. 
Fonte: http://www.sistemanervoso.com 
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Os sistemas antioxidantes são freqüentemente insuficientes para prevenir 

completamente os danos causados pela ação dos radicais livres (GUTTERIDGE, 1994; 

FREI; ENGLAND; AMES, 1989; SIMIC, 1988). Sendo assim, gera a necessidade de 

organismos, inclusive o humano, utilizarem antioxidantes de fontes externas (SIMIC, 

1988). Os antioxidantes sintéticos mais usados atualmente são o hidroxianilose 

butilado (BHA), hidroxitolueno butilado (BHT), tert-butilhidroquinona (TBHQ) e o galato 

propil (PG), os quais são utilizados como aditivos alimentares. Porém o uso de 

antioxidantes sintéticos está sob regulação restrita devido ao perigo à saúde que os 

mesmos apresentam, por exemplo, BHA e BHT têm sido suspeitos de causar danos no 

fígado e carcinogênese (QI et al., 2005; LI et al., 2007). 

Principalmente devido aos fatores relatados acima, nos últimos anos, a 

comunidade científica tem despendido esforço considerável na busca de novas fontes 

naturais de compostos com ação antioxidante. Neste contexto incluem-se os fungos, 

pois várias espécies possuem polissacarídeos e compostos fenólicos com 

propriedades antioxidantes (SANTOS et al., 2004; CUI; KIM; PARK, 2005). 

Jose; Ajith; Janardhanan (2004) mostraram que extratos metanólicos do corpo 

frutífero das espécies Pleurotus florida e de Pleurotus pulmonaries possuíam 

capacidade de seqüestrar radicais hidroxilas e inibir a peroxidação lipídica. Um 

complexo polissacarídeo-peptídeo obtido do corpo frutífero do fungo comestível 

Pleurotus abalonus aumentou a atividade e expressão gênica de enzimas antioxidantes 

e reduziu a peroxidação lipídica em ratos em acelerada senescência (LI et al., 2007). 

De forma semelhante, um extrato polissacarídeo de Pleurotus ostreatus mostrou 

melhorar eficientemente a capacidade antioxidante em ratos com idade avançada, 

minimizando a ocorrência de desordens associadas ao envelhecimento e a produção 

de radicais livres (THANASEKARAN; PHILIP; PITCHAIRAJ, 2006).  

Geralmente, a presença de grupos polares, como sulfato, e o grau de 

substituição (DS) desses grupamentos químicos nas cadeias polissacarídicas são 

parâmetros essenciais para a atividade antioxidante. Avaliando-se a atividade 

antioxidante de polissacarídeos de Ramulus mori e de seus polissacarídeos derivados 

(sulfatado, fosforilado, acetilado e benzoilado) foi observado que os polissacarídeos 

derivados tiveram melhor ação antioxidante quando comparados com o polissacarídeo 
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nativo e, além disso, o derivado sulfatado foi o que apresentou melhor ação 

antioxidante em todos os ensaios avaliados (ZHANG; JIN; SHI, 2008). 

Zhang et al. (2010) mostraram que a dessulfatação de porfirana, um 

polissacarídeo sulfatado extraído da alga vermelha Porphyra haitanensis mostrou 

atividade antioxidante inferior quando comparada com a atividade observada para o 

polissacarídeo natural (sulfatado). Entretanto, com o aumento do grau de sulfatação de 

porfirana ocorreu uma diminuição na atividade seqüestradora de DPPH (radical 1,1- 

difenil-2-picrilhidrazila), sendo o mesmo observado para o ensaio de poder redutor. 

Ambos os ensaios que avaliam a capacidade antioxidante da amostra. Isso sugere que 

apesar do grupo sulfato ser essencial, o grau de sulfatação é igualmente necessário 

para determinadas atividades. Esses resultados mostram que modificações químicas 

na estrutura do polímero são determinantes para a atividade antioxidante de 

determinados compostos. 

 

1.4.2 Atividade anticoagulante 

 

A hemostasia é um mecanismo fisiológico, através do qual o organismo se 

defende da perda excessiva de sangue ou da formação de trombos intravasculares. 

Quando os vasos sangüíneos estão íntegros e há um equilíbrio fisiológico entre os 

fatores plaquetários, os da coagulação e os da fibrinólise ocorre a regulação do fluxo 

sanguíneo. Porém qualquer desequilíbrio do sistema vaso-plaquetas-coagulação pode 

provocar uma série de reações que levam a formação do coágulo ou trombo e, 

conseqüentemente, o comprometimento do sistema circulatório (MOURA et al., 1998). 

O mecanismo de coagulação implica em uma série complexa de reações inter-

relacionadas. As reações que ocorrem durante o processo de coagulação são de 

natureza enzimática, pois muitos desses fatores são pró-enzimas (zimogênios), 

sintetizadas independentemente. As pró-enzimas encontram-se no plasma sob a forma 

inativa, devendo ser ativadas para que atuem durante o processo de coagulação (LIMA 

et al., 1992). A reação fundamental da coagulação do sangue é a conversão do 

fibrinogênio em fibrina e sua polimerização para formar um agregado denso e 

compacto, o coágulo. Essa reação de formação de fibrina é catalisada pela trombina, 
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que por sua vez, foi obtida a partir da protrombina, através da ação do fator X ativado 

(fator Xa). Em virtude desta seqüência de transformações pró-enzima-enzima, 

comparável a uma cascata, em 1964, Macfarlane e Davie & Ratnoff propuseram a 

hipótese da “cascata” para explicar a fisiologia da coagulação do sangue. Este modelo 

divide o mecanismo de ativação da coagulação em duas vias. A primeira via de 

ativação começa in vivo, quando o revestimento endotelial de um vaso sanguíneo sofre 

lesão, e o sangue entra em contato com o colágeno, ou ainda in vitro quando o sangue 

entra em contato com substâncias carregadas negativamente (por exemplo, a parede 

de um tubo de vidro). Esses eventos promovem a ativação do fator XII, o que 

desencadeia uma série de ativações protéicas cuminando na ativação direta do fator X. 

Essa via é denominada via intrínseca ou via de contato, pois é iniciada por substâncias 

normalmente presentes no sangue e, além disso, requer a presença de outros 

componentes do plasma como, pré-calicreína (PK), uma serinoprotease, e cininogênio 

de alto peso molecular (HMWK), um co-fator não enzimático, o qual atua convertendo a 

proenzima pré-calicreína em calicreína, que, por sua vez, converte mais fator XII na 

sua forma ativa (LIMA et al., 1992; RAVEL, 1997; BITHELL, 1993; NORRIS, 2003). O 

segundo fator desencadeante é a tromboplastina tecidual (fator III) ou fator tecidual 

(FT), uma glicoproteína transmembrana que normalmente não se encontra no sangue. 

Essa via é desencadeada pela formação de um complexo entre o fator tecidual e o 

fator VII ativado, que culmina na ativação do fator X. Os locais ricos em fator tecidual 

incluem o cérebro, a adventícia dos vasos sangüíneos, as cápsulas dos órgãos, a 

epiderme e o epitélio da mucosa (RAVEL, 1997; BITHELL, 1993). Como o FT não está 

presente no sangue normalmente, a via de ativação é denominada via do sistema 

extrínseco ou via do fator tecidual (NORRIS, 2003). As duas vias de ativação levam a 

uma via comum, que resulta na produção de trombina (fator IIa), a principal enzima da 

coagulação (Figura 07) (RAVEL, 1997). 
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Recentemente foi proposto um novo modelo para a cascata de coagulação, 

que envolve complexos pró-coagulantes (Figura 08). Atualmente, se aceita que 

mecanismos hemostáticos fisiologicamente relevantes estejam associados com três 

complexos enzimáticos pró-coagulantes, os quais envolvem serinoproteases 

dependentes de vitamina K (fatores II, VII, IX e X) associadas a co-fatores (V e VIII), 

todos localizados em uma superfície de membrana contendo fosfolipídios (FRANCO, 

2001). Nesse modelo o inicio da coagulação se faz mediante a ligação do fator VII 

ativado ao fator tecidual, com subseqüente ativação dos fatores IX e X. O Fator IX ativo 

irá se associar ao fator VIII, ativá-lo e juntos formarão o complexo “tenase” intrínseco, 

Figura 07 - Esquema da cascata da coagulação, proposto n a 
década de 1960, com a divisão do sistema de coagula ção em duas 
vias. HMWQ: cininogênio de alto peso molecular; PK: pré-calicreína. 
Fonte: Adaptado de BLAYA et al., 1998. 
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que ativa o fator X com maior eficiência, formando um complexo com o fator V ativado 

(complexo “protrombinase”), convertendo o fator II (protrombina) em fator II ativo 

(trombina) (FRANCO, 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Simultaneamente ao mecanismo de formação do coágulo de fibrina é essencial 

a regulação da coagulação sanguínea, através de mecanismos de dissolução do 

coágulo (fibrinólise) e a ação de fatores anticoagulantes como, antitrombina (AT), co-

fator II da heparina (HCII), proteína C e S, com o objetivo de evitar a produção maciça 

de fibrina. 

Porém, apesar do grande conhecimento sobre os mecanismos de coagulação 

sanguínea e também sobre o que diz respeito ao diagnóstico de doenças 

cardiovasculares, o desenvolvimento de medicamentos que possam ser utilizados no 

tratamento desse tipo de doença é bastante limitado. O único polissacarídeo usado 

atualmente na prevenção e tratamento de desordens tromboembólicas é a heparina, 

um glicosaminoglicano altamente sulfatado. Sua excelente atividade como 

Figura 08 - Representação esquemática dos comp lexos pró -
coagulantes .  
Fonte: Adaptado de FRANCO, 2001. 
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anticoagulante é atribuída à presença de grupos sulfato funcionais que dão a heparina 

alta densidade aniônica, permitindo que esta se associe através de interações 

eletrostáticas com inibidores de trombina no plasma (CARRELL, 1992). Entretanto, 

alguns problemas têm sido relatados durante o seu uso clínico tais como: sangramento 

e trombocitopenia (WEITZ, 1994). Sendo assim, tem-se aumentado a necessidade de 

desenvolvimento de alternativas para substituir a heparina e um dos principais alvos 

são outros polissacarídeos sulfatados (NADER et al., 2004; ROCHA et al., 2005). 

Polissacarídeos de fungos não se mostram como compostos detentores de 

atividade anticoagulante, principalmente devido à falta de cargas negativas na estrutura 

desses polímeros. Contudo, polissacarídeos sulfatados de origem natural, semi-

sintética ou sintética compreendem um complexo grupo de macromoléculas com 

atividade anticoagulante (MOURÃO et al., 1996,1998; PEREIRA; MULLOY; MOURÃO, 

1999; MARTINICHEN, 2001). Estudos mostraram que derivados sintéticos de 

polissacarídeos preparados por sulfatação de polímeros neutros passaram a 

apresentar atividade anticoagulante pronunciada (ALBAN et al, 2002; NIE et al., 2006; 

WANG et al., 2009). Entre os polissacarídeos modificados por sulfatação química com 

ação anticoagulante destacam-se as glucanas, as galactoglucomananas, as 

galactomananas e dextranas sulfatadas (SIÈ et al., 1989; BODE; FRANZ, 1991; 

MARTINICHEN, 2001; PIRES et al., 2001). Em estudos realizados com uma β-glucana 

(1�3) obtida da bactéria Alcaligenes faecalis var. myxogene, observou-se que o efeito 

anticoagulante deste polímero é dose-dependente em todos os testes de coagulação 

empregados no estudo (ALBAN et al., 1995). Várias moléculas de α-glucana (1�4, 

1�6) obtidas do exopolissacarídeo produzido pela levedura Aureobasidium pullulans 

foram sulfatadas em diferentes condições experimentais obtendo-se compostos com 

diferentes graus de sulfatação. Estas moléculas sulfatadas foram testadas quanto as 

suas propriedades anticoagulantes e, foi observado que a ação anticoagulante destes 

derivados dependeu de vários parâmetros estruturais como: grau de sulfatação, massa 

molar e padrão de sulfatação. Os resultados mostraram que a atividade anticoagulante 

desses polímeros aumentou não somente com o aumento do grau de sulfatação e da 

massa molecular, além disso, a atividade foi mais pronunciada com um aumento na 
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quantidade de grupos sulfato em C-1, C-2 e C-4, mostrando que a posição do 

grupamento químico é fundamental para a atividade (ALBAN et al., 2002).  

Polissacarídeos sulfatados quimicamente, incluindo uma β-xilana (1�4), 

amilose, celulose, β-glucana (1�3) e β-galactana (1�3), derivados de polissacarídeos 

obtidos de um molusco Coreano, foram testados quanto às propriedades 

anticoagulantes. Os resultados obtidos indicaram que a atividade anticoagulante pode 

não depender da configuração anomérica (α ou β) ou tipo de polissacarídeo, mas sim 

do tipo de ligação glicosídica (CHAIDEDGUMJORN et al., 2002).  

Um exopolissacarídeo (EPS) secretado pela bactéria Alteromonas infernus, 

consistindo de glucose, galactose, ácido urônico e ácido galacturônico na proporção de 

1:1:0,7:0,4 foi sulfatado quimicamente obtendo-se duas moléculas com 20 e 40% de 

grupos sulfato, respectivamente. A atividade anticoagulante foi determinada in vitro 

através dos testes TT (tempo de trombina) e aPTT (tempo de tromboplastina parcial 

ativado), e foi constatado que o EPS com maior conteúdo de sulfato apresentou melhor 

ação anticoagulante (JOUAULT et al., 2001). Martinichen-Herrero et al. (2005) 

avaliaram a atividade anticoagulante através dos ensaios de aPTT e TT de uma β-

glucana linear (1�6) do líquen Parmotrema mantiqueirense e do seu derivado 

sulfatado quimicamente e observaram que a atividade anticoagulante só esteve 

presente no polímero sulfatado.  

 

1.4.3 Atividade antiproliferativa 

 

O câncer é um grande problema de saúde mundial e está emergindo como o 

maior responsável por mortes dentre as doenças da era moderna. A incidência média 

desta enfermidade é de aproximadamente 10 milhões de casos, com seis milhões de 

mortes ocorrendo por ano (INCA, 2009). No Brasil, são esperados quase meio milhão 

de novos casos de câncer em 2010, sendo o mais incidente o câncer de pele não-

melanoma, seguido pelos tumores de próstata; mama feminina; cólon; reto e pulmão 

(INCA, 2009). 

Câncer é a denominação genérica para as neoplasias malignas. Neoplasia, por 

sua vez define condições de proliferação celular anormal, encontrada nos tumores 
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benignos e malignos (NAKAGAWA; LOPES, 2000). Para manter a homeostase nos 

tecidos, vários sinais antiproliferativos são usados com o objetivo de induzir a saída das 

células normais de um estado proliferativo para um estado quiescente, ou induzi-las a 

entrar em um estado pós-mitótico, onde seu potencial proliferativo será 

permanentemente perdido. No entanto, as células cancerígenas tornam-se insensíveis 

a esses sinais (WEINBERG, 1995). Portanto, qualquer que seja a causa, o câncer é 

basicamente uma doença celular caracterizada por desvio nos mecanismos de controle 

que dirigem a proliferação e diferenciação celular, além de processos de apoptose 

celular (MOFFAT et al., 2000). Tudo isto em decorrência de mudanças da expressão 

gênica ocasionada por mutações ocorridas no DNA que podem determinar o 

aparecimento e/ou o comportamento da neoplasia (DUESBERG; RASNICK, 2000).  

Diante da grande diversidade biológica do câncer, a associação de diferentes 

tipos de terapias utilizadas para o tratamento do câncer e a busca de novas 

substâncias com atividade antitumoral têm surgido com uma perspectiva de se atingir 

uma grande eficácia terapêutica. Dos tratamentos atuais, a quimioterapia é uma das 

principais modalidades terapêuticas utilizada no tratamento de pacientes com vários 

tipos de câncer. Contudo, em muitos casos, somente a quimioterapia não leva a 

resultados satisfatórios como a remissão de tumores e a prevenção de metástase, 

além de induzir muitos efeitos colaterais nas doses efetivas (SALGALLER, 2000). Por 

isso, a descoberta e a identificação de novas substâncias que sejam realmente efetivas 

contra tumores têm se tornado uma importante área na pesquisa biomédica.  

O uso dos produtos naturais como agentes antitumorais tem longa história que 

começou com a medicina popular e através dos tempos, tem sido incorporado à 

medicina tradicional e alopática (COSTA-LOTUFO et al., 2002).  

Polissacarídeos, proteínas, lipídios e ácidos nucléicos são conhecidos como 

exógenos modificadores da resposta biológica, ou seja, são substâncias que possuem 

a capacidade de estimular a resposta imune, melhorando a habilidade de localização e 

destruição de células cancerígenas. Dentre eles, os polissacarídeos são os que estão 

presentes em maior abundância na natureza (LEUNG et al., 2006). Os polissacarídeos 

podem agir também diretamente sobre o metabolismo celular impedindo a proliferação 
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celular, ou diminuindo seu ritmo, bem como induzindo a morte celular (ATHUKORALA; 

KIM; JEON, 2006). 

A atividade antitumoral de polissacarídeos de basidiomicetos tem sido 

reportada, principalmente, para β-glucanas. No entanto, essa atividade também se 

estende aos heteropolissacarídeos como as heteromananas e heteroglucanas, sendo 

que as diferenças encontradas nas suas atividades são extremamente dependentes da 

solubilidade, tamanho, ramificações e forma das moléculas utilizadas (SHAH et al., 

2007).  

Trabalhos envolvendo a ação antitumoral dos polissacarídeos de fungos do 

gênero Pleurotus já foram descritas (OOI; LIU, 2000), como encontradas para 

polissacarídeos obtidos do corpo de frutificação das espécies Pleurotus ostreatus 

(BOBEK et al., 1998), Pleurotus sajor-caju (ZHUANG et al., 1993) e Pleurotus 

citrinopileatus (ZHANG et al, 1994), que apresentam atividades antineoplásicas. 

Embora o processo de isolamento, caracterização estrutural e atividade 

antitumoral de polissacarídeos de fungos tenha sido extensivamente investigados nas 

últimas décadas, a relação entre a atividade antitumoral e parâmetros estruturais ainda 

não está bem esclarecido (ZHANG; CHEN; HE, 2007). 

Pesquisas têm relatado que polissacarídeos sulfatados quimicamente ou 

naturais possuem atividade antitumoral in vitro como também in vivo. Estudos 

mostraram que polissacarídeos insolúveis em água apresentaram pouca atividade 

biológica, porém seus derivados sulfatados, que são solúveis em água, exibiram 

atividades antitumorais elevadas (BAO et al., 2001; ZHANG; CHEUNG; ZHANG, 2001). 

Tao; Zhang; Cheung (2006) mostraram que derivados sulfatados obtidos a partir de β-

glucanas altamente ramificadas extraídas do fungo comestível Pleurotus tuber-regium 

apresentaram atividade antitumoral in vitro contra linhagem de câncer hepático humano 

(HepG2) muito mais elevada do que a amostra original não sulfatada. Além disso, um 

complexo polissacarídeo-peptideo extraído do mesmo fungo e modificado 

quimicamente por reações de sulfatação e carboxilação exibiu in vitro uma maior taxa 

de inibição da proliferação de células tumorais de sarcoma em comparação com o 

composto original (TAO; ZHANG; ZHANG, 2009). 



INTRODUÇÃO   38 

Cinthia Beatrice da Silva Telles  Programa de Pós-graduação em Bioquímica/UFRN 
 

Estudos in vivo também mostraram a relação entre parâmetros estruturais e 

atividade antitumoral. Sun et al. (2009) observaram o efeito do grau de sulfatação na 

produção de óxido nítrico (NO) por macrófagos peritoneais in vivo e os resultados 

mostraram que o nível de NO só teve aumento significante no grupo tratado com o 

derivado sulfatado. Quando derivados com diferentes graus de sulfatação foram 

testados, observou-se que esse aumento na produção de NO foi diretamente 

proporcional ao aumento do grau sulfatação. É importante salientar que a produção de 

NO por macrófagos está envolvida na destruição de vários patógenos intracelulares 

como também de células tumorais (FIDLER; SCHROIT, 1988). 

Esses resultados demonstram que introduções de grupos iônicos e 

conseqüentemente o aumento da solubilidade em água e mudanças na conformação 

da cadeia polissacarídica parecem estar fortemente relacionadas aos efeitos 

antitumorais de polissacarídeos modificados quimicamente.  

O fungo comestível Pleurotus sajor-caju pode ser cultivado em meio líquido 

sendo possível se obter grandes quantidades de polissacarídeos extracelulares. Uma 

vantagem na produção desses polímeros é que não se encontram expostos às 

alterações climáticas, à contaminação marinha ou a problemas nas colheitas, que 

prejudicam a oferta e altera o custo de produção (SEVIOUR et al., 1992). Ainda, os 

polissacarídeos extracelulares são menos susceptíveis à variabilidade em suas 

propriedades químicas e físicas, mantendo o padrão de qualidade, pois sua produção 

pode ser controlada cuidadosamente (SHAH et al., 2007). Além disso, tendo em vista 

que as propriedades biológicas de polissacarídeos são dependentes de uma variedade 

de parâmetros estruturais, como a presença de substituições por grupos polares e 

apolares, o objetivo desse trabalho foi avaliar as atividades antioxidante, anticoagulante 

e antiproliferativa do polissacarídeo extracelular obtido do fungo comestível Pleurotus 

sajor-caju, bem como, de seu derivado sulfatado quimicamente. Baseado nisso, este 

estudo teve como objetivos específicos: 

 

• Promover a sulfatação do polissacarídeo extracelular obtido do fungo comestível 

Pleurotus sajor-caju; 
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• Determinar a composição química e diferenciar estruturalmente o polissacarídeo 

extracelular extraído do fungo do seu derivado sulfatado quimicamente por 

dosagens químicas, ressonância magnética nuclear, espectroscopias de massa 

e de infravermelho; 

• Analisar a atividade anticoagulante desses compostos, utilizando kits comerciais 

de tempo de tromboplastina parcial ativada (aPTT) e tempo de protrombina (PT); 

• Analisar o potencial antioxidante desses polissacarídeos através de diferentes 

ensaios in vitro (capacidade antioxidante total; sequestro de radical hidroxila; 

sequestro de radical superóxido; quelação férrica e poder redutor); 

• Analisar a atividade antiproliferativa do polissacarídeo extracelular extraído do 

fungo e do seu derivado sulfatado quimicamente frente a uma linhagem celular 

tumoral do colo uterino (HeLa). 
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2. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
2.1. MATERIAL BIOLÓGICO 

Filo: Basidiomycota 

Classe: Homobasidiomycetes 

Ordem: Agaricales  

Família: Pleurotaceae  

Gênero: Pleurotus 

Espécie: Pleurotus sajor-caju 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.1.1 Exopolissacarídeos do Fungo 

 

Os exopolissacarídeos foram fornecidos pela professora Sandra Aparecida 

Furlan, do Depto. de Engenharia Química da Universidade da Região de Joinville – 

UNIVILLE. O material foi extraído do caldo de cultivo submerso da espécie Pleurotus 

sajor-caju (Psc) CCB 019 cedida pelo Centro de Cultivo de Basidiomicetos da 

Universidade de São Paulo.  

 

 

 

 

Figura 09  – Fungo comestível 
Pleurotus sajor-caju. 
Fonte: http://www.protec.org.br 
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2.2 OUTROS MATERIAIS 

 

2.2.1 Reagentes 

 

• Acetona, ácido acético, ácido sulfúrico, álcool etílico, álcool metílico, azul de 

toluidina, brometo de potássio, cetiltrimetilamônio brometo P.A. (CETAVLON), 

citrato de sódio, cloreto de bário, clorofórmio, coomasie brilliant blue R 250, 

fosfato de sódio dibásico, fosfato de sódio monobásico, glicina, hidróxido de 

sódio, peróxido de hidrogênio, propanol e sulfato de ferro heptahidratado da 

CRQ (Diadema, SP, Brasil); 

• Ácido bórico, gelatina e etilenodiaminotetracético (EDTA) da VETEC (Duque de 

Caxias, RJ, Brasil); 

• Ácido clorídrico e metionina da Synth (Diadema, SP, Brasil); 

• Ácido gálico da CAQ Casa da Química Ind. e Com. (Diadema, SP, Brasil); 

• Ácido ascórbico, azul de dimetilmetileno (DMB), carbazol, cloreto de sódio, 

dextrans de 40KDa, 70KDa, 147KDa e 500 KDa, 1,3 diamino propano acetato, 

ferrozina, heparina, nitroblue tetrazolium (NBT), riboflavina e vermelho de cresol 

da Sigma- Aldrich Brasil (São Paulo, SP, Brasil); 

• Agarose (Standart Low-MR) da BioRad Laboratories (Richmond, CA, EUA); 

• Cloreto de ferro e reagente de folin-ciocalteu da Merck (Darmstadt, Alemanha); 

• Clexane (enoxaparina sódica) da Aventis Intercontinental (Maisons, Alfort, 

França); 

• Fenol, molibidato de amônia, sulfato de cobre, sulfato de potássio e sulfato de 

sódio anidro da Reagen Quimibrás Indústrias Químicas S.A. (Rio de Janeiro, 

RJ, Brasil); 

• L-fucose, D-xilose, D-galactose, D-manose, D-glucose, D-arabinose, D-ramnose 

e ácido D-glucurônico da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA); 

• Kit de tempo de tromboplastina parcial ativada e Kit de tempo protrombina da 

Labtest (Lagoa Santa, MG, Brasil); 

• Salicilato de sódio da FLUKA (Steinheim, Germany); 
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2.2.2 Equipamentos 

 

• Agitador de tubos mod. AP 56 (Araraquara, SP, Brasil); 

• Balanças, Bomba de Vácuo, Estufa com circulação e renovação de ar/TE 394/2, 

Incubadora (Shaker)/TE 420 da TECNAL (Piracicaba, SP, Brasil); 

• Banho-Maria de temperatura constante da FANEM Ltda. (São Paulo, SP, Brasil); 

• Bombas peristálticas Microperpex S modelo 2232 da LKB (Bromma, Suécia); 

• Câmara de fluxo laminar vertical. VECO (Campinas, SP-Brasil); 

• Câmara de Neubauer. Impoved; 

• Câmara para eletroforese em gel de agarose, modelo desenvolvido por Jaques e 

col. (1968) (Técnica Permatron Ltda., São Paulo, SP, Brasil); 

• Centrífuga refrigerada CR 21 da Hitachi Koki Co. Ltd. (Tóquio, Japão); 

• Destilador de água MA-270 da Marconi Ltda (Piracicaba, SP, Brasil); 

• Espectrofotômetro da FEMTO Ltda (São Paulo, SP, Brasil); 

• Espectrômetro Perkin-Elmer (Massachusetts, USA); 

• Espectrômetro BRUCKER, modelo Avance-DRX-400. 

• Estufa da Odontobrás Ltda. (Ribeirão Preto, SP, Brasil); 

• Fontes de corrente contínua da BioAgency Biotecnologia Ltda. (São Paulo, SP, 

Brasil); 

• Forno de microondas Panasonic; 

• Incubadora de CO2 Thermoforma (São Paulo, SP-Brasil); 

• Medidor de pH da PHS-3B da PHTEK (Japão); 

• Microscópio Invertido NIKON Eclipse TE300; 

• Purificador de água Milli-Q® Water System da Millipore Corp. (Bedford, MA, 

USA). 

 

 

 

 

 

 



MATERIAIS E MÉTODOS  

Cinthia Beatrice da Silva Telles  Programa de Pós-graduação em Bioquímica/UFRN 
 

43

2.3 OBTENÇÃO DO EXOPOLISSACARÍDEO SULFATADO 

 

Com o objetivo de obter o polissacarídeo quimicamente sulfatado, o extrato de 

Psc foi submetido a um processo de sulfatação que faz uso de um sistema de reação 

heterogêneo, composto de ácido sulfúrico e n-propanol na razão molar de 1:4 (WANG 

et al., 2005). Para avaliar a eficácia da técnica de sulfatação, o conteúdo de sulfato dos 

polissacarídeos (nativo - PN e quimicamente sulfatado - PS) foi determinado após uma 

hidrólise ácida (HCl 4N, 6 horas, 100°C), utilizand o análise turbidimétrica pelo método 

da gelatina-bário, tendo-se como padrão o sulfato de sódio (DODGSON; PRICE, 1962). 

O grau de substituição (DS), que designa a média de grupos sulfato presente em cada 

resíduo de açúcar foi determinado a partir do teor de enxofre, utilizando a seguinte 

formula, em que S% = percentual de enxofre. 

 

(µg) Amostra
100 × 0.1374 × BaSO4(µg)

S% =  

 

Em seguida, o resultado obtido acima é aplicado na fórmula abaixo: 

 

)(p/hexoses S x 102 - 3200
S x 162

=D.S  

 

Onde: 

162 representa 1 mol da unidade repetitiva (hexose); 

3200 representa a massa atômica do enxofre (32 g) x 100 

102 representa 1 mol do éster substituinte (SO3Na) – 1 

S representa o teor de enxofre dado em porcentagem (WHISTLER; SPENCER, 1964). 

 

A confirmação da ligação dos grupos sulfato ao exopolissacarídeo foi 

demonstrada por análises eletroforéticas em gel de agarose (0,6%) com tampão 1,3 

diamino propano acetato (PDA) 0,05M, pH 9,0, revelado com azul de toluidina 
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(DIETRICH; DIETRICH, 1976), bem como, por espectroscopia de infravermelho (ver 

item 3.5.2.). 

 

2.4 CARACTERIZAÇÃO QUÍMICA DOS POLISSACARÍDEOS 

 

2.4.1 Açúcares totais 

 

Para verificação da quantidade de polissacarídeos em PN e PS foi realizada a 

determinação de açúcares totais pelo método fenol/ácido sulfúrico, utilizando-se a 

galactose como padrão (DUBOIS et al., 1956). 

 

2.4.2 Proteína 

 

O grau de contaminação protéica em PN e PS foi determinado com o reagente 

comassie brilliant blue R 250. Albumina sérica bovina foi utilizada como padrão 

(SPECTOR, 1978). 

 

2.4.3 Compostos fenólicos 

 

Os compostos fenólicos foram avaliados quantitativamente pelo método 

colorimétrico de Folin-Ciocalteu. As leituras foram realizadas a 760 nm e o conteúdo de 

fenólicos totais foi calculado utilizando-se como padrão o ácido gálico (ATHUKORALA; 

KIM; JEON, 2006). 

 

2.5 ANÁLISES ESTRUTURAIS 

 

2.5.1 Composição e quantificação monossacarídica 

 
Os polissacarídeos PN e PS (1 mg) foram hidrolisados com 1 mL de ácido 

trifluoracético (TFA) 2 M por 8 horas a 100 °C. Pos teriormente, o material foi seco em 

evaporador rotativo sob pressão reduzida. Os produtos da hidrólise foram 

sucessivamente reduzidos com borohidreto de sódio (NaB²H4) e acetilados com 
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anidrido acético e piridina (1:1 v/v). Após esse procedimento o material ficou em 

repouso a temperatura ambiente por 12h (WOLFROM; THOMPSON, 1963). Os 

acetatos de alditol resultantes foram analisados por cromatografia gasosa acoplada à 

espectrometria de massa (GC-MS) e identificados por seus respectivos tempos de 

retenção. Padrões comerciais de monossacarídeos foram também acetilados e 

utilizados como referência para a identificação dos monossacarídeos constituintes da 

amostra.  

Esse procedimento foi realizado nas dependências do Depto. de Bioquímica da 

Universidade Federal do Paraná – UFPR 

 

2.5.2 Espectroscopia de infravermelho 

 

A espectroscopia de infravermelho foi realizada em espectrômetro Perkin-

Elmer, de 4000 a 500 cm-1 no Departamento de Química da Universidade Federal do 

Rio grande do Norte. Os polissacarídeos PN e PS foram prensados com KBr e as 

pastilhas obtidas foram analisadas. 

 

2.5.3 Ressonância magnética nuclear do ¹³C (RMN-¹³C ) 

 

As amostras foram solubilizadas em D2O (óxido de deutérico) e submetidas a 

análises espectroscópicas de RMN-¹³C em espectrômetro BRUCKER, modelo Avance-

DRX-400. As análises foram feitas a 60 °C e os desl ocamentos químicos das amostras 

solúveis em D2O foram expressos em δ (ppm) relativos aos sinais de ¹³C acetona em δ 

30,20. 

Esse ensaio foi realizado nas dependências do Depto. de Bioquímica da 

Universidade Federal do Paraná – UFPR.  
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2.6 ATIVIDADES BIOLÓGICAS 

 

2.6.1 Atividade antioxidante 

 

2.6.1.1 Capacidade Antioxidante Total (CAT) 

 

O ensaio é baseado na redução de Molibdênio+6 para Molibdênio+5 pelo extrato 

de polissacarídeo e subseqüente formação de um complexo esverdeado 

Fosfato/Molibdênio+5 em pH ácido (PRIETO; PINEDA; AGUILAR, 1999). Uma alíquota 

de 0,1 mL das amostras teste (PN e PS), diluídas em água em diferentes 

concentrações, foram combinada com 1 mL de solução reagente (0,6 M  ácido sulfúrico, 

28 mM de fosfato de sódio e 4mM de molibidato de amônio). Essa solução foi mantida 

a 100ºC por 90 minutos e depois resfriada. As leituras foram realizadas em 

espectrofotômetro a 695 nm contra um branco (PRIETO; PINEDA; AGUILAR, 1999). A 

capacidade antioxidante total é expressa em equivalentes de acido ascórbico, 

composto com atividade antioxidante conhecida. O ácido gálico é utilizado como 

controle positivo para o ensaio.  

 

2.6.1.2 Seqüestro de íons superóxido (O2
-) 

 

O método avaliou a capacidade da amostra teste em inibir a redução fotoquímica 

do nitroblue tetrazolium (NBT) em um sistema riboflavina-luz-NBT (DASGUPTA; DE, 

2004). Assim, 3 mL da solução reagente contendo: tampão fosfato de sódio, 50mM (pH 

7,4), metionina 13mM, riboflavina 2µM, EDTA 100µM, NBT 75 µM foram adicionados a 

1 mL de solução de PN ou PS. A produção do azul de formazana foi monitorada pelo 

aumento da absorbância a 560 nm após iluminação com lâmpada fluorescente por 10 

min. A reação foi realizada em câmara dissipadora de luz. Tubos idênticos com os 

reagentes foram colocados no escuro e utilizados como branco. 
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2.6.1.3 Inibição do radical hidroxila (OH-) 

 

A atividade seqüestradora dos radicais hidroxilas pelos polissacarídeos extraídos 

foi investigada usando a reação de Fenton. Esses resultados são expressos como 

porcentagem de inibição. As amostras em diferentes concentrações em 3mL de 

tampão fosfato (150 mM pH 7,4) foi incubada com FeSO4.7H2O (10mM), EDTA (10mM) 

e salicilato de sódio (2mM), H2O2  (200 µL) à 37ºC por 1h e a reação foi detectada por 

monitoramento da absorbância à 510nm. Um branco foi preparado, onde o H2O2 foi 

substituído pelo tampão fosfato (SOUZA et al., 2007). A presença dos radicais 

hidroxilas foi monitorada em espectrofotômetro a 510 nm. 

 

2.6.1.4 Atividade de quelação férrica 

 

Diferentes concentrações das amostras PN e PS foram adicionadas a uma 

solução de 2mM de FeCl2.A reação foi iniciada pela adição de 0,2 mL ferrozina 5mM. A 

absorbância da solução foi medida espectrofotometricamente em 562 nm (WANG et al., 

2008). O EDTA, composto comercial quelante de metais, foi usado como controle 

positivo neste experimento. A habilidade, da amostra teste, em quelar o íon ferroso foi 

calculada usando a equação abaixo: 

 

Habilidade de quelação (%)  =  ((A0 – A1)/A0) x 100 

Onde: A0 e A1 representam soluções com e sem a amostra teste 

respectivamente. 

 

2.6.1.5 Teste de Poder Redutor 

 

O poder redutor dos polissacarídeos PN e PS foi quantificado de acordo com 

metodologia previamente descrita (ATHUKORALA; KIM; JEON, 2006; WANG et al., 

2008). 4 mL da reação contendo diferentes concentrações dos polissacarídeos em 

tampão fosfato (0.2 M, pH 6.6) e ferricianeto de potássio (1%) foram incubados por 20 

min. à 50ºC.  A reação foi terminada pela adição da solução de TCA (10%), e 



MATERIAIS E MÉTODOS  

Cinthia Beatrice da Silva Telles  Programa de Pós-graduação em Bioquímica/UFRN 
 

48

posteriormente misturada com água destilada e cloreto de ferro (0,1%). A absorbância 

foi medida em espectrofotômetro a 700 nm. 

 

2.6.2 Atividade anticoagulante 

 

Os ensaios de tempo de tromboplastina parcial ativada (aPTT) e tempo de 

protrombina (PT) foram realizados seguindo o protocolo fornecido pelos “kits” 

comerciais adquiridos (Labtest, Minas Gerais/Brasil). O “pool” de plasma citratado 

utilizado nestes ensaios foi obtido após a centrifugação de sangue humano retirado de 

indivíduos adultos, sadios e de ambos os sexos. Foi verificada, através desses ensaios, 

a massa de PN e PS, necessária para prolongar em pelo menos duas vezes o tempo 

normal de coagulação (ALBUQUERQUE et al., 2004). Foram utilizadas como meio de 

comparação da atividade anticoagulante, a Clenaxe, polissacarídeo sulfatados 

utilizados comercialmente como ferramenta anticoagulante. O tempo de coagulação foi 

determinado utilizando-se um coagulômetro automático da marca Drake (São Paulo, 

Brasil). 

 

2.6.3 Ensaio de proliferação celular 

 

Para o cultivo celular, foi utilizado o meio DMEM da Gibco, 

penicilina/estreptomicina (Penicilina - Estreptomicina liofilizada em pó, 10.000U de 

penicilina e 10mg de estreptomicina por mL, em solução de cloreto de sódio 0,9%) da 

Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA) e soro fetal bovino (SFB) da Cultilab 

(Campinas, SP, Brasil). A linhagem celular utilizada foi células de adenocarcinoma 

cervical - HeLa (ATCC CCL-2), fornecida pela professora Silvia Regina Batistuto do 

Dept. de Biologia Molecular e Genética da UFRN. 

Para analisar a viabilidade da célula tumoral HeLa, as células foram tratadas 

com diferentes concentrações de PN e PS e avaliadas pelo método colorimétrico do 

MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)2,5-diphenil tetrazolium bromide) (MOSMANN, 1983). 

Este método é baseado na redução do MTT a cristais de formazan pelas células vivas. 

Aproximadamente 5 x 103 células foram colocadas em placa estéril de 96 poços para 
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um volume final de 100 µL de meio DMEM 10% de soro fetal bovino. Posteriormente, 

as células foram incubadas com diferentes concentrações do polissacarídeo (0,5; 1,0; 

1,5 2,0 mg/mL). Após 24, 48 e 72 horas, MTT (5 mg/mL) foi adicionado ás células, e 

incubados por mais 4 horas. Após este período, o meio foi aspirado, e adicionou-se 100 

µL de HCl 0,04N em álcool isopropílico para dissolver os cristais de formazana 

formados e precipitados. A quantificação da absorbância foi feita em leitor de placa de 

96 poços em comprimento de onda de 562 nm (MOSMANN, 1983). O ensaio foi 

realizado em quintuplicata. O cálculo de inibição da proliferação celular foi realizado em 

comparação com o controle contendo células não tratadas com os polissacarídeos. 

 

2.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Todos os dados dos experimentos realizados foram expressos como média ± 

desvio padrão (n=3). Para testar diferenças entre os polissacarídeos, bem como 

diferentes tratamentos no mesmo polissacarídeo, foi utilizado a análise paramétrica de 

análise de variância (ANOVA). O teste de Student–Newman–Keuls (Nível de 

significância de P<0,05) foi aplicado para se comprovar algumas similaridades 

encontradas pela ANOVA. 
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3 RESULTADOS 

 

3.1 OBTENÇÃO DO POLISSACARÍDEO SULFATADO 

 

O extrato do fungo Psc foi submetido ao processo de sulfatação de acordo com 

o descrito em metodologia. A figura 10 mostra o percentual de sulfato determinado 

após o processo de sulfatação através de análise turbimetrica pelo método gelatina-

bário. PN não apresentou sulfato em sua composição, enquanto que PS mostrou um 

percentual de sulfato de aproximadamente 22%. De acordo com a fórmula descrita na 

metodologia o DS calculado para PS foi de 0,17.  

 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
   

 

 

A presença de grupos sulfato ligados ao polímero foi confirmado pelo perfil 

eletroforético da amostra após revelação da lâmina de agarose. Uma vez que o azul de 

toluidina se complexa com os compostos sulfatados, produzindo uma coloração 

violácea, foi possível confirmar a presença de grupos sulfatos ligados ao polissacarídeo 

modificado e a ausência desse grupamento no polissacarídeo nativo (Figura 11). 

Figura 10 – Percentual de sulfato dos polissacarídeos PN e PS o btidos do 
fungo comestível Pleurotus sajor-caju. O conteúdo de sulfato dos polissacarídeos 
PN e PS foram determinados utilizando análise turbimétrica pelo método gelatina-bário. 
PN, Polissacarídeo nativo; PS, Polissacarídeo quimicamente sulfatado.  
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Observa-se que mesmo com o aumento da quantidade de polissacarídeo aplicada na 

eletroforese não ocorreu o surgimento de mais de uma banda.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

 

 

 

 

A espectroscopia de infravermelho (IV) é um método rápido, prático e utiliza 

pequenas quantidades de amostras para as análises. As bandas de absorbância 

revelam a presença ou não de certos grupos químicos. A figura 12 representa os 

espectros de infravermelho dos polissacarídeos PN e PS (Fig. 12a, b) e a eficácia do 

processo de sulfatação foi também confirmada pela comparação destes espectros. A 

inserção de grupos sulfato ao polissacarídeo resulta na formação de novos sinais, o 

sinal em torno de 820 cm-1 que é atribuído a vibrações simétricas de C-O-S foi 

observado no espectro de PS, confirmando mais uma vez o sucesso na sulfatação do 

polímero.  

 

 

Figura 11 - Comportamento eletroforético dos poliss acarídeos PN e PS . Alíquotas de 2,5 µl 
(25µg), 5 µl (50 µg), 7,5 µl (75 µg) e 10 µl (100 µg) do polissacarídeo proveniente da sulfatação e 
alíquota de 10 µl (100 µg) do polissacarídeo nativo foram aplicados em gel de agarose, tampão PDA 
0,05M, pH 9,0. Após a precipitação com CETAVLON as lâminas foram coradas com azul de toluidina. 
PS, polissacarídeo sulfatado; PN, polissacarídeo nativo; Or, origem. 
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Figura 12 – Espetros de infravermelho da região ent re 4000-500 cm -1 dos 
polissacarídeos PN e PS de Pleurotus sajor-caju. A seta indica o sinal em torno de 820 cm-1 
indicativo da presença de grupos sulfato. PN, polissacarídeo nativo; PS, polissacarídeo sulfatado 
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3.2 ANÁLISES QUÍMICAS E ESTRUTURAIS DOS POLISSACARÍDEOS PN E PS 

 

3.2.1 Composição e quantificação monossacarídica 

 

Na figura 13 pode ser observado o perfil de eluição dos monossacarídeos 

constituintes de PN e PS quando submetidos ao ensaio de cromatografia gasosa 

acoplada à espectrometria de massa (GC-MS). Os dados indicam que os principais 

componentes monossacarídeos de ambos polissacarídeos foram manose, 3-O-metil-

galactose, galactose e glucose. O percentual monossacarídico é mostrado na tabela 02 

e, como pode ser observado, após o processo de sulfatação ocorreram sutis mudanças 

no percentual dos componentes das frações, porém manose continuou sendo o 

monossacarídeo mais significativo na estrutura de PN e PS. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 13 - GC-MS de alditois acetato dos polissacarídeos PN e PS e padrões de 
açúcar.  Perfil de eluição dos monossacarídeos constituintes de PN e PS quando submetidos ao 
ensaio de cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massa (GC-MS). Comparados 
com os respectivos tempos de retenção de padrões de açúcares. Rha, raminose; Fuc, fucose; 
Rib, ribose; Ara, arabinose; Xyl, xilose; Man, manose; Gal, galactose; Gal-Met, 3-O-Metil-
galactose; Glu, glucose; PN, polissacarídeo nativo; PS, polissacarídeo sulfatado. 

Padrões   
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Os resultados das análises químicas mostraram que PS apresentou maior 

percentual de carboidratos totais e compostos fenólicos quando comparado com PN. 

Além disso, PN mostrou baixa contaminação protéica, enquanto que em PS não foi 

possível detectar a presença desse componente nas condições testadas, mostrando 

que, provavelmente, ocorreu a sua eliminação após o processo de sulfatação.  

 
 
 
 

 
 
  
 
 
3.2.2 Ressonância magnética nuclear 

 
A ressonância magnética nuclear é uma técnica não destrutiva utilizada para 

fornecer informações adicionais sobre a estrutura do polímero. A figura 14 representa 

os espectros de ressonância magnética nuclear do ¹³C para os polissacarídeos PN e 

PS (Fig. 14a, b). Os sinais químicos são expressos em partes por milhão (δ) para 

ambos os polissacarídeos. Sinais correspondentes aos carbonos anoméricos para a 

configuração α foram detectados em ambos os polissacarídeos na região 

compreendida entre δ 100 e 102. PN apresentou quatro sinais principais nessa região 

que foram assinalados como o C-1 da glicose, galactose, O-metil-galactose, manose. A 

ausência de sinais acima de δ 102 indica não existência de monômeros do tipo β nos 

polissacarídeos. Além disso, não foi observado sinais entre 55-59 ppm e, portanto, a 

presença de 2-O-, 6-O e 4-O-metil-galactose foi descartada, por outro lado, o sinal em 

torno de 61 ppm indica a presença de 3-O-metil-galactose. 

Após a sulfatação os picos correspondentes a PS ficaram mais alargados em 

comparação com aqueles observados em PN, além disso, ocorreu o surgimento de 

     Composição monossacarídica (%) a 

Polissacarídeos Açúcar 
(%) 

Proteínas 
(%) 

Compostos  
fenólicos 

(%) 

Sulfato 
(%) Manose 3-O-metil-

galactose b Galactose Glucose 

PN 22.6 5 0.4 0 44.9 16.3 19.8 19.0 

PS 33.4 0 0.8 22.52 49.7 14.4 17.7 18.2 

Tabela 02 - Conteúdo químico  e composição monossacarídica dos  polissacarídeos PN e 
PS obtidos de Pleurotus sajor-caju. 

a Analisado por GC–MS, após  hidrólise total, redução com Na2B
2H4 e acetilação. 

b  Confirmado por GC–MS íons a m/z 130 e 190 depois de redução com Na2B
2H4 e acetilação. 
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novos picos anoméricos indicando o aumento da complexidade estrutural do 

polissacarídeo após sulfatação.   

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.3 AVALIAÇÃO DAS ATIVIDADES BIOLÓGICAS 

 

3.3.1 Avaliação in vitro da atividade antioxidante de PN e PS 

 

A atividade antioxidante dos polissacarídeos PN e PS foi avaliada in vitro por 

vários ensaios antioxidantes, incluindo capacidade antioxidante total (CAT), seqüestro 

dos radicais hidroxila e superóxido, poder redutor e quelação férrica. 

Figura  14 – Espectros de RMN -13C de PN e PS. Os polissacarídeos (1 mg) foram 
solubilizados em D2O. As análises foram feitas a 60º e os deslocamentos químicos foram 
expressos em δ (ppm) relativos aos sinais de ¹³C acetona em δ 30,20. 
Gal, galactose; Gal-Met. 3-O-Metil-galactose; Glu, glucose; Man, manose; PN, polissacarídeo 

PN 

PS 
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Para a análise da capacidade antioxidante total (expressa como equivalentes 

de ácido ascórbico) ambos os polissacarídeos mostraram baixa atividade como agente 

redutor. Além disso, nenhuma diferença foi observada nesse ensaio para PN e PS, 

como demonstrado na figura 15. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

Os polissacarídeos PN e PS obtidos a partir do fungo comestível Pleurotus 

sajor-caju não mostraram atividade significante de seqüestro de radicais superóxido até 

a concentração de 0,5 mg/mL (Tabela 03).  

Por outro lado, ambos os polissacarídeos apresentaram atividade 

seqüestradora de radical hidroxila (Tabela 03). PN apresentou atividade dose 

dependente até a concentração de 0,1 mg/mL, atingindo em torno de 13% de inibição, 

no entanto,  após essa concentração a atividade desse composto começou a cair, 

desaparecendo na concentração de 0,5 mg/mL. Entretanto, esse comportamento foi 

modificado após a sulfatação. PS em baixas concentrações (0,01 – 0,05 mg/mL) não 

apresentou atividade seqüestradora de radical hidroxila. Esta atividade só começou a 

ser observada a partir da concentração de 0,1 mg/mL, se mostrando crescente, de 

forma dose-dependente, atingindo de cerca de 30% de inibição (0,5 mg/mL), com uma 
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Figura 15 – Capacidade antioxidante total dos polissacarídeos P N e PS 
obtidos do fungo comestível Pleurotus sajor-caju . Os resultados são 
expressos como equivalentes de ácido ascórbico. PN, Polissacarídeo nativo; PS, 
Polissacarídeo quimicamente sulfatado.  
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atividade aproximadamente 3,12 vezes menor que o ácido gálico, controle positivo para 

o teste, na mesma concentração. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Alguns compostos antioxidantes apresentam capacidade redutora do íon ferro, 

transformando Fe3+ em Fe2+. In vitro, essa capacidade redutora é avaliada pela 

formação de um complexo entre o Fe2+ e o cloreto de ferro, sendo a atividade 

mensurada pelo aumento da absorbância gerada pela formação desse complexo. Na 

figura 16 observam-se os dados das análises do poder redutor para os polissacarídeos 

PN e PS. Os resultados são expressos como percentual de atividade observado para 

0,2 mg/mL de ácido ascórbico. PN mostrou uma atividade dose-dependente até a 

concentração de 0,5 mg/mL,  se mantendo constante a partir desta concentração. PS 

Polissacarídeos Concentração (mg/mL) 

 
 

Inibição (%) 
 

 
OH• 

 
O2•_ 

PN 

 
0,01 

nd nd 

0,05 10,05 ± 0,15 nd 

0,1 13,14 ± 0,07 nd 

0,25 0,56 ± 0,10 nd 

0,5 nd nd 
    

PS 

0,01 nd nd 

0,05 nd nd 

0,1 18,73 ± 0,06 nd 

0,25 23,56 ± 0,12 nd 

0,5 31,29 ± 0,17 nd 
    

Ácido Gálico 

0,05 11,6 ± 1,7 28,9 ± 3,8 

0,1 43,6 ± 2,4 41,8 ± 4,7 

0,25 64,3 ± 3,0 72,1 ± 2,9 

0,5 93,7 ± 3,7 86,3 ± 3,1 

   

Tabela 03 - Atividade seqüestradora de radical hidroxila e supe róxido dos 
polissacarídeos PN e PS obtidos do fungo comestível  Pleurotus sajor-caju. 

nd, não detectado. PN, polissacarídeo nativo; PS, polissacarídeo quimicamente sulfatado. 
OH•, radical hidroxila; O2•_, radical superóxido. 
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também apresentou uma atividade redutora crescente de maneira dose-dependente, 

contudo, quando se compara as atividades observadas de PN e PS, nas mesmas 

concentrações, se verifica que em todos os pontos PS mostrou melhor atividade do que 

aquela apresentada por PN, além disso, não foi observada uma estabilização dos 

valores do poder redutor de PS mesmo quando se utilizou a concentração mais 

elevada (1,0 mg/mL). Vale a pena salientar que nessa concentração foi encontrada 

uma atividade de aproximadamente 50%.  

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Na figura 17 verifica-se a atividade de quelação férrica dos polissacarídeos PN, 

PS e do EDTA, composto comercial quelante de metais, usado como controle positivo 

neste experimento. Os resultados revelaram que ambos os polissacarídeos 

apresentaram baixa atividade quelante do íon ferro quando comparado com o EDTA. 

Figura  16 – Poder redutor dos polissacarídeos PN e PS obtidos d e Pleurotus sajor-
caju. Os dados são expressos como média ± desvio padrão. A atividade de poder redutor das 
amostras é expresso como percentual de atividade encontrada para 0,2 mg/mL de ácido ascórbico. 
a,b,c,d,e Diferentes letras indicam diferença significante entre as concentrações de um mesmo 
polissacarídeo. x,y Diferentes letras indicam diferença significante entre diferentes polissacarídeos 
na mesma concentração. Student-Newman-Keuls test (p < 0.05). 
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Os polissacarídeos apresentaram sua atividade máxima já na primeira concentração 

avaliada e essa atividade se manteve constante com o aumento da concentração. O 

EDTA apresentou 100% de quelação férrica a partir da concentração de 0,4mg/mL.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.3.2 Avaliação in vitro da atividade anticoagulante de PN e PS 

 

 A atividade anticoagulante dos polissacarídeos PN e PS foi investigada 

utilizando “kits” comerciais de aPTT (tempo de tromboplastina parcial ativada), que 

avalia a via intrínseca da coagulação e PT (tempo de protrombina), que analisa a via 

extrínseca, usando a heparina de baixo peso molecular (Clexane) como referência. Em 

ambas as análises não foram observadas atividade de PN, indicando a ausência de 

atividade inibitória da coagulação sanguínea por esse composto, nas vias testadas. Em 

contraste ao polissacarídeo nativo, o seu derivado sulfatado exibiu pronunciado efeito 

anticogulante no teste de aPTT. PS prolongou o tempo de coagulação de maneira 
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Figur a 17 - Efeito quelante  dos po lissacarídeos PN e PS obtidos de 
Pleurotus sajor-caju. Os dados são expressos como média ± desvio padrão. 
a,b,c,d,e Diferentes letras indicam diferença significante entre as concentrações de um 
mesmo polissacarídeo. x,y Diferentes letras indicam diferença significante entre 
diferentes polissacarídeos na mesma concentração. Student-Newman-Keuls test (p 
< 0.05). 
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dose-dependente, atingindo uma atividade cerca de 3 vezes maior que o controle com 

2,0 µg/µL.  Com relação ao teste de PT nenhuma inibição ocorreu em todas as 

concentrações avaliadas, mesmo com a adição do grupo sulfato (Tabela 04). 

 
 
 
 

 
 

 
 
 
3.3.3 Ensaio de proliferação celular 

 

A figura 18 mostra os resultados para o ensaio de proliferação celular. Os dado 

revelam que o polissacarídeo nativo não apresentou atividade antiproliferativa frente à 

linhagem HeLa em nenhuma das concentrações avaliadas, mesmo quando as células 

foram submetidas ao maior tempo de exposição ao polissacarídeo (72 h). Contudo, 

após a adição de grupos sulfato ao polímero, o derivado sulfatado passou a apresentar 

ação inibitória da proliferação celular. Esse composto mostrou uma atividade tempo-

dependente, pois como pode ser observado, em todas as concentrações avaliadas o 

percentual de sobrevivência das células HeLa diminui progressivamente com o 

aumento do tempo de tratamento, atingindo a menor taxa de sobrevivência 

(aproximadamente 40%), ou seja, o maior efeito antiproliferativo (aproximadamente 

Amostras Concentração 
(µg/µL) 

Tempo de coagulação (s) 
aPTT PT 

PN 

Controle 33,2s ± 3,9 15,2s ± 0,3 
0,1 33,7s ± 4,0 16,9s ± 0,5 
0,5 35,4s ± 0,4 16,5s ± 3,0 
1,0 36,9s ± 0,1 15,4s ± 0,7 
2,0 37,6s ± 0,5 15,4s ± 0,4 

PS 

Controle 33,2s ± 3,9 15,2s ± 0,3 
0,1 35,9s ± 0,7 15,0 ± 0,8 
0,5 46,4s ± 1,5 15,7 ± 0,3 
1,0 83,5 ± 2,8 15,4 ± 0,3 
2,0 101,0s ± 0,8 15,4 ± 1,2 

Clexane  0,1 65,2s ± 0,4 * 

Tabela 04 - Atividade anticoagulante do plasma humano na presen ça dos 
polissacarídeos PN e PS determinada pelos ensaios d e aPTT (tempo de tromboplastina 
parcial ativada) e PT (tempo de protrombina).  

APTT: tempo de tromboplastina parcial ativada; PT: tempo de protrombina; * = não foi determinado; n = 
3, s = segundos; Clexane = heparina de baixo peso molecular. Os resultados são expressos como 
média ± desvio padrão de três diferentes experimentos. Student-Newman Keus - a = p<0.001; b = 
p<0.01; # p<0.05 vs. Controle.  

a 

b 
# 
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60% de inibição), quando as células foram expostas por 72 horas ao polissacarídeo 

sulfatado.  

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figur a 18 – Percentual de s obrevivências das células tumorais uterinas (HeLa)  
quando tratadas com os polissacarídeos PN e PS em d iferentes concentrações por 
24, 48 e 72 horas . Os dados são expressos como média ± desvio padrão. * Significa diferença 
significativa entre PN e PS. a,b,c,d,e Diferentes letras indicam diferença significante entre as 
concentrações PS em um mesmo tempo de tratamento. x,y Diferentes letras indicam diferença 
significante de PS quando submetidas a diferentes tempos de tratamento, na mesma concentração. 
Student-Newman-Keuls test (p < 0.05). 
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4 DISCUSSÃO 

 

Os EPS produzidos por fungos podem ser tanto do tipo heteropolissacarídeos 

como homopolissacarídeos, no entanto, a maioria dos exopolissacarídeos fúngicos já 

estudados e caracterizados são homopolímeros do tipo β-glucana (SEVIOUR et al., 

1992). No presente trabalho um heteroexopolissacarídeo contendo manose, galactose, 

incluindo 3-O-metil-galactose, e glucose foi obtido do fungo comestível Pleurotus sajor-

caju e, apesar de haver poucos trabalhos sobre a caracterização de heteropolímeros, 

polissacarídeos contendo manose, glucose e galactose, têm sido descritos para 

algumas espécies de macrofungos (ZHANG; CHEN; HE., 2007), como por exemplo, 

polissacarídeos do corpo de frutificação de Pleurotus sajor-caju (DALONSO et al., 2009; 

PRAMANIK et al., 2005; PRAMANIK et al., 2007) e um exopolissacarídeo de Pleurotus 

ostreatus (GUTIÉRREZ; PRIETO; MARTÍNEZ, 1996). Um fato interessante é que 

polissacarídeos naturalmente metilados parecem ser característicos dos fungos do 

gênero Pleurotus (JAKOVLJEVIC et al., 1998; ROSADO et al., 2002; CARBONERO et 

al., 2008). Como exemplo, manogalactanas parcialmente O-metilada presentes em P. 

ostreatus e P. ostreatoroseus foram descritas por Rosado et al. (2003). 

Além de carboidratos, os dados também mostraram que PN possui em sua 

composição proteínas e compostos fenólicos. O componente protéico foi 

completamente eliminado após a reação de sulfatação, o que pode ser explicado pelo 

fato de que esse processo ao ser realizado em condições extremamente ácidas 

promove a desnaturação protéica por variação brusca de pH. Além disso, as análises 

químicas mostraram que após a reação de sulfatação o percentual de 

monossacarídeos variou pouco em comparação com aquelas observadas para PN. 

Provavelmente, um dos principais fatores que favoreceram esse resultado foi a 

utilização do método proposto por Wang et al. (2005). Nesse método a utilização do 

excesso molar de n-propanol atua controlando o excesso de ácido sulfúrico e impede a 

degradação do polímero por este (WANG et al., 2005).  

A determinação do percentual de sulfato e o grau de substituição (DS) 

realizado pelo método turbidimétrico empregando o reagente cloreto de bário/gelatina 

descrito por Dodgson; Price (1962) mostrou que o teor de sulfato após a reação de 
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sulfatação foi de 22%, com um DS de 0,17; esse grau de substituição é semelhante a 

outros resultados obtidos para polissacarídeos quimicamente sulfatados. Alban; 

Schauerte; Franz (2001) sulfataram uma α-glucana linear (1�4/1�6), produzida pelo 

fungo Aureobasidium pullulans, utilizando o complexo piridina-SO3, variando a 

temperatura e o tempo, e obtiveram derivados sulfatados com DS entre 0,17 e 1,99. 

Outros resultados também mostram DS de polissacarídeos quimicamente sulfatados 

semelhantes ao observado nesse trabalho após a sulfatação de PN (YANG; WU; 

ZHANG, 2003; MENDES et al., 2009; WANG et al., 2009). 

A obtenção do exopolissacarídeo sulfatado foi comprovada pela técnica de 

eletroforese em gel de agarose em tampão PDA. Neste sistema os grupos sulfato dos 

polissacarídeos interagem com a diamina do tampão, formando um complexo, e os 

grupos sulfatos não expostos a esta interação ficam livres para efetuarem a mobilidade 

por diferença de carga, quanto maior a interação com a diamina menor será a 

mobilidade eletroforética do polímero. Assim, uma mistura contendo dois tipos de 

polissacarídeos com grau de sulfatação semelhante, mas com distribuição diferente 

dos grupos sulfatos na molécula poderão ser separados por essa técnica (DIETRICH; 

DIETRICH, 1976). Portanto, a observação de apenas uma banda eletroforética em PS, 

mesmo em altas concentrações, indica a presença de apenas uma população 

homogênea de polissacarídeos sulfatados. Além disso, a ausência para PN de uma 

banda eletroforética corada com o azul de toluidina e a presença dessa banda para PS, 

também confirma a adição de grupos sulfatos ao polímero neutro, uma vez que o azul 

de toluidina, por ser um corante básico, se complexa apenas com compostos 

carregados negativamentos (como polímeros sulfatados), passando a apresentar uma 

coloração violácea (MC CULLY, 1965). 

A análise de espectroscopia de infravermelho confirmou a presença de grupos 

sulfato ao exopolissacarídeo pela presença de banda em 822 cm−1, indicativo de uma 

vibração C-O-S simétrica associada a presença de grupos C-O-SO3. Liu et al. (2009) 

ao sulfatarem um polissacarídeo obtido de Phellinus ribis também comprovaram a 

eficácia do processo de sulfatação através do surgimento de novas bandas 

características da presença de grupos sulfato e dentre elas, uma banda próximo a 810 

cm−1 foi observada. Outros trabalhos também confirmam que a região entre 800-850 
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cm−1 é bastante usada para inferir a presença de grupo sulfato no polissacarídeo 

(WANG et al., 2009; MENDES et al., 2009). 

As análises dos espectros de ressonância magnética nuclear mostraram que 

após a sulfatação ocorreu um aumento da complexidade do polímero, o que pode ser 

comprovado pela presença de um maior número de sinais referentes aos carbonos 

anoméricos. Esse tipo de evento parece ser uma característica comum quando se 

promove a sulfatação de polímeros. Vários autores relatam que a introdução de grupos 

sulfato nos polissacarídeos dificulta a mobilidade molecular destes polímeros e a 

aquisição de sinais na análise por ressonância nuclear magnética de carbono treze 

(RMN ¹³C). Os sinais tendem a ser mais alargados e com uma resolução comprometida 

(DOCTOR; ESHO, 1983; STUELP, 1999; MARTINICHEN, 2001).  

Vale a pena salientar que a obtenção de espetros de RMN só é possível 

quando não ocorrem grandes variações na estrutura de moléculas, o que não é 

possível com moléculas que apresentam estrutura randômica. Assim, a obtenção de 

espectro de RMN para PS mostra que a sua sulfatação não aconteceu de forma 

aleatória e que deve ter seguido uma ordem de substituição. Levando em conta a 

intensidade dos sinais dos carbonos O-substituídas, concluímos que a sulfatação 

seletiva do polissacarídeo extracelular ocorreu, em especial, C-2 e C-4, enquanto que 

C-6 não foi afetado. Um padrão semelhante de sulfatação também foi obtido quando 

polissacarídeos de arroz foram quimicamente sulfatados (WANG et al., 2009). 

O exopolissacarídeo obtido de Pleurotus sajor-caju e seu derivado sulfatado 

foram submetidos ao ensaio de capacidade antioxidante total (CAT). O resultado 

mostrou que PN e PS apresentaram semelhante atividade antioxidante, sendo 

equivalente a aproximadamente 8 mg de ácido ascórbico/g de fração. Este resultado 

revela que a adição de grupos sulfato, apesar de ter alterado a solubilidade desse 

polissacarídeo em meio aquoso, não alterou sua capacidade antioxidante medida por 

esse método. Portanto, mesmo algumas pesquisas sugerindo que a presença de 

grupos polares, como o grupo sulfato, seja essencial para a atividade antioxidante 

(ZHANG; JIN; SHI, 2008), os dados encontrados para PS frente a esse ensaio 

antioxidante sugerem que apenas a presença de grupos sulfato não é determinante 

para se ter atividade antioxidante total, e que provavelmente o DS e distribuição dos 
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grupos pela cadeia polissacarídica também são importantes. Corrobora com essa idéia 

os dados apresentados por Zhang et al. (2010) que mostra que além da presença do 

grupo sulfato, o grau de sulfatação é determinante para alguns ensaios antioxidantes. 

Eles observaram que com o aumento do grau de sulfatação de porfirana (polímero de 

glucose) ocorreu uma diminuição da atividade antioxidante em alguns testes avaliados. 

Quando esses autores avaliaram a atividade antioxidante total de dois polissacarídeos 

com DS diferentes (2,13 versus 0,08) observaram que aquele de menor DS possuía 

maior atividade (30 %) em comparação ao de maior DS (~8%). 

Apesar de ser considerado um oxidante relativamente fraco o radical 

superóxido pode ser decomposto em formas mais reativas, como o radical hidroxila (QI 

et al., 2005). Um mecanismo antioxidante contra esse radical é promover seu 

seqüestro, evitando assim, os danos ao organismo que o excesso desse radical livre 

possa causar (SOMOGYI et al., 2007). Os polissacarídeos PN e PS obtidos do 

basidiomiceto Pleurotus sajor-caju foram submetidos ao ensaio de seqüestro de 

radicais superóxido, que avaliou a capacidade dos polissacarídeos seqüestrarem esses 

radicais impedindo assim a redução do nitroblue tretrazolium (NBT). No entanto, 

nenhum dos polissacarídeos apresentou atividade antioxidante por esse mecanismo. 

Alta atividade varredora de radicais superóxido já foi descrita para algumas espécies de 

basidiomicetos. Para as espécies Ganoderma lucidium, Grifola umbellata (LIU; OOI; 

CHANG, 1997), Geastrum saccatum e Polyporus dermoporus (DORE et al., 2007) esta 

atividade foi dependente da porção peptídica presente na forma de um complexo 

polissacarídeo/peptídeo. Porém, apesar do exopolissacarídeo obtido de Pleurotus 

sajor-caju conter traços de proteína na sua amostra polissacarídica, essa característica 

não favoreceu a atividade antioxidante por esse mecanismo, talvez, devido ao baixo 

percentual de proteína encontrado em PN, o que coincide com os dados obtidos para 

os polissacarídeos lentinano e esquizofilano (polímeros de glucose obtidos de Lentinus 

edodes e Schizophyllum commune, respectivamente) que contém poucos traços de 

peptídeos nas suas amostras polissacarídicas e não apresentaram quase nenhum 

efeito na varredura dos radicais superóxidos (LIU; OOI; CHANG, 1997). Além disso, a 

adição de grupos sulfato também não modificou a atividade antioxidante desse 

polímero. No entanto, várias pesquisas têm demonstrado que a adição de grupos 
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sulfato modula a atividade seqüestradora de radicais superóxido. Zhang; Jin; Shi (2008) 

demonstraram que o derivado sulfatado obtido a partir do polissacarídeo nativo 

extraído de Ramulus mori apresentou melhor atividade seqüestradora contra radicais 

superóxido, com um IC50 de 65 µg/mL, enquanto que o polissacarídeo nativo atingiu 

35% de atividade com uma concentração de 200 µg/mL. Já os polissacarídeos 

quimicamente sulfatados obtidos a partir de Porphyra haitanensis passaram a 

apresentar melhor atividade inibitória quando comparados com o polímero nativo 

quando foi utilizada a concentração de 50 µg/mL atingindo aproximadamente 80% de 

inibição dos radicais superóxido (ZHANG et al., 2010).  

O radical hidroxila é considerado a ERO mais reativa e com meia vida mais 

curta em sistemas biológicos. A combinação extremamente rápida do OH• com metais 

ou outros radicais no próprio sítio onde foi produzido confirma sua alta reatividade 

(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1986). Os polissacarídeos PN e PS foram submetidas ao 

ensaio de seqüestro de radicais OH• gerados pela reação de Fenton e os resultados 

mostraram que o derivado sulfatado apresentou melhor atividade seqüestradora contra 

o radical hidroxila. PS agiu de maneira dose-dependente atingindo cerca de 30% de 

inibição com a máxima concentração avaliada (0,5 mg/mL). Essa atividade pode ser 

devido a dois mecanismos: o PS seqüestra diretamente o radical OH• e/ou quela o ferro 

impedindo a formação desse radical. Quando se analisou a capacidade quelante de PS, 

se observou que esse composto possui baixa atividade e que essa não é dose-

dependente. Esses dados levam a propor que a atividade seqüestradora de OH• de PS 

é proveniente da sua ação direta sobre este radical. Esses dados são semelhantes aos 

encontrados por Yang et al. (2005), que ao sulfatarem o polissacarídeo obtido do fungo 

filamentoso marinho Phoma herbarum e avaliarem a atividade antioxidante in vitro, 

também obtiveram fraca atividade quelante de metal, no entanto, foi observada alta 

capacidade seqüestradora de radicais hidroxila, provavelmente, devido a interação 

direta do polímero com o radical.  

No ensaio de poder redutor, a presença de redutores (antioxidantes) pode 

resultar na redução do Fe3+ para o estado ferroso (Fe2+) que na presença de cloreto de 

ferro forma uma reação colorimétrica com intensidade de coloração dependente da 

capacidade redutora da amostra antioxidante (ZHAO et al., 2006). Nesse mecanismo 
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antioxidante as espécies oxidantes reagem com o antioxidante ao invés de reagirem 

com o “substrato”, ou seja, os antioxidantes atuam reduzindo os oxidantes (BENZIE; 

STRAIN, 1996). As análises do poder redutor de PN mostraram que este apresenta 

uma atividade redutora menor do que PS e que estabilizou em torno de 0,5 mg/mL. A 

sulfatação desse polímero, produzindo PS aumentou sua atividade redutora. Esses 

resultados corroboram com outros dados da literatura que observaram que a adição de 

grupos sulfato a polissacarídeos favorece a capacidade redutora do polímero (ZHANG 

et al., 2010; WANG et al., 2009). Um fato interessante é que apesar do baixo valor de 

DS do polissacarídeo sulfatado (0,17), esse apresentou uma atividade semelhante 

àquela apresentada por uma porfirana com um DS de 2,13 (ZHANG et al., 2010), o que 

indica que essa atividade é mais dependente da distribuição dos grupos sulfatos pela 

molécula do que do seu DS.  

Em síntese, os ensaios antioxidantes demonstraram que a adição do sulfato à 

molécula do exopolissacarídeo de Pleurotus sajor-caju não aumentou sua atividade nos 

testes de CAT, seqüestro do íon superóxido e quelação de metais. Por outro lado, a 

sulfatação aumentou a atividade de seqüestro do radial hidroxila e do poder redutor. O 

que fortalece a idéia de que o grau de sulfatação (DS) e a distribuição do sulfato pela 

cadeia polissacaridica são características importantes para que um polissacarídeo 

sulfatado apresente uma atividade antioxidante específica. Futuramente pretende-se 

utilizar técnicas que permitam a sulfatação do polissacarídeo em posições diferentes 

como também metodologias que permitam a obtenção de polissacarídeos com 

diferentes graus de sulfatação para que possam ser realizados estudos de 

estrutura/atividade.  

Os eventos da cascata da coagulação sanguínea são caracterizados por uma 

série de reações enzimáticas que culminam na formação de trombina e, 

conseqüentemente, na conversão de fribrinogênio em fibrina que constituí o coágulo 

sanguíneo. A atividade anticoagulante pode ser determinada por ensaios específicos 

que monitoram a formação do coágulo sanguíneo (LEADLEY et al., 2000). Nesse 

trabalho, o potencial anticoagulante do polissacarídeo sulfatado bem como do 

polissacarídeo nativo não sulfatado obtido do cogumelo comestível Pleurotus sajor-caju, 



DISCUSSÃO 

Cinthia Beatrice da Silva Telles  Programa de Pós-graduação em Bioquímica/UFRN 
 

68

foi determinado através dos testes de aPTT e PT usando a Clexane (heparina de baixo 

peso molecular) como padrão de referência.  

De acordo com os resultados obtidos, o polissacarídeo nativo não foi capaz de 

interferir em nenhum ponto da cascata de coagulação, não demonstrando ação 

anticoagulante. Os valores obtidos nos testes de aPTT e PT em todas as doses 

avaliadas foram idênticos ao controle sem o polissacarídeo. Por outro lado, PS foi 

capaz de prolongar o tempo de coagulação de maneira dose-dependente no teste de 

aPTT, atingindo uma atividade cerca de 3 vezes (2,0 µg/µL) maior que o controle. 

Apesar da presença de grupos sulfato ser um dos indicativos para a ação 

anticoagulante de determinados compostos, a sulfatação nem sempre garante a 

atividade anticoagulante para polissacarídeos sulfatados. Fucanas, polissacarídeos 

ricos em fucose sulfatada, extraídas de diversas algas marinhas não apresentam 

atividade anticoagulante (ROCHA et al., 2005, MEDEIROS et al., 2008, BARROSO et 

al., 2008, COSTA et al., 2010). O mesmo também foi observado com galactanas 

sulfatadas (COSTA et al., 2010). Nenhuma concentração de PS testada foi capaz de 

prolongar o teste PT, indicando que este polissacarídeo não é capaz de atuar na via 

extrínseca da coagulação, assim como a heparina e vários outros polissacarídeos 

sulfatados (MOURÃO et al., 2001; YOON et al., 2002).  

A excelente ação anticoagulante de PS no teste de aPTT in vitro é resultado 

das cargas negativas produzidas pelos grupos sulfato e, provavelmente, devido a 

disposição dos grupos sulfato nas hidroxilas dos carbonos. Acredita-se que a ação 

anticoagulante de polissacarídeos sulfatados resulta da forte interação entre cargas 

negativas de grupos sulfato com as cargas positivas de seqüências peptídicas de 

proteínas reguladoras da coagulação (HUANG et al., 2003), sendo que, a posição em 

que os grupos sulfato encontram-se na molécula é importante. Ensaios futuros de 

caracterização estrutural desses polissacarídeos indicarão as principais características 

que fornecem a atividade anticoagulante a polissacarídeos. Esse conhecimento poderá 

nortear o desenvolvimento de técnicas que permitam a sulfatação em pontos 

específicos de polissacarídeos neutros.  

Uma forma de buscar novas substâncias com propriedades antitumorais é 

através de screening com modelos in vitro. Neles são determinadas a citotoxicidade 
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das substâncias de forma rápida e eficaz (CRAGG; NEWMANN, 2000). Neste estudo, o 

efeito antiproliferativo dos polissacarídeos PN e PS foi avaliado in vitro com o uso de 

células da linhagem tumoral de colo uterino (HeLa) realizando o teste do sal de 

tetrazólio (MTT).  

Apesar de vários pesquisadores terem isolado polissacarídeos com ação 

antitumoral de fungos como Ganoderma lucidum (MIYAZAKI; NISHIJIMA, 1981), Poria 

cocos (KANAYMA et al., 1986), Lentinus edodes (HOBBS, 2000), Coriolas versicolor 

(HIROSHI; TAKEDA, 1993), Grifola frondosa (CUN et al., 1994; MIZUNO; ZHUANG, 

1995) e Auricularia auricular-judae (UKAI et al., 1982, 1983). Os resultados desse 

trabalho revelaram que o polissacarídeo nativo de Pleurotus sajor-caju não teve efeito 

antiproliferativo frente à linhagem tumoral de colo uterino. Por outro lado, ao se 

adicionar grupos sulfato ao polímero, o mesmo passou a apresentar atividade 

antiproliferativa que cresceu com o aumento do tempo de exposição das células ao 

polissacarídeo. A literatura tem sugerido que a introdução de grupos iônicos ao 

polissacarídeo, como grupos sulfato, pode promover mudanças na caracterização 

físico-química e na conformação da cadeia, e a força produzida entre os grupos sulfato 

poderá resultar em uma relativa expansão e rigidez da cadeia polissacarídica em 

solução aquosa e, essa elevada rigidez da cadeia, bem como a solubilidade em meio 

aquoso pode promover o efeito antitumoral do polímero (LIN et al., 2004).  

Os dados mostram que a sulfatação nem sempre aumenta a atividade do 

polissacarídeo nativo, como observado para alguns ensaios antioxidantes, o que indica 

que outros parâmetros também são importantes, como o DS e a distribuição do grupo 

sulfato na cadeia. Portanto, ao se sulfatar polissacarídeos, deve-se levar em 

consideração que tipo de atividade se pretende obter, para que a metodologia utilizada 

seja satisfatória para alcançar o objetivo. Sendo assim, um ponto importante é o 

desenvolvimento de novas metodologias de sulfatação que permitam a adição do 

sulfato em posições específicas da molécula.   

Os dados obtidos neste trabalho mostraram que a sulfatação da 

manogalactoglucana (PN) de Pleurotus sajor-caju potencializa algumas atividades 

desse composto. Estudos futuros permitirão estabelecer com maior precisão a relação 

estrutura/atividade antioxidante, anticoagulante e antitumoral desse composto.  



CONCLUSÕES 

Cinthia Beatrice da Silva Telles  Programa de Pós-graduação em Bioquímica/UFRN 
 

70

5 CONCLUSÕES 
 
 

• O fungo comestível Pleurotus sajor-caju possui um exopolissacarídeo constituído 

de manose, galactose, 3-O-metil-gactose e glucose.  

 

• Essa manogalactoglucana apresentou atividade antioxidante nos ensaios de 

CAT, seqüestro de radical hidroxila, poder redutor e quelação férrica. Por outro 

lado, não mostrou atividade anticoagulante e antiproliferativa nas condições 

avaliadas.  

 

• A metodologia descrita por Wang et al. (2005) foi capaz de produzir o derivado 

sulfatado a partir do exopolissacarídeo neutro de Pleurotus sajor-caju com DS 

de 0,17. Eletroforese em gel de agarose em tampão PDA, espectroscopia de 

infravermelho e RMN comprovaram o sucesso na sulfatação de PN para a 

obtenção de PS. 

 

• Os ensaios antioxidantes demonstraram que a adição do sulfato a molécula do 

exopolissacarídeo de Pleurotus sajor-caju não aumentou sua atividade no testes 

de CAT, seqüestro do íon superóxido e quelação de metais. Por outro lado, a 

sulfatação aumentou a atividade de seqüestro do radical hidroxila e do poder 

redutor, o que fortalece a idéia de que o grau de sulfatação (DS) e a distribuição 

do sulfato pela cadeia polissacaridica são características importantes para que 

um polissacarídeo sulfatado apresente uma atividade antioxidante específica. 

 

• O derivado sulfatado foi capaz de prolongar o tempo de coagulação sanguínea 

no teste de aPTT de maneira dose-dependente, atingindo uma atividade cerca 

de 3 vezes (2,0 µg/µL) maior que o controle. Nenhuma concentração testada 

prolongou o teste de PT. Esses resultados indicam que o polissacarídeo 

sulfatado atua na via intrínseca da coagulação e não sobre a via extrínseca.  
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• A manogalactoglucana sulfatada de Pleurotus sajor-caju também foi capaz de 

induzir de maneira tempo-dependete uma ação antiproliferativa frente à 

linhagem tumoral uterina (HeLa). 

 

• A excelente ação anticoagulante e antiproliferativa é resultado dos altos níveis 

de cargas negativas produzidas pelos grupos sulfato (DS 0,17). Por outro lado, 

como a sulfatação nem sempre aumenta a atividade do polissacarídeo nativo, 

isso indica que outros parâmetros também são importantes como o DS e a 

distribuição do grupo sulfato na cadeira polissacarídica. 
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