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RESUMO 

BATISTA, M. C. A. Avaliação in vitro e in vivo do potencial imunomodulador de 

frações polissacarídicas extraídas do chuchu. 2021. Tese (Doutorado) – Faculdade 

Ciências Farmacêuticas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2021.   

Os polissacarídeos não amido constituem importante parcela das fibras dietéticas, e 

podem ser considerados modificadores de resposta biológica (MRBs), uma vez que 

são capazes de interagir com o sistema imune, e suas características estruturais estão 

atreladas aos efeitos biológicos gerados. O potencial imunomodulador dos 

polissacarídeos do chuchu já foi demonstrado, entretanto, informações sobre suas 

características estruturais e sua relação com o perfil imunológico são limitadas a 

ensaios in vitro, não havendo, até o momento, estudos in vivo. Assim, o objetivo do 

estudo foi avaliar, in vitro e in vivo, o perfil imunomodulador de frações isoladas do 

polissacarídeo do chuchu. Por meio da filtração tangencial foram obtidas as frações de 

estudo, SeRI<50 e SeSE<50, respectivamente as frações isoladas do polissacarídeo 

do chuchu extraídas do resíduo insolúvel e do sobrenadante pós-tratamento enzimático 

para retirada do amido com peso molecular menor que 50 kDa. A caracterização por 

meio da determinação da composição monossacarídica e da análise de ligação 

apontou que ambas as frações são formadas por galacturonanos, arabinanos, 

arabinogalactanos e glicomananos. A SeRI<50 é menos ramificada e, provavelmente, 

composta por galactanos, enquanto  SeSE<50 é mais ramificada e, provavelmente, 

composta por galactuglucomananos. Essas frações foram capazes de estimular os 

macrófagos murinos RAW 264.7 e as células mononucleares do baço, do sangue e do 

intestino delgado de camundongos Balb/c, sugerindo um perfil de ação mais pró-

inflamatório, com base nos efeitos produzidos pelas espécies reativas de oxigênio, 

citocinas e pelos marcadores de ativação de linfócitos. Ambas as amostras, SeRI<50 e 

SeSE<50, mostraram ser eficientes em ativar a cascata imunológica, não sendo 

citotóxicas mesmo com a maior concentração testada no ensaio in vitro.  

 

Palavras-chaves: chuchu, polissacarídeo não amido, frações polissacarídicas, 
imunomodulação, macrófagos, linfócitos. 



 
 

ABSTRACT 

BATISTA, M. C. A. In vitro and in vivo evaluation of the immunomodulatory 

potential of polysaccharide fractions extracted from chayote. 2021. Thesis 

(Doctorate) - Faculty of Pharmaceutical Sciences, University of São Paulo, São Paulo, 

2021. 

Non-starch polysaccharides are important components of dietary fibers, and they may 

be considered biological response modifiers (MRBs), as they may interact with the 

immune system, depending on their structural characteristics. The immunomodulatory 

potential of chayote polysaccharides has already been demonstrated, however, 

information on their structural characteristics and their relationship with the 

immunological profile are limited to in vitro assays, with no reports on in vivo studies. 

Thus, the objective of the study was to evaluate, in vitro and in vivo, the 

immunomodulatory profile of polysaccharide from chayote. Through tangential filtration 

two fractions, SeRI <50 and SeSE <50, were obtained, respectively the fraction isolated 

from the chayote polysaccharide extracted from the insoluble residue and the fraction 

from the enzymatic post-treatment supernatant to remove starch, both under molecular 

weight 50 kDa. The monosaccharide composition and linkage analysis showed that 

both fractions are formed by galacturonans, arabinans, arabinogalactans and 

glycomanans. SeRI <50 is less branched and probably composed of galactans, while 

SeSE <50 is more branched and probably composed of galactuglucomannans. These 

fractions were able to stimulate murine macrophages RAW 264.7 and mononuclear 

cells of the spleen, blood and small intestine of Balb / c mice, suggesting a more 

proinflammatory action profile, based on the reactive oxygen species production, 

cytokines and lymphocyte activation markers. Both samples, SeRI <50 and SeSE <50, 

were able to efficiently activate the immunological cascade, not being cytotoxic even at 

the highest concentration tested in the in vitro assay. 

 

Keywords: chayote, non-starch polysaccharide, polysaccharide fractions, 

immunomodulation, macrophages, lymphocytes. 



 
 

LISTA DE FIGURAS 

Figura 1- Esquema simplificado da obtenção das frações polissacarídicas do chuchu (Sechium 

edule), onde SeSE é a fração polissacarídica extraída do sobrenadante do tratamento 

enzimático para retirada do amido e SeRI é a fração polissacarídica extraída do resíduo 

insolúvel depois de passar pelo tratamento enzimático para retirada do amido 

Figura 2- Perfil cromatográfico das frações totais do polissacarídeo do chuchu por exclusão de 

tamanho HPSEC-RID. (A) Perfil cromatográfico da amostra SeRI (fração polissacarídica 

extraída do resíduo insolúvel depois de passar pelo tratamento enzimático para retirada do 

amido). (B) Perfil cromatográfico da amostra SeSE (fração polissacarídica extraída do 

sobrenadante do tratamento enzimático para retirada do amido). No gráfico são apontados os 3 

picos de pesos moleculares diferentes encontrados para cada amostra. Os números acima dos 

picos indicam o tempo de retenção. O eixo da abscissa equivale ao tempo de retenção (min) e 

o eixo da ordenada equivale ao índice de refração (nRIU – Refractive Index Unit). 

Figura 3- Perfil cromatográfico por HPSEC-RID das amostras (A) SeRI<50, correspondente ao 

permeado da separação por fluxo tangencial com membrana de corte de 50 kDa da fração 

polissacarídica extraída do resíduo insolúvel depois de passar pelo tratamento enzimático para 

retirada do amido e (B) SeSE<50, correspondente à fração polissacarídica extraída do 

sobrenadante do tratamento enzimático para retirada do amido do polissacarídeo do chuchu. 

Nos perfis de eluição das amostras (em vermelho) estão indicados os picos correspondentes a 

6 kDa e o da glicose indicando o final da separação. Os valores anotados acima dos picos 

indicam o tempo de retenção. Em azul é mostrado o perfil de eluição monitorado a 280 nm para 

a detecção de proteínas. O eixo das abscissas equivale ao tempo de retenção (min) e o eixo 

das ordenadas equivale ao índice de refração (nRIU – Refractive Index Unit).  

Figura 4- Ensaio para a presença de endotoxinas (EU.mL-1), por meio do teste do Lisado de 

Amebócitos de Límulo (LAL), em SeRI<50 – fração polissacarídica extraída do resíduo 

insolúvel depois de passar pelo tratamento enzimático para retirada do amido com peso 

molecular menor que 50 kDa, na concentração de 200 µg/mL, e em SeSE<50 – fração 

polissacarídica extraída do sobrenadante do tratamento enzimático para retirada do amido com 

peso molecular menor que 50 kDa, também na concentração de 200 µg/mL. O teste foi lido em 

espectrofotômetro a 450 nm e o cálculo para as amostras foi feito baseado na curva padrão 

estabelecida utilizando LPS em diferentes concentrações (0; 0,1; 0,25; 0,5; 0,75; 1 EU/mL) 

(lado esquerdo do eixo das abscissas). 

Figura 5- Composição monossacarídica das frações isoladas do polissacarídeo do chuchu, 

determinada por cromatografia de troca iônica (HPAEC-PAD). (A) SeRI<50 – fração 

polissacarídica extraída do resíduo insolúvel depois de passar pelo tratamento enzimático para 

retirada do amido com peso molecular menor que 50 kDa e (B) SeSE<50 – fração 

polissacarídica extraída do sobrenadante do tratamento enzimático para retirada do amido com 

peso molecular menor que 50 kDa. Entre os monossacarídeos foram analisados açúcares 

neutros – fucose (Fuc), arabinose (Ara), ramnose (Ram), galactose (Gal), glicose (Glc), xilose 

(Xil) e manose (Man); e foram analisados os ácidos urônicos – ácido galacturônico (AGal) e 



 
 

ácido glicurônico (AGlc). As letras sobre as barras (a, b, c) mostram a diferença estatística 

entre monossacarídeos da mesma amostra utilizando o teste Tuckey p<0,01; e o caractere (*) 

mostra a diferença entre as amostras para o mesmo monossacarídeo utilizando o teste T 

p<0,01. Letras ou caracteres iguais indicam que não houve diferença estatística entre as 

médias, e as barras verticais indicam o desvio padrão da média. 

Figura 6- Composição de monossacarídeos permetilados, não reduzidos, por ativação por 

carbodiimida, das frações isoladas do polissacarídeo do chuchu, por meio da análise de 

ligação. (A) SeRI<50 – fração polissacarídica extraída do resíduo insolúvel depois de passar 

pelo tratamento enzimático para retirada do amido com peso molecular menor que 50 kDa e (B) 

SeSE<50 – fração polissacarídica extraída do sobrenadante do tratamento enzimático para 

retirada do amido com peso molecular menor que 50 kDa. Estão apresentados apenas os 

monossacarídeos neutros. 

Figura 7- Viabilidade celular estimada pelo ensaio com MTT de macrófagos RAW 264.7 

incubados com as frações isoladas do polissacarídeo do chuchu. SeRI<50 – fração 

polissacarídica extraída do resíduo insolúvel depois de passar pelo tratamento enzimático para 

retirada do amido com peso molecular menor que 50 kDa e SeSE<50 – fração polissacarídica 

extraída do sobrenadante do tratamento enzimático para retirada do amido com peso molecular 

menor que 50 kDa. Para o cálculo do percentual da viabilidade foram considerados os valores 

descontados do controle branco (células tratadas apenas com meio de cultura). As amostras 

foram testadas em diferentes concentrações: 10, 50, 100, 200, 400 e 800 μg/mL, sendo o 

branco e a incubação com Triton X-100 usados como controles, e nos tempos de incubação de 

6h, 12h, 24h e 48 horas. Letras maiúsculas (A, B, C, D, E) mostram a diferença estatística entre 

as concentrações em relação aos controles em cada tempo de incubação. Letras minúsculas 

(a, b, c) mostram a diferença estatística de uma mesma concentração em relação aos períodos 

de incubação. A análise estatística foi feita por meio do teste de Tukey (p≤0,05). Letras iguais 

indicam que não houve diferença estatística entre as médias, e as barras verticais indicam o 

desvio padrão da média. 

Figura 8- Produção de espécies reativas de oxigênio em macrófagos RAW 264.7 incubados 

com as frações isoladas do polissacarídeo do chuchu, medida por meio da fluorescência 

relativa. SeRI<50 – fração polissacarídica extraída do resíduo insolúvel depois de passar pelo 

tratamento enzimático para retirada do amido com peso molecular menor que 50 kDa e 

SeSE<50 – fração polissacarídica extraída do sobrenadante do tratamento enzimático para 

retirada do amido com peso molecular menor que 50 kDa. As amostras dos polissacarídeos 

foram testadas em diferentes concentrações: 10, 50, 100, 200, 400 e 800 μg/mL, sendo os 

controles negativo e positivo feitos por incubações, respectivamente, em meio de cultura 

apenas (branco) e meio de cultura adicionado de LPS (10 pg/mL), em tempos de incubação de 

6h, 12h, 24h e 48 horas. Para o cálculo da fluorescência relativa foram considerados os valores 

descontados do controle branco. Letras maiúsculas (A, B, C, D, E, F) mostram a diferença 

estatística entre as incubações nas concentrações dos polissacarídeos em relação aos 

controles em cada tempo de incubação. Letras minúsculas (a, b, c) mostram a diferença 

estatística de incubações em uma mesma concentração em relação aos diferentes tempos de 

incubação. A análise estatística foi feita por meio do teste de Tukey (p≤0,05). Letras iguais 



 
 

indicam que não houve diferença estatística entre as médias, e as barras verticais indicam o 

desvio padrão da média. 

Figura 9- Ensaio de citotoxicidade das frações isoladas do polissacarídeo do chuchu. A 

avaliação de morte celular foi feita por meio do ensaio de atividade de LDH liberada no meio de 

cultivo. Foram testadas as amostras: SeRI<50 – fração polissacarídica extraída do resíduo 

insolúvel depois de passar pelo tratamento enzimático para retirada do amido com peso 

molecular menor que 50 kDa e SeSE<50 – fração polissacarídica extraída do sobrenadante do 

tratamento enzimático para retirada do amido com peso molecular menor que 50 kDa, ambas 

nas concentrações de 50 µg/mL e 800 µg/mL. A morte celular foi expressa em porcentagem 

relativa ao Triton X-100 (controle). As letras sobre as colunas (a, b) mostram a diferença 

estatística entre os tratamentos e o controle utilizando o teste de Dunnett- p<0,1. Letras iguais 

indicam que não houve diferença estatística entre as médias, e as barras verticais indicam o 

desvio padrão da média. 

Figura 10- Peso final dos animais utilizados no ensaio in vivo correspondentes aos grupos 

tratados com água (controle negativo – CN), tratados com a fração polissacarídica isolada 

extraída do sobrenadante do tratamento enzimático para retirada do amido com peso molecular 

menor que 50 kDa (SeSE<50), tratados com a fração polissacarídica isolada extraída do 

resíduo insolúvel após tratamento enzimático para retirada do amido com peso molecular 

menor que 50 kDa (SeRI<50) e tratados com Pululano (controle positivo – CP). As letras iguais 

indicam que não houve diferença estatística entre as médias utilizando o teste de Tuckey com 

p<0,01, e as barras verticais indicam o desvio padrão da média. 

Figura 11- Citocinas produzidas por células mononucleares isoladas de amostras frescas de 

baço, sangue e intestino delgado de camundongos da linhagem balb/c e de células 

mononucleares isoladas desses tecidos e cultivadas por 24h após reestimulo. Os animais dos 

diferentes grupos foram tratados com: água isenta de endotoxinas (Controle Negativo – CN), 

fração polissacarídica isolada extraída do sobrenadante do tratamento enzimático para retirada 

do amido com peso molecular menor que 50 kDa (SeSE<50), fração polissacarídica isolada 

extraída do resíduo insolúvel após tratamento enzimático para retirada do amido com peso 

molecular menor que 50 kDa (SeRI<50) e Pululano (Controle Positivo – CP). Foram analisadas 

a produção de IL-6, IL-10, MCP-1, INF-γ, TNF e IL-12. Barras verticais indicam desvio padrão 

da média. As letras (a, b, c) acima das barras indicam diferença estatística entre os tratamentos 

utilizando o teste de Tuckey (p<0,01). Caracteres omitidos indicam que as médias não diferiram 

estatisticamente entre si. 

Figura 12- Marcadores de ativação de linfócitos T (CD3, CD4, CD8 e CD45) e B (CD19) e de 

marcador de monócitos ativados (Ly6c) produzidos pelas células mononucleares do baço, 

sangue e intestino delgado de camundongos balb/c coletados logo após a eutanásia (células 

frescas) e após 24h da cultura de células primárias que sofreram reestimulo com as frações 

SeSE<50 ou SeRI<50. Os animais foram previamente tratados com: água isenta de 

endotoxinas (Controle Negativo – CN); fração polissacarídica isolada extraída do sobrenadante 

do tratamento enzimático para retirada do amido com peso molecular menor que 50 kDa 

(SeSE<50); fração polissacarídica isolada extraída do resíduo insolúvel após tratamento 

enzimático para retirada do amido com peso molecular menor que 50 kDa (SeRI<50); e 



 
 

Pululano (Controle Positivo – CP). Para o ensaio de reestimulo, parte das células 

mononucleares isoladas logo após a eutanásia (células frescas) do baço, sangue e intestino 

delgado de camundongos balb/c foram mantidas em cultura primária por 24h na presença dos 

controles, CN e CP e das frações polissacarídicas isoladas SeSE<50 e SeRI<50. Os resultados 

foram apresentados em forma de porcentagem. As letras (a, b) indicam diferença estatística 

entre os tratamentos de cada amostra de células nos diferentes tecidos para cada marcador, 

utilizando o teste de Tuckey (p<0,01), sendo que apenas para o Ly6c de 24h foi p<0,1. 

Caracteres omitidos indicam que as médias não diferiram estatisticamente entre si. Barras 

verticais indicam desvio padrão da média.  
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1. INTRODUÇÃO 

Os legumes, as frutas e os cereais integrais, principalmente, são abundantes em 

fibras dietéticas, as quais são benéficas ao nosso organismo, estando relacionadas à 

melhora do trânsito do trato gastrointestinal, atuando na formação do bolo fecal, à 

redução do risco de doenças cardiovasculares, de doenças intestinais, diabetes, 

obesidade, câncer do cólon retal, além de conferir benefícios para o balanço da 

microbiota por meio da fermentação, e de agir no sistema imune (TUNGLAND; 

MEYER, 2002; ELLEUCH et al, 2011). As fibras dietéticas são constituídas por 

polissacarídeos e oligossacarídeos, sendo conhecidos como carboidratos não 

digeríveis. Os polissacarídeos são polímeros que estão presentes em animais, plantas 

e microorganismos, compostos por unidades monossacarídicas, de diferentes tipos ou 

não, e unidas por ligações glicosídicas, diferenciando-se quanto ao número de 

unidades, ao grau de ramificação, ao tipo de ligação e ao comprimento das cadeias; 

produzindo compostos com propriedades físico-químicas e funções biológicas 

particulares (LEHNINGER, 2006). 

No caso das plantas, que constituem a fonte mais expressiva de fibra alimentar 

da dieta humana, o complexo de polissacarídeos originados da parede celular pode ser 

formado por celulose (cadeias de β-glucanos), hemicelulose (arabinoxilanos 

encontrados em cereais e xiloglucanos encontrados em frutas e vegetais), pectinas 

(galacturonanos presentes em frutas e vegetais), amido resistente, gomas e 

mucilagens (sementes e frutas) e inulina. (ELLEUCH et al, 2011; BLACKWOOD et al, 

2000). 

Nas últimas décadas, tem sido observado estudos reportando a atividade 

biológica que polissacarídeos exercem como, por exemplo, ação anti-viral, ação anti-

oxidante, regulação do sistema imune, além de efeitos anti-tumorais, hipoglicêmicos e 

efeitos na redução dos lipídios (BAI et al, 2012; LI et al, 2014). Eles conseguem interagir 

com o sistema imunológico por meio da ativação de receptores ou por componentes 

desse sistema, como as quimiocinas e as citocinas, aumentando a capacidade 

fagocítica de células de defesa, como os macrófagos, contribuindo para o 

reconhecimento e destruição de patógenos mais eficientemente (SCHEPETKIN; 

QUINN, 2006; TAN et al, 2013; YU et al, 2013).  
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Os macrófagos, juntamente com os neutrófilos, fazem parte da linha de defesa 

do organismo agindo no reconhecimento de agentes infecciosos. O uso de macrófagos 

em experimentos tem permitido avaliar a modulação do sistema imune, sendo 

responsáveis por processos inflamatórios, imunológicos e homeostáticos (ABBAS; 

LITCHTMAN, 2005). Além disso, tem sido reportado que polissacarídeos podem exibir 

funções benéficas ao modular a função imune mediada por macrófagos 

(SCHEPETKIN; QUINN, 2006). Como por exemplo, polissacarídeos isolados do fungo 

Cordyceps sinensis podem promover as funções imunes dos macrófagos (MENG et al, 

2014); e frações dos polissacarídeos do Prunella vulgaris exibiram forte atividade 

imunomoduladora, também em macrófagos, além de potencial anti-oxidante (LI et al, 

2015).  

A atividade biológica ou os efeitos desencadeados pelos polissacarídeos estão 

relacionados com as suas características estruturais, além disso, como diferentes 

estruturas podem interagir com diferentes receptores, essas diferenças podem 

influenciar nas respostas produzidas pelos macrófagos (LIU et al, 2016). Diante disso, 

a caracterização estrutural dos polissacarídeos é importante para entender suas 

características funcionais.  

Em um estudo anteriormente realizado pelo nosso grupo de pesquisa utilizando 

os polissacarídeos da polpa do chuchu cru, do chuchu cozido e da água do cozimento 

desse fruto (CASTRO-ALVES; NASCIMENTO, 2016) foi observado que os 

polissacarídeos obtidos modularam a função de macrófagos murinos do tipo RAW 

264.7. Os polissacarídeos do chuchu cru e da água de cozimento aumentaram a 

viabilidade dos macrófagos quando comparados com o controle, enquanto que os 

polissacarídeos do chuchu cru e cozido induziram a secreção de TNF e óxido nítrico. 

Por outro lado, apenas os polissacarídeos do chuchu cru inibiram a secreção de 

citocinas e óxido nítrico em macrófagos pré-tratados com LPS e zymosan. Esses 

resultados demonstram que os polissacarídeos do chuchu apresentam efeitos 

imunomodulatórios em macrófagos do tipo RAW 264.7. Com relação às suas 

características de estrutura, os polissacarídeos do chuchu cru, cozido e da água de 

cozimento possuem composições monossacarídicas semelhantes, mas o 

polissacarídeo do chuchu cozido possui galactanos altamente ramificados de alto peso 
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molecular enquanto que o polissacarídeo da água de cozimento possui arabinanos e 

homogalaturonanos de baixo peso molecular. Isso mostra que mesmo pequenas 

mudanças na composição resultante da solubilização de polissacarídeos de baixo peso 

molecular durante o cozimento podem ser responsáveis por diferentes efeitos 

biológicos dos polissacarídeos.  

Diante dos resultados promissores obtidos naquele estudo com os 

polissacarídeos do chuchu, e da escassez de estudos relacionando a separação e a 

caracterização de suas frações de diferentes pesos moleculares com o perfil 

imunomodulador, é interessante uma investigação mais aprofundada. Tendo em vista 

caracterizar essa complexa estrutura, bem como utilizar suas frações isoladas e 

purificadas de diferentes pesos moleculares para avaliar seu potencial biológico in vitro, 

e em cultura de macrófagos murinos, e in vivo, em camundongos de linhagem balb/c, 

que podem oferecer pistas acerca do possível efeito do consumo na dieta, haja visto 

que esses animais apresentam uma resposta imune similar à que ocorre em humanos. 

Assim, o presente estudo tem como objetivo isolar e purificar as frações de menor peso 

molecular do polissacarídeo do chuchu, caracterizar suas complexas estruturas e 

avaliá-las quanto ao seu potencial biológico in vitro e in vivo. 



26 
 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. Da fibra dietética aos polissacarídeos como modificadores de respostas 

biológicas  

A parede celular apresenta uma estrutura complexa formada por proteínas, 

compostos aromáticos, como os fenólicos, e polissacarídeos, os quais constituem as 

fibras dietéticas (CAFFALL; MOHNEN, 2009). Este último grupo é formado por 

polímeros contendo de 20 a centenas ou milhares de unidades de monossacarídeos, 

neutros ou ácidos, com diferentes estruturas e composições e, como consequência, 

desenvolvendo diferentes funções biológicas (LEHNINGER, 2014). 

A fibra dietética é geralmente conhecida como uma estrutura que não é 

quebrada pelas secreções digestivas do intestino humano, principalmente o intestino 

grosso, órgão considerado como principal área de atuação das fibras (MUDGIL; 

BARAK, 2013; TUNGLAND; MEYER, 2002). Contudo, ao longo dos anos o conceito de 

fibras tem passado por modificações e mesmo de definições, sendo algumas baseadas 

em métodos analíticos e outras em bases fisiológicas (SLAVIN, 2013). Uma das mais 

recentes definições foi publicada na Comissão do Codex Alimentarius de 2009, que 

destacou três pontos importantes: as autoridades nacionais se encarregariam de 

acrescentar ou retirar esses carboidratos não digeríveis com grau de polimerização 

entre 3 e 9; não haveria uma lista com os benefícios dos seus possíveis efeitos 

fisiológicos no organismo, mas haveriam critérios pertinentes para que fossem 

comprovados; e as fibras dietéticas encontradas nos alimentos precisariam passar por 

avaliação para serem quantificadas por meio de metodologias analíticas. 

As fibras dietéticas são constituídas principalmente por polímeros como os 

polissacarídeos do tipo não amido, como a celulose, hemicelulose, e pectina, 

oligossacarídeos como a inulina, e carboidratos análogos não digeríveis, como amido 

resistente, dextrina, frutooligossacarídeo, galactooligossacarídeo, celulose modificada e 

polidextrose, bem como substâncias associadas à fibra, como a lignina, e, em minoria, 

saponinas, polifenóis, cera, cutina, fitatos, e fitoesteróis, que não são considerados 

como fibras quando sozinhos (MUDGIL; BARAK, 2013; TUNGLAND; MEYER, 2002; 

ELLEUCH et al, 2011). 
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Os polissacarídeos não amido contribui com cerca de 90% do peso seco da 

parede celular vegetal e são formados por celulose, a qual contribui com 20 a 40% da 

formação da parede celular, por hemiceluloses, contribuindo com 15 a 25% e por 

pectinas que contribuem com cerca de 30% da constituição da parede (FARINAS, 

2011); apresentando estruturas e funções diferentes, mas que podem interagir entre si. 

A celulose é parte importante da estrutura de apoio da parede celular primária e 

secundária, no qual serve para dar suporte à planta. Ela apresenta alto peso molecular, 

pode ser representada por microfibrilas, formando conjuntos com elevado grau de 

polimerização das cadeias de β-D-glicopiranose unidas por ligações glicosídicas (β-1,4 

e β-1,6) (CAFFALL; MOHNEN, 2009; OCHOA-VILLARREAL et al, 2012; BRITO et al, 

2008).  

A hemicelulose pode ser considerada um grupo heterogêneo de polissacarídeos 

que apresentam peso molecular inferior ao das celuloses (OCHOA-VILLARREAL et al, 

2012; SCHELLER; ULVSKOV, 2010; BRITO et al, 2008) e que está unida com a 

celulose por meio de ligações de hidrogênio, formando a matriz da parede celular 

(CAFFALL; MOHNEN, 2009). Esse grupo de polissacarídeos heterogêneos é 

caracterizado por exibirem estruturas com composição semelhantes em suas cadeias 

principais, apresentando ligações glicosídicas β-(1-4), aliadas a açúcares residuais 

como manose, xilose, arabinose, glicose, galactose e ácido glicurônico, e mesma 

configuração equatorial em C1 e C4 (SCHELLER; ULVSKOV, 2010; BRITO et al, 

2008), podendo a hemicelulose ser classificada a partir da presença do 

monossacarídeo mais abundante, como, por exemplo, xilanas, arabinoxilanas, 

galactomananas, glicomananas, entre outras (OCHOA-VILARREAL et al, 2012; 

SCHELLER; ULVSKOV, 2010). 

Dentre o complexo de polissacarídeos não amido que formam a parede celular, 

a pectina é a mais complexa, tanto em relação à sua estrutura quanto à sua atividade 

biológica. Ela participa do processo de crescimento e desenvolvimento da planta 

(MOHNEN, 2008) e possui a capacidade de produzir géis ou soluções viscosas quando 

na presença da água, sendo bastante utilizada em produtos alimentícios, podendo ser 

empregadas como agente estabilizante em alimentos (SEYFRIED et al, 2016; 

MOHNEN, 2008).  
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Cerca de 70% da pectina é composta por unidades de ácido galacturônico 

(MOHNEN, 2008) e ela pode ser classificada em três grupos principais: 

homogalacturonanas (HG), ramnogalacturonanas tipo I (RG-I) e ramnogalacturonanas 

tipo II (RG-II) (MOHNEN, 2008; KEEGSTRA, 2010). A HG é uma estrutura linear 

composta por ácido galacturônico que apresenta ligações α-1,4, enquanto que a RG-I e 

a RG-II apresentam estruturas mais complexas (MOHNEN, 2008). A RG-I é formada 

por uma cadeia linear de ácido galacturônico sendo intercalada com ramnose, 

ramificada com galactanas, arabinanas e/ou arabinogalactanas. Já a cadeia principal 

da RG-II é formada por uma cadeia de homogalacturonana com cadeias laterais 

contendo açúcares raros como apiose, ácido acérico, 2-O-metilfucose, 2-O-metilxilose, 

ácido 2-ceto-3-deoxi-D-mano-octulosônico (Kdo) e ácido 3-deoxi-D-lixo-heptulosárico 

(Dha) (MOHNEN, 2008; OCHOA-VILARREAL et al, 2012).   

Apesar de ser uma matéria não digerível, as fibras dietéticas possuem várias 

funções, principalmente em processos metabólicos, dentre elas: melhora dos níveis de 

colesterol e de glicose no sangue, e consequentemente gerando uma melhor resposta 

insulínica; redução do risco de desenvolvimento de câncer, principalmente do intestino; 

promove barreira física e biológica contra patógenos; melhora a formação do bolo fecal 

e o aumento de sua viscosidade, com consequente influência na colonização do cólon 

por microorganismos benéficos por meio do processo da fermentação (TUNGLAND; 

MEYER, 2002; ELLEUCH et al, 2011), onde são produzidos ácidos graxos de cadeia 

curta (AGCC); além de ter influência sobre a função imunológica do organismo 

(KACZMARCZYK; MILLER; FREUND, 2012; SLAVIN, 2013).   

Além dessa interação indireta com o sistema imune que as fibras exercem, elas 

também interagem de forma direta, principalmente relacionadas aos polissacarídeos 

extraídos da parede celular vegetal, algo muito menos investigado. Essas moléculas 

biologicamente ativas são consideradas Modificadores de Respostas Biológicas, 

MRBs, que são substâncias conhecidas por aumentar, estimular ou suprimir o sistema 

imune, como, por exemplo, proliferação de linfócitos e estimulação de macrófagos, 

monócitos, células “Natural Killer” e células dendríticas (SCHEPETKIN; QUINN, 2006; 

LEUNG et al, 2006). Esses MRBs são também produzidos de forma endógena, como 
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ocorre com as citocinas e quimiocinas liberadas pelas células imunes ou produzidas 

por fungos e bactérias, por exemplo (LEUNG et al, 2006).   

Para que ocorra essa interação direta sobre a função imunológica e estimulação 

entre os polissacarídeos e as células imunes, é necessário que os receptores 

específicos localizados na superfície celular se liguem a essas moléculas e façam a 

transdução de sinal. Os macrófagos e as células dendríticas são as células mais 

eficientes em fazer essa transdução, pois elas possuem receptores de reconhecimento 

padrão (PRR), facilitando a interação desses polissacarídeos MRBs com os receptores 

específicos (WISMAR, 2010). Esses PRRs detectam a presença de microrganismos 

por meio de estruturas conhecidas como PAMPs – padrões moleculares associados a 

patógenos, que estão localizadas na superfície desses microrganismos. São exemplos 

de PRRs os receptores scavenger, de complemento 3 (CR3), Toll-like (TLRs), 

receptores de lectina do tipo C (CLRs), dectina 1 ou receptor de manos, entre outros, e 

a interação desses receptores com o polissacarídeo promovem a ativação de resposta 

imune (TAKEUCHI; AKIRA, 2010; SCHEPETKIN; QUINN, 2006; GORDON, 2002).  

 

2.2. Imunomodulação 

Em condições normais o organismo está preparado para se proteger e combater 

patógenos, infecções, substâncias estranhas, e a isso se dá o nome de imunidade 

(HOOPER; LITTMAN; MACPHERSON, 2012; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).  

Quando o organismo se depara com patógenos ou com macromoléculas, como as 

proteínas e os polissacarídeos, por exemplo, o sistema imune é ativado e as células de 

defesa atuam na homeostase imunológica, no processo chamado de resposta imune 

(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015). Essa resposta do organismo ocorre por meio da 

imunidade inata e da imunidade adaptativa, sendo a primeira a principal linha de defesa 

contra infecções, agindo imediatamente, cujos principais componentes são os 

macrófagos, monócitos, neutrófilos, granulócitos e elementos humorais (CHÁVEZ-

SÁNCHEZ et al, 2014; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015). No caso da imunidade 

adaptativa, que tem os linfócitos e seus produtos, os anticorpos, como principais 

elementos dessa linha de defesa, ela ocorre de forma mais tardia, e o organismo 
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apresenta uma resposta mais eficaz a cada vez que se expõe ao patógeno (ABBAS; 

LICHTMAN; PILLAI, 2015).  

Os macrófagos e os linfócitos representam as principais células do sistema 

imune responsáveis pela defesa do organismo. Os linfócitos são produzidos na medula 

óssea onde podem se diferenciar em linfócitos B; ou podem se deslocar para o timo e 

se diferenciar em linfócitos T (FABBRI; SMART; PARDI, 2003; LEBIEN; TEDDER, 

2008). Este último tipo de linfócito age na imunidade específica celular, necessitando 

se associar a células apresentadoras de antígenos, como macrófagos e linfócitos B, as 

quais vão fazer reconhecimento de antígenos por meio de sua apresentação por 

moléculas do complexo de histocompatibilidade principal (CMH) presentes na 

superfície de sua membrana celular (MOREIRA, 2014; MESQUITA et al, 2010).  

Essas células T apresentam funções diversas por meio dos subtipos dos 

linfócitos efetores, como, por exemplo, linfócitos T auxiliares (Th), linfócitos T 

citotóxicos (Tc) e os linfócitos T reguladores ou supressores (Treg ou Ts). Os linfócitos 

auxiliares (Th) liberam mediadores químicos (citocinas) como um meio de conseguir 

recrutar células para auxiliar no processo inflamatório, células estas que podem ser os 

linfócitos B, neutrófilos e outras células T (GONZÁLEZ-FERNÁNDEZ; MASTACHE; 

ABALDE, 2005). Eles são subdivididos em Th1, Th2 e Th17: o Th1 produz elevado teor 

de IL-2, que induz proliferação de linfócitos e produz elevado teor de INF-γ; o Th2 

produz IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10, favorecendo produção de anticorpos; e o TH17 produz 

IL-22, IL-26 e citocinas da família IL-17 (MESQUITA et al, 2010). 

A função dos linfócitos citotóxicos (Tc) é a de fazer a identificação das células 

infectadas por patógenos mediante apresentação de antígenos, liberando substâncias 

tóxicas para destruí-las. Eles induzem a via de morte celular programada (apoptose) na 

célula alvo. No caso dos linfócitos T reguladores ou supressores (Treg ou Ts), eles têm 

como função produzir e liberar substâncias capazes de regular a resposta imunológica 

quando há a ocorrência de uma inflamação ou suprimir a função das células imunes, 

podendo agir também em casos em que há deficiência ou ausência desse tipo de 

linfócito ou de sua função, como em doenças autoimunes ou imunossuprimidas (FARIA 

et al, 2008). 
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Por outro lado, os linfócitos B agem na imunidade específica humoral, ou seja, 

por meio do líquido extracelular. Essas células apresentam na superfície de sua 

membrana receptores / imunoglobulinas específicos para determinados epítopos de 

antígenos e quando estes se ligam ativam os linfócitos, fazendo com que se 

multipliquem, dando origem a plasmócitos e células B de memória, promovendo 

liberação de anticorpos (MOREIRA, 2014; LEBIEN; TEDDER, 2008; MESQUITA et al, 

2010). 

A outra célula principal de defesa do sistema imune é o macrófago, o qual é 

originado na medula óssea, onde inicialmente é denominado de monócito e ao sair da 

medula fica circulante no sangue e pode ir para os tecidos com a finalidade de 

amadurecer e se diferenciar, passando a receber o nome de macrófagos (MA et al, 

2003). Os macrófagos representam a maior população de células imunes na maioria 

dos tecidos, como os do coração, cérebro, fígado, pulmão e, possivelmente, dentro do 

parênquima de outros órgãos, fazendo com que esse tipo celular seja o primeiro e o 

principal a fazer o reconhecimento de agentes infecciosos (LEE et al, 2013; 

CAVAILLON, 1994, BEUTLER, 2004). Eles possuem uma alta plasticidade, fazendo 

com que desempenhem diversas funções como participar na homeostase, reparar 

tecidos, atuar na resposta imunológica, na cascata da inflamação, dentre outras 

funções (WYNN; CHAWLA; POLLARD, 2013).  

Os macrófagos participam da defesa contra patógenos, mas sua principal função 

é a de supervisionar e coordenar a infiltração de células como os neutrófilos. Quando 

ativados, os macrófagos podem desempenhar um perfil pró- ou anti-inflamatório, 

participando da destruição ou da regeneração de tecidos (MARTINEZ et al, 2008); por 

isso eles se fazem sempre presentes assim que um microrganismo invade o organismo 

(BEUTLER, 2004), fazendo parte de todo o processo até seu desfecho final no 

processo inflamatório. 

Os macrófagos são os maiores responsáveis por produzir e liberar citocinas e 

quimiocinas e, por se fazerem presentes em vários tecidos, eles são grandes 

contribuintes para disseminá-las pelo organismo (CAVAILLON, 1994). As quimiocinas 

são citocinas que possuem a habilidade de atuarem como quimiotáticas, sendo 

responsáveis pela movimentação de leucócitos e de outras células inflamatórias 
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(ABBAS; LICHTMAN, 2003). As citocinas e as quimiocinas são proteínas de baixo peso 

molecular e possuem a habilidade de recrutar outras células imunológicas, regulando e 

coordenando essa comunicação por meio dos receptores específicos presentes na 

superfície celular (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015), deixando o organismo apto para 

combater um processo inflamatório, podendo apresentar um perfil pró- ou anti-

inflamatório. Dessa forma, como exemplo de pró-inflamatórias temos as citocinas INF-

γ, TNF, IL-1, IL-6, IL-12, IL-8; e IL-10, IL-13, IL-5, IL-4 como exemplo de citocinas anti-

inflamatórias. 

O organismo pode ativar o sistema imune mediante a presença de alguns 

constituintes dos alimentos como, por exemplo, as fibras dietéticas (HACHIMURA; 

TOTSUKA; HOSONO, 2018). Esses componentes alimentares são os conhecidos 

como Modificadores de Resposta Biológica (MRBs) a exemplo dos lipídios, proteínas e 

polissacarídeos, os quais podem atuar no sistema imune promovendo efeito antiviral, 

antibactericida (LI et al, 2004), antifúngico (STUART et al, 1997), antitumoral (LEUNG 

et al, 2006). 

O efeito biológico desses polissacarídeos como MRBs pode estar 

intrinsicamente relacionado com suas características estruturais, visto que a 

composição das moléculas dessas estruturas podem exibir atividades biológicas 

diferentes, por isso é importante conhecer e caracterizar o tamanho e o peso 

molecular, assim como sua composição monossacarídica, características das ligações 

glicosídicas, conformação das cadeias e grau de ramificação (HU et al, 2013). A 

importância das características estruturas pode ser exemplificada pelo estudo de 

Pereira, Melo e Mourão (2002), pois ao avaliar a atividade anticoagulante de dois 

polissacarídeos, observou-se diferenças bastante significativas na atividade biológica 

relacionadas com diferença em suas estruturas, visto que os polissacarídeos em 

estudo eram galactanos sulfatados e fucanos sulfatados.  

Em se tratando de efeito imunomodulador, vários estudos têm utilizado 

diferentes tipos de polissacarídeos para relatar sua ação. O polissacarídeo isolado da 

planta Echinacea purpúrea, que é empregada para melhorar a cicatrização de feridas, 

foi um dos primeiros polissacarídeos estudados por sua atividade imunomoduladora 

(STIMPEL et al., 1984; YAMADA et al., 1985), a qual envolve a ativação de macrófagos 
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levando a respostas inflamatórias e reações de defesa imunológicas. No estudo de Wu 

et al (2014), observou-se que houve estímulo da função dos macrófagos quando 

utilizado o polissacarídeo do fungo Cordyceps sinensis. No estudo de Yang et al 

(2014), foi observado que o polissacarídeo extraído da planta Dendrobium tosaense 

exibiu atividade imunomoduladora em ratos, assim como Li et al (2015) observaram 

que o polissacarídeo extraído da planta Prunella vulgaris Linn tem forte atividade 

imunomoduladora. Zhang e colaboradores (2017) avaliou a característica estrutural e o 

efeito imunomodulador, in vivo e in vitro, do polissacarídeo extraído planta Codonopsis 

pilosula e observaram que eles promoveram a proliferação de linfócitos e de citocinas 

pela ativação de células T.   

Diante disso, vegetais e fungos podem ser interessantes fontes de 

polissacarídeos com atividade biológica, apresentando propriedades terapêuticas e 

imunomoduladoras, as quais contribuem para aumentar a capacidade de defesa do 

organismo em reconhecer e destruir possíveis agentes patogênicos, entretanto, ainda 

são escassos os estudos utilizando polissacarídeos de vegetais em ensaios in vivo e 

do chuchu.   

 

2.3.  Potencial efeito imunomodulador do chuchu 

O chuchu, conhecido cientificamente como Sechium edule (Jacq.) Swartz, 

formalmente publicado em 1800 e derivado da palavra espanhol Nahuatl chayojtli 

(SAADE, 1996), é bastante cultivado nas regiões tropical e subtropical (AUNG; BALL; 

KUSHAD, 1990), e é um importante alimento na dieta da população de várias partes do 

mundo, principalmente da América Latina (ORDOÑEZ et al, 2006; SAADE, 1996). É 

uma planta herbácea, perene, monoica, montanhista e trepadeira da família das 

cucurbitáceas (SAADE, 1996), é, cuja maioria de suas partes (fruto, caule, folhas e raiz 

tuberosa) é utilizada para o consumo humano, sendo utilizados para esse fim, 

principalmente, o fruto e a raiz tuberosa (AUNG; BALL; KUSHAD, 1990; ORDOÑEZ et 

al, 2006; SAADE, 1996).   
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As partes comestíveis do chuchu têm praticamente baixo teor de calorias e de 

açúcares solúveis, são ricas em aminoácidos e em minerais; na tabela 1 pode-se 

observar a composição nutricional do chuchu cru (USDA, 2020). 

 

Tabela 1- Composição nutricional do chuchu cru (USDA, 2020) 

Nutrientes Quantidade / 100 g 

Caloria 19 kcal 

Lipídeo total 0,13 g 

Açúcares solúveis 1,66 g 

Cálcio 17 mg 

Magnésio 12 mg 

Potássio 125 mg 

Zinco 0,74 mg 

Manganês 0,189 mg 

Vitamina C 7,7 mg 

Riboflavina 0,029 mg 

Ácido Pantotênico 0,249 mg 

Folato 93 µg 

Vitamina E 0,12 mg 

Triptofano 0,011 g 

Isoleucina 0,044 g 

Lisina 0,039 g 

Fenilalanina 0,047 g 

Valina 0,063 g 

Histidina 0,015 g 

Ácido Aspártico 0,092 g 

Glicina 0,041 g 

Serina 0,047 g 

Proteína 0,82 g 

Carboidrato 4,51 g 
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Fibras totais 1,7 g 

Ferro 0,34 mg 

Fósforo 18 mg 

Sódio 2 mg 

Cobre 0,123 mg 

Selênio 0,2 µg 

Tiamina 0,025 mg 

Niacina 0,47 mg 

Vitamina B6 0,076 mg 

Colina 9,2 mg 

Vitamina K 4,1 µg 

Treonina 0,04 g 

Leucina 0,077 g 

Metionina 0,001 g 

Tirosina 0,032 g 

Arginina 0,035 g 

Alanina 0,051 g 

Ácido Glutâmico 0,125 g 

Prolina 0,044 g 

 

O fruto do chuchu pode ser consumido cru ou cozido, em diversas preparações, 

além de ser usado para dar consistência em purês, patês, molhos (SAADE, 1996). Sua 

raiz é bastante consumida cozida em algumas regiões, pois é uma importante fonte de 

amido (HERNANDEZ-URIBE et al, 2011; JIMÉNEZ-HENÁNDEZ; SALAZAR-

MONTOYA; RAMOS-RAMÍREZ, 2007; SHIGA et al, 2015). Assim, a raiz tuberosa do 

chuchu tem se destacado por ser uma boa alternativa de produção comercial de amido 

tanto quanto a batata (HERNANDEZ-URIBE et al, 2011; JIMÉNEZ-HENÁNDEZ; 

SALAZAR-MONTOYA; RAMOS-RAMÍREZ, 2007). 

Além desse destaque para a grande quantidade de amido na raiz tuberosa, 

alguns estudos mostram que as folhas, frutos e sementes do chuchu também 

apresentam algumas propriedades medicinais como, por exemplo, diuréticas, anti-
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hipertensiva, cardiovascular, anti-inflamatória, antibacteriana, além de favorecer a 

cauterização de úlceras. Um estudo utilizando o extrato metanólico das folhas do 

chuchu demonstrou que o mesmo apresentou boa atividade antibacteriana contra 

infecções envolvendo bactérias Gram-negativas (NOUMEDEM et al, 2013).  

O chuchu é um alimento que também apresenta um bom potencial antioxidante, 

conforme relatado por Ordoñez e colaboradores (2006), que observaram que o extrato 

etanólico das folhas e o extrato aquoso da semente apresentaram alta atividade 

antioxidante, além do poder redutor e de eliminação de radicais. Esses antioxidantes 

podem proteger o organismo contra a formação de radicais livres, os quais lesionam as 

células; e os antioxidantes obtidos por meio da alimentação conseguem fazer o 

importante papel de agir para impossibilitar a ação desses radicais, ajudando, assim, 

na proteção do organismo e no retardo de doenças crônicas (BIANCHI; ANTUNES, 

1999). 

Alguns estudos mostram também que o chuchu apresenta propriedade anti-

hipertensiva como, por exemplo, o estudo de Fauziningtyas et al (2020) e do estudo de 

Lombardo-Earl et al (2014) que mostraram um efeito anti-hipertensivo ao consumir o 

suco do chuchu por pessoas idosas e ao avaliar o extrato hidroalcóolico da raiz 

tuberosa do chuchu em diferentes modelos com indução de angiotensina II, 

respectivamente. O estudo de Salazar-Aguilar e colaboradores (2017) demonstrou que 

a cultivar Perla Negra de chuchu apresentou forte poder antiproliferativo em células de 

câncer cervical, sendo um forte candidato a potencial agente anticâncer. Outra 

propriedade do chuchu é a de ser anti-inflamatório, como observado o estudo de 

Palanisamy e Balakrishnan (2016), por exemplo, em que o extrato metanólico e o 

extrato aquoso do fruto chuchu mostraram efeito anti-inflamatório na estabilização da 

atividade da membrana das células sanguíneas humanas tratadas. 

Nos últimos anos, o chuchu vem ganhando destaque também por ser uma 

importante fonte de polissacarídeos, tendo relevância no conhecimento de sua 

estrutura e no seu uso em diversas linhas, como identificado por nosso grupo de 

pesquisa. Shiga e colaboradores (2015) analisaram a composição e a estrutura 

química dos polissacarídeos solúveis e insolúveis tanto do fruto como da raiz tuberosa 

do chuchu e observaram que sua estrutura é composta principalmente por galactanos 
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altamente ramificados e arabinanos e homogalacturonanos em pequenas quantidades. 

No estudo de Castro e Nascimento (2016) foi observado efeito dos polissacarídeos do 

chuchu cru e cozido na modulação da função dos macrófagos, denotando um perfil pró-

inflamatório induzido pela secreção de NO, TNF e IL-6. O polissacarídeo do chuchu 

também apresentou um papel importante na regulação dos sinais de priming 

necessários para a ativação do inflamassoma NRLP3 em macrófagos THP-1, além de 

regular o efluxo lipídico, quando sob influência de cristais de colesterol (CASTRO-

ALVES; SHIGA; NASCIMENTO, 2019).  

Os resultados obtidos acerca desse polissacarídeo pelo nosso grupo de 

pesquisa foram bastante promissores, mostrando que o chuchu apresenta 

características estruturais compostas por moléculas que tem forte relação com o efeito 

imunomodulador desenvolvido por macrófagos. Além disso, esses estudos analisaram 

a fração total do polissacarídeo do fruto chuchu das suas diferentes partes e em 

condições diferentes. Apesar dessas evidências, mais estudos utilizando outras 

abordagens relacionando sua estrutura com o perfil imunológico, são de grande valia. 

Com isso, é interessante que se faça uma investigação sobre a composição de sua 

estrutura, principalmente em frações isoladas desse polissacarídeo que apresentam 

pesos moleculares diferentes, além de diferenças no processo de obtenção dessas 

moléculas, tendo em vista que composições diferentes da estrutura podem gerar perfil 

imunomodulador distinto. 

Da mesma maneira, é importante avaliar essas diferentes frações com pesos 

moleculares distintos em ensaio utilizando macrófagos, in vitro, e em ensaio utilizando 

camundongos, in vivo, para melhor verificar seu possível efeito imunomodulador. 

Diante disso, pode-se ter como hipótese de que esses polissacarídeos do chuchu 

quando separados em subfrações de diferentes pesos moleculares e obtidos de forma 

distinta, possam gerar moléculas que também tenham atividade imunomoduladora, e 

assim, podendo ser utilizados na alimentação promovendo benefícios à saúde.  
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo geral 

Avaliar, in vitro e in vivo, o perfil imunomodulador dos polissacarídeos solúveis 

em água extraídos do chuchu (Sechium edule) in natura.  

3.2. Objetivos específicos 

 

 Extração dos polissacarídeos solúveis do chuchu in natura em água e em 

tampão (utilizado para retirada do amido); 

 Isolamento e purificação das frações de baixo peso molecular dos 

polissacarídeos do chuchu obtidos das frações solúveis; 

 Caracterização química e estrutural das frações polissacarídicas isoladas quanto 

ao peso molecular, composição de monossacarídeos e suas ligações, bem 

como a presença de amido e proteínas; 

 Avaliação do potencial efeito imunomodulador das frações polissacarídicas por 

meio de testes in vitro empregando células RAW 264.7, derivadas de 

macrófagos murinos; 

 Avaliação do potencial efeito imunomodulador das frações polissacarídicas por 

meio de ensaio agudo (24h) in vivo em camundongos da linhagem Balb/c, 

utilizando a cultura celular primária dos tecidos baço, sangue e intestino 

delgado, mensurando os níveis de citocinas e porcentagens de linfócitos nas 

amostras frescas e após 24h de reindução com os polissacarídeos.  
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1. Frutos 

Os chuchus (Sechium edule) da variedade verde, classificados como “extra”, 

seguindo as diretrizes da FAO/WHO (1999), foram adquiridos em comércio local (São 

Paulo/SP – Brasil) e estavam prontos para o consumo. Foram cerca de 15 frutos, 

variando entre 425 e 570 gramas. Eram livres de odores não característicos, assim 

como de danos físicos, eram firmes, e tinham aparência de frescos. 

Foram retiradas a casca e a semente, e a polpa foi cortada em cubos e 

congelada em nitrogênio líquido. Em seguida as amostras foram armazenadas em 

ultrafreezer a -80°C, até serem liofilizadas. Após a liofilização, as amostras foram 

trituradas em um processador doméstico até completa pulverização e, em seguida, 

foram armazenadas a temperatura ambiente em dessecador para análises posteriores.  

 

4.2. Quantificação de amido total 

 Para essa determinação, foi utilizada o método de Bernt e Bergmeyer (1974), 

como descrito por Cordenunsi e Lajolo (1995).  Aproximadamente 0,5 g de amostra 

liofilizada foi homogeneizada em 5 mL de solução 0,5M NaOH e a suspensão foi 

transferida para um balão de 25 mL, ao qual foram adicionados 5 mL de 0,5M Ácido 

Acético para neutralizar a solução. À essa mistura foi adicionada água ultrapura 

(sistema de purificação Milli-Q) até completar o volume final de 25 mL. Uma alíquota de 

1 mL foi retirada do balão e transferida para um tubo de 15 mL junto com 4 mL de 

etanol 100%, obtendo concentração final de etanol 80% para precipitar o amido. Após 

centrifugação a 10.000 rpm por 10 minutos, o sobrenadante foi descartado, foram 

colocados mais 4 mL de etanol 80% e após nova centrifugação descartou-se o 

sobrenadante. Em seguida, os tubos foram deixados destampados em capela para 

evaporar todo o etanol por 15 minutos, aproximadamente. O precipitado seco foi 

incubado em banho-maria a 37°C com 1 mL de amiloglicosidase (EC 3.2.1.3 – 28 

U/mL, Sigma A-7255) por 2 horas. Após esse tempo, foram adicionados 100 µL de 

0,6M Ácido perclórico para interromper a reação. Alíquotas de 100 µL de amostras 

foram transferidas para tubos de ensaio, aos quais foram adicionados 1,5 mL de GOD-
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POD e foram incubados por 15 minutos em banho-maria a 37°C. Depois do 

resfriamento dos tubos, a absorbância das amostras foi mensurada a 450nm em 

espectrofotômetro e, em seguida, foi feito o cálculo para determinar a porcentagem de 

amido nas amostras. 

 

4.3. Extração dos polissacarídeos não-amido solúveis em água 

 A extração de polissacarídeos não-amido solúveis em água foi feita a partir do 

método descrito por Shiga e colaboradores (2011), de acordo com as etapas descritas 

a seguir. 

 

4.3.1. Extração com clorofórmio / metanol 

Para inativar enzimas e extrair lipídeos e pigmentos das amostras, cerca de 15 g 

da amostra previamente liofilizada e pulverizada foram extraídas com 

aproximadamente 150 mL da solução clorofórmio / metanol (1:1). Após incubações em 

banho-maria por 20 min a 60°C dentro da capela, as amostras foram filtradas em tecido 

serigráfico de poliéster com poros de 5 µm (120 fios) e o filtrado foi descartado. Esse 

processo de extração foi repetido com o material retido na filtração por mais 3 vezes.  

 

4.3.2. Extração com etanol a quente 

 Com o intuito de extrair pigmentos, ácidos orgânicos, sais minerais e proteínas, 

após o processo por extração com clorofórmio/metanol e filtragem, o material retido foi 

incubado com aproximadamente 150 mL de etanol 80% em banho-maria por 10 

minutos a 100°C dentro de capela. Esse material foi filtrado em tecido serigráfico de 

poliéster com poros de 5 µm (120 fios) e o filtrado foi descartado. Esse processo de 

extração foi repetido com o material retido na filtração por mais 3 vezes.   

 

4.3.3. Remoção de amido e obtenção das frações polissacarídicas SeRI e SeSE 

 Após a etapa de extração com etanol à quente, foi feita a remoção de amido no 

material que foi retido dessas filtrações. Para isso, foi adicionado à esse material 150 
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mL de tampão 0,05M Fosfato de sódio (pH 6,0), 500 µL de α-amilase (EC 3.2.1.1 – 3 

U/mL) e incubou-se em banho-maria por 1 hora a 90°C com agitação. Depois do 

resfriamento à temperatura ambiente, ajustou-se o pH para 4,5 e adicionaram-se 1000 

µL de amiloglicosidase (EC 3.2.1.3 – 3,3 U/mL), sendo a mistura incubada em banho-

maria por 1 hora a 60°C com agitação. Após resfriamento à temperatura ambiente e 

ajuste do pH para 7, foi feito o teste para a presença de amido residual com lugol, 

utilizando como referência positiva o amido de batata e albumina sérica bovina como 

referência de material negativo para amido.  

Depois da testagem para presença de amido, foi feita filtragem da mistura em 

tecido serigráfico de poliéster com poros de 5 µm (120 fios). O material retido (resíduo 

insolúvel) foi separado para posterior obtenção da outra fração do estudo (SeRI), a qual 

será descrita mais adiante. O sobrenadante foi recuperado e a ele foi adicionado etanol 

absoluto em volume suficiente para resultar na concentração final de etanol 80% 

ficando mantido a 4°C (overnight – 12 a 14h) para a precipitação dos polissacarídeos. 

Após sedimentação do precipitado, a amostra foi filtrada em tecido serigráfico de 

poliéster com poros de 5 µm (120 fios) e este material retido correspondeu à fração 

polissacarídica do chuchu extraída do sobrenadante do tratamento enzimático para 

retirada do amido denominada de SeSE.  

Quanto ao resíduo insolúvel separado da filtragem após a determinação de 

amido, foram adicionados 100 mL de água ultrapura (sistema de purificação Milli-Q) em 

15g dessa amostra e a suspensão mantida sob agitação por 30 minutos. Após filtração 

em tecido serigráfico de poliéster com poros de 5 µm (120 fios), o filtrado foi 

recuperado e esse processo foi repetido por 3 vezes, sendo que depois os filtrados 

foram combinados. Em seguida, adicionou-se volume de etanol absoluto a fim de se 

obter a concentração final de etanol 80%, sendo a mistura mantida a 4°C (overnight – 

12 a 14h) para a precipitação dos polissacarídeos. Após sedimentação, a suspensão 

foi filtrada em tecido serigráfico de poliéster com poros de 5 µm (120 fios) e o material 

retido correspondeu à fração polissacarídica do chuchu extraída do resíduo insolúvel 

depois de passar pelo tratamento enzimático para retirada do amido, denominada de 

SeRI. Na figura 1 pode-se observar um esquema simplificado de como foi feita a 

obtenção dessas frações. 
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Figura 1- Esquema simplificado da obtenção das frações polissacarídicas do chuchu (Sechium 
edule), onde SeSE é a fração polissacarídica extraída do sobrenadante do tratamento 
enzimático para retirada do amido e SeRI é a fração polissacarídica extraída do resíduo 
insolúvel depois de passar pelo tratamento enzimático para retirada do amido. 
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4.3.4. Inativação de enzimas e obtenção das frações polissacarídicas secas 

 Após a extração das frações polissacarídicas solúveis em água, foi feita a 

inativação das eventuais enzimas residuais utilizadas para retirada do amido. Essa 

inativação consistiu em incubar as amostras (cerca de 15g) com mistura de 

clorofórmio/metanol (1:1) (cerca de 150 mL) em banho maria por 15 minutos a 70°C. 

Em seguida, a suspensão foi filtrada e o material retido na filtração foi lavado com 

etanol 80% e posteriormente, com acetona (cerca de 150 mL). O resíduo foi deixado 

para secar em temperatura ambiente até evaporar por completo o solvente por, 

aproximadamente, 3 dias. Finalmente, o resíduo seco correspondente às frações 

solúveis em água extraídas do resíduo insolúvel e do sobrenadante, ambas pós 

tratamento enzimático, SeRI e SeSE (respectivamente), foi solubilizado em água 

ultrapura para posterior dessalinização.  

 

4.3.5. Dessalinização da amostra 

Para dessalinização, as soluções correspondentes às SeRI e SeSE foram 

dialisadas contra água ultrapura empregando uma membrana de diálise SpectraPor3® 

(exclusão M.W 3.500 kDa). A diálise foi feita por 72h a 4ºC sob agitação constante, 

com 3 a 4 trocas diárias de água para retirada de sais e contaminantes de baixo peso 

molecular e que fossem menores que o corte da membrana. Após a diálise, a SeRI e a 

SeSE foram congeladas e, posteriormente, liofilizadas. Depois de liofilizadas, as 

amostras foram armazenadas em dessecador sob vácuo à temperatura ambiente para 

futuras análises. 

 

4.4. Determinação da presença de proteínas 

 A determinação dos teores de proteínas remanescentes nas preparações dos 

polissacarídeos solúveis em água foi realizada para assegurar sua pureza. Para essa 

análise foi utilizado o kit de ensaio de proteína empregando ácido bicinconínico 

(Bicinchoninic Acid – BCA) da Thermo Fisher Scientific, adaptado para microplaca. 
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Esse ensaio tem como premissa o uso de um detergente à base do ácido bicinconínico 

(BCA) para a quantificação de proteína total. Para isso, foram pesadas 3 mg da 

amostra em triplicata, as quais foram solubilizadas em 1 mL de água ultrapura. Como 

padrão foi utilizada solução de albumina sérica bovina (BSA) a 2 mg/mL.  

Além disso, o perfil cromatográfico obtido da separação por cromatografia de 

exclusão de tamanho de alto desempenho acoplada a um detector de índice de 

refração e um detector de comprimento de onda múltiplo (HPSEC-RID/ MWD), ajustado 

a 280 nm, também foi considerado para estimar a presença de proteínas.  

 

4.5. Tamanho molecular e homogeneidade dos polissacarídeos 

 Para avaliar o tamanho molecular e a homogeneidade das frações dos 

polissacarídeos SeRI e SeSE, foi feita a análise por cromatografia de exclusão de 

tamanho de alto desempenho acoplada a um detector de índice de refração e um 

detector de comprimento de onda múltiplo (HPSEC-RID/MWD). As análises foram 

realizadas em sistema Infinity (Agilent, Santa Clara, CA, EUA) equipado com quatro 

colunas PL-aquagel-OH (60, 50, 40 e 30; 300 mm × 7,5 mm) conectadas em série. 

Como fase móvel foi utilizada uma solução de 0,05M Nitrito de sódio com Azida sódica 

(0,2 %), em fluxo constante de 0,6 mL/min. A separação foi monitorada por detector de 

índice de refração, com célula de fluxo mantida a 35ºC. Os tempos de retenção de 

padrões de dextranos de Leuconostoc mesenteroides (Sigma, EUA), nos tamanhos de 

670, 410, 270, 150, 80, 50, 25, 12,5 e 5 kDa, foram usados para a curva de calibração. 

A partir disso, obtém-se o perfil cromatográfico de cada fração polissacarídica, SeRI e 

SeSE, com seus respectivos picos de pesos moleculares diferentes. Foi feita uma 

curva padrão e sua respectiva equação da reta para calcular os pesos moleculares dos 

picos encontrados nos cromatogramas das amostras utilizando os valores do log do 

peso molecular e dos tempos de retenção. Os pesos moleculares utilizados como 

padrão para a curva foram 5, 12,5, 25, 50, 80, 150, 270, 410 e 670 kDa. 
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4.6. Isolamento dos picos de diferentes pesos moleculares dos 

polissacarídeos 

 O isolamento dos picos de diferentes pesos moleculares encontrados tanto na 

fração SeRI como na SeSE foi feito utilizando uma coluna de filtração de fluxo 

tangencial. Para isso, foi utilizado aparato de ultrafiltração Pellicon XL Device (com 

área de filtragem 50 cm2) (Millipore, EUA) com limite de exclusão de 50 kDa acoplados 

a uma bomba (Peristaltic Pump P-1) com fluxo de 10 mL/min de água ultrapura como 

fase móvel. Ao final da separação, tanto o volume retido como o filtrado foram 

submetidos a HPSEC-RID/MWD para confirmação dos tamanhos dos picos 

encontrados. Foi feita uma curva padrão e sua respectiva equação da reta para 

calcular os pesos moleculares dos picos isolados encontrados nos cromatogramas das 

amostras utilizando os valores do log do peso molecular e dos tempos de retenção. Os 

pesos moleculares utilizados como padrão para a curva foram 5, 12,5, 25, 50, 80, 150, 

270, 410 e 670 kDa. Após o isolamento, as frações polissacarídicas (SeRI e SeSE) 

passaram a receber denominações diferentes. As menores que o limite de corte da 

membrana de filtração foram chamadas de SeRI<50 e SeSE<50, e as maiores foram 

chamadas de SeRI>50 e SeSE>50. Por fim, todas elas foram congeladas e liofilizadas 

para análises posteriores.   

  

4.7. Detecção de endotoxinas das frações isoladas SeRI<50 e SeSE<50  

 A verificação da presença ou não de endotoxinas nas frações isoladas extraídas 

do polissacarídeo do chuchu (SeRI<50 e SeSE<50) foi feita por meio do ensaio do 

Lisado de Amebócitos de Límulo (LAL), o qual avaliou quantitativamente a presença da 

endotoxina bacteriana gram-negativa. Essa análise foi feita antes dos ensaios com 

cultura celular, visto que a presença desta toxina poderia interferir nos resultados. Para 

isso, foi utilizado o Kit QCL-1000™ LONZA (LONZA, EUA), acrescido do inibidor β-G-

blocker na proporção 1:1 (v/v) (LONZA, EUA) (SANSONE, 2017), seguindo as 

orientações do fabricante. O teste das amostras foi feito em triplicata, e incluiu um 

controle positivo (LPS) e um controle negativo ou branco, consistindo de água livre de 

endotoxina, fornecida com o Kit (LAL Reagent Water- LRW). Paralelamente ao teste, 
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foi feita uma curva padrão para determinar a concentração de endotoxina, também em 

triplicata.  

Para o ensaio foi utilizada uma microplaca pré-acondicionada a 37 ºC contendo 

nos poços alíquotas de solução de LPS correspondentes a 1, 0,75, 0,5, 0,25 e 0,1 

EU/mL para a curva padrão e 50 μL para as amostras testadas. Em seguida, 

adicionaram-se 50 μL de LAL em cada poço contendo as amostras e os pontos da 

curva, e a placa foi incubada a 37 °C ± 1 °C por 10 min. Após, foram adicionados 100 

μL da solução de substrato e a placa foi incubada novamente nas mesmas condições 

de temperatura sob leve agitação. Após 6 min, adicionaram-se 100 μL de ácido acético 

(25%) para frear a reação. Ao final da reação, a absorbância de cada reação 

desenvolvida na placa foi lida em espectrofotômetro a um comprimento de onde de 405 

nm (BioTek Synergy H1). 

Para o cálculo dos teores de endotoxinas, a curva de calibração e as médias das 

absorbâncias foram subtraídas das médias das absorbâncias do controle negativo 

(branco). As amostras foram consideradas isentas de endotoxinas se apresentaram 

índices próximos ao limite inferior do kit (0,1 EU/mL) (LONZA, 2015). 

 

4.8. Composição de açúcares neutros e ácidos urônicos das frações isoladas 

SeRI<50 e SeSE<50 

 A determinação da composição de açúcares neutros e de ácidos urônicos das 

frações isoladas dos polissacarídeos do chuchu (SeRI<50 e SeSE<50) foi baseada na 

metodologia de Shiga et al (2017), por meio da cromatografia de troca iônica de alto 

desempenho acoplada a um detector amperométrico de pulso (HPAEC-PAD). Para 

isso, 2 mg das amostras foram homogeneizadas com 1 mL de 2M ácido trifluoroacético 

(TFA) e hidrolisadas em frasco de reação a 120ºC por 90 minutos. Em seguida, foi 

adicionado 1,5 mL de álcool butílico terciário para ajudar na completa evaporação do 

TFA sob fluxo de N2 a 45 °C. Após essa etapa, os hidrolisados foram ressuspendidos 

em 1 mL de água ultrapura, homogeneizados e filtrados em filtro com poro de 0,45 μm 

(Millipore). Os monômeros de cada amostra foram separados em coluna CarboPac 

PA1, 250 mm x 4 mm, acoplado com a respectiva pré-coluna (Dionex Corporation, 

Sunnyvale, CA, EUA). Os açúcares neutros: arabinose, fucose, galactose, glicose, 
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manose, ramnose e xilose, e os ácidos urônicos: ácido glicurônico e ácido 

galacturônico foram quantificados usando padrão externo. 

 

4.9. Análise de ligação das frações isoladas SeRI<50 e SeSE<50 

As amostras das frações isoladas do polissacarídeo do chuchu (SeRI<50 e 

SeSE<50) foram reduzidas por ativação com carboodiimida, utilizando o boroidreto de 

sódio deuterado (NaBD4), seguindo o protocolo descrito por Kim e Carpita (1992). Após 

a redução, essas amostras foram permetiladas, segundo metodologia descrita por 

Carpita e Shea (1989), e purificadas usando tetracloreto de carbono e solução de 

metanol de acordo com Gibeaut e Carpita (1991 a).  

Para a identificação, a separação foi feita por cromatografia a gás usando coluna 

SP2330, 30 m x 0,25 mm e 0,20 μm de filme, Supelco® (Supelco Inc., Bellefonte, PA, 

EUA), tendo hélio como gás de arraste, em cromatografia a gás acoplado a um 

espectrômetro de massas por ionização por elétrons (GC-EIMS), Agilent, série 5977A 

(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA). As rampas de temperatura, fluxo do gás 

de arraste e temperatura do injetor seguiram a metodologia descrita por Carpita e Shea 

(1989).  

 

4.10. Ensaio in vitro em macrófagos murinos raw 264.7 utilizando as frações 

isoladas SeRI<50 e SeSE<50 

4.10.1. Cultivo celular das células de macrófagos murinos RAW 264.7 

As células de macrófagos murinos da linhagem RAW 264.7 utilizadas nesse 

experimento foram cedidas de forma voluntária e de bom grado pelo Laboratório de 

Lípides (Departamento de Alimentos e Nutrição Experimental da Faculdade de 

Ciências Farmacêuticas da USP). Estas foram cultivadas em meio de cultura DMEM 

(Thermo, EUA), contendo 10% de soro bovino fetal (Cultilab, Campinas) em atmosfera 

umidificada, contendo 5% de CO2 a temperatura de 37 °C. As células foram mantidas 

em repique a cada três dias, conforme as diretrizes da American Type Culture 

Collection (ATCC, 2017). Sua viabilidade e multiplicação foram acompanhadas por 

meio da contagem de células feita em câmara de Neubauer, utilizando o corante azul 
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de Tripan (1:1; v/v) (ATCC, 2017; PERES, 2005). As células de macrófagos murinos da 

linhagem de RAW 264.7 foram incubadas por cerca de 6 h para adesão celular (LEI et 

al., 2015; LUND et al., 2016). 

 

4.10.2. Ensaios de macrófagos murinos RAW 264.7 com SeRI<50 e SeSE<50 

Para os ensaios das diferentes concentrações das frações isoladas do 

polissacarídeo do chuchu, SeRI<50 e SeSE<50, quantidades apropriadas desses 

materiais foram dissolvidas em meio de cultura DMEM (Thermo, EUA) e filtradas em 

filtro com poro de 0,45 μm. Foram estabelecidos o Branco (contendo apenas meio de 

cultura), o Triton X-100 (0,2%), e o LPS (10 ng/mL) como grupos controles para os 

ensaios. Os grupos de tratamento com as frações isoladas do polissacarídeo do 

chuchu, SeRI<50 e SeSE<50, foram testados nas concentrações finais de 10, 50, 100, 

200, 400 e 800 μg/mL dessas frações em meio de cultura. 

 

4.10.3. Ensaio de viabilidade celular de macrófagos murinos RAW 264.7  

O ensaio de viabilidade celular foi feito utilizando o método colorimétrico por 

meio da redução do corante 3- (4,5-dimetil-2-tiazol) 2,5-difenil-2-H-brometo de 

tetrazolium (MTT) (Sigma, EUA) (MORGAN, 1998; VISTICA et al., 1991). As células 

foram colocadas em placas de 96 poços, com volume de 180 μL por poço, a 

concentração de 1,0 × 106 células por poço em meio de cultura DMEM, e adicionados 

de 20 μL dos materiais ou substâncias relativas aos tratamentos em análise. O 

experimento foi feito em triplicata biológica e triplicata técnica para todos os 

tratamentos analisados, e a incubação feita por 6h, 12h, 24h e 48 horas.  

Após cada período de incubação, os sobrenadantes foram descartados e os 

macrófagos foram novamente incubados com 150 μL de MTT (0,5 mg/mL) por 3 h. 

Após essa etapa, as células foram lavadas com PBS e foram adicionados 100 μL de 

DMSO para, em seguida, ser feita a leitura em um leitor de microplacas (BioTek 

Synergy H1) num comprimento de onda de 540 nm. O resultado foi expresso em 

porcentagem de viabilidade quando comparado ao controle branco (REILLY et al., 

1998; LEMAIRE et al., 2014). 
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4.10.4. Ensaio de produção de espécies reativas de oxigênio das células de 

macrófagos murinos RAW 264.7  

Para o ensaio de detecção da produção de espécies reativas de oxigênio 

incubou-se as células com as frações isoladas do polissacarídeo do chuchu (SeRI<50 e 

SeSE<50) nas concentrações finais de 10, 50, 100, 200, 400 e 800 μg/mL em volume 

final de 180 μL por poço (1x106 cel/mL) em placas de 96 poços por 6h, 12h, 24h e 48 

horas, a 37 °C, a 5% de CO2, em atmosfera umidificada. Após a incubação, o meio de 

cultura foi retirado e as células foram lavadas com PBS previamente aquecido a 37 °C 

e adicionados em cada poço 100 μL de 2′,7′- Diclorofluoresceína diacetato (H2DCFDA) 

25 μM. As células foram novamente incubadas por um período de 45 min a 37 °C; em 

seguida, lavadas com PBS; sua fluorescência foi lida conforme configuração do leitor 

de microplaca BioTek Synergy H1 (Comprimento de onda de excitação: 485 nm; 

Comprimento de onda de emissão: 535 nm). 

 

4.10.5. Ensaio de detecção de citotoxicidade em macrófagos murinos RAW 264.7  

A estimativa da morte e lise celular ocasionada pelos tratamentos (SeRI<50 e 

SeSE<50) foi feita por meio do ensaio colorimétrico utilizando o kit LDH (Roche, Suíça), 

a partir da medida da atividade da lactato desidrogenase (LDH) liberada do citosol das 

células lisadas para o meio de cultura celular em que se encontram. Para isso, as 

células cultivadas e ensaiadas em diferentes condições com SeRI<50 e SeSE<50, nas 

concentrações finais de 50 e 800 μg/mL, foram colocadas em placas de 96 poços com 

volume de 180 μL por poço (1x106 cel/mL), sendo incubadas por 24 horas, a 37 °C, em 

atmosfera umidificada a 5% de CO2. Após a incubação, foram preparados os poços 

correspondentes aos controles positivo e negativo, aos quais foram adicionados 5 μL 

do Triton X-100 e do branco (apenas meio de cultura), respectivamente, sendo 

incubados por mais 15 min. Em seguida, foram adicionados em todos os poços a 

mistura de reação, 100 μL, seguida de incubação por mais 30 min a 25 °C. Ao final da 

reação, as placas foram agitadas por 10 s, e assim foi feita a leitura em leitor de 

microplacas (BioTek Synergy H1) utilizando um comprimento de onda de 490 nm. A 
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partir da leitura, o cálculo foi feito seguindo as instruções do fabricante (Cytotoxicity 

Detection Kit, Roche, Suíça), com base na porcentagem de morte celular, e levando em 

consideração as médias de absorbância dos controles (Triton X-100 e Branco). O 

resultado foi expresso em porcentagem de morte celular.  

 

4.11. Ensaio in vivo em camundongos BALB/c utilizando as frações isoladas 

SeRI<50 e SeSE<50 

4.11.1. Imunização em camundongos por via oral (gavagem) 

Foram utilizados camundongos machos da linhagem BALB/c com idade entre 6 e 

8 semanas, provenientes do Biotério da Faculdade de Medicina da Universidade de 

São Paulo (Protocolo CEUA n° 584). Os animais foram mantidos no Biotério da 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas / Instituto de Química / USP, e ficaram em 

gaiolas separadas, no mínimo 2 e no máximo 5 animais por gaiola, sem haver mistura 

de ninhadas; sob condições ambientais de umidade relativa de 55 ± 10 %, temperatura 

de 22 ± 2 ºC; 15 - 20 trocas de ar por hora e ciclo claro / escuro 12C / 12E. Os animais 

foram submetidos a um período de adaptação ao local por pelo menos 1 semana, em 

seguida foram submetidos ao procedimento de ambientação de gavagem (apenas com 

água – 100 µL) por uma semana, e posteriormente foram submetidos às gavagens com 

os tratamentos calculados a partir do peso dos animais, não excedendo 150 µL. 

O estudo consistiu de um total de vinte e oito (28) camundongos. Eles foram 

separados em 4 grupos contendo sete animais cada. Um grupo de animais recebeu 

água (água livre de endotoxina – LAL Reagent Water – LRW) e foi o grupo controle 

negativo (CN); a um segundo grupo foi administrado o Pululano (um polissacarídeo 

solúvel em água, com propriedades imunomoduladoras comprovadas), utilizado como 

controle positivo (CP) (1000 µg/mL); e os outros dois grupos de animais recebeu a 

fração isolada do polissacarídeo do chuchu (SeRI<50 ou SeSE<50) (1000 µg/mL). 
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4.11.2. Coleta de sangue periférico, baço e intestino delgado de camundongos 

Após 24 horas de administração dos tratamentos por via oral (gavagem), os 

animais receberam Isoflurano por via inalatória, a 3 – 4%, até indução do efeito 

anestésico e depois a 2% para manutenção desse efeito. Previamente, foi feita a 

assepsia com álcool 70% do local da punção e o sangue foi colhido com seringa por 

meio da punção cardíaca (coletando aproximadamente 1,0 mL). Esse procedimento 

serve para evitar uma possível contaminação das células mononucleares pelas 

bactérias que estão presentes na pele e no pelo do animal. O sangue periférico foi 

colhido em tubo contendo anticoagulante EDTA-K3. 

Após os animais serem eutanasiados por exsanguinação, foi feita uma incisão na 

região abdominal, onde foram retirados o baço e o intestino delgado, a partir da junção 

ileocecal (aproximadamente 0,5 cm abaixo do estômago e 1,0 cm acima do ceco). O 

baço foi colocado imediatamente em meio RPMI / 1640 (Gibco®), suplementado com 

20% de soro fetal bovino (SFB) / solução de HEPES, l- glutamina, penicilina / 

estreptomicina e gentamicina (HGPG), refrigerado e mantido em gelo até 

processamento. Antes de ser colocado no meio de coleta, o intestino delgado teve seu 

interior lavado com uma solução CMF, a qual consistia de solução balanceada de 

Hanks (livre de cálcio e magnésio), tampão HEPES-bicarbonato pH 7,2 (100 mM 

HEPES / 250 mM de bicarbonato de sódio) e 20% de SFB. Todas as soluções 

utilizadas para coleta, para lavagem do intestino delgado e para digestão utilizando a 

colagenase foram preparadas seguindo o protocolo de SHERIDAN e LEFRANÇOIS 

(2012). 

 

4.11.3. Separação de células mononucleares do sangue periférico de 

camundongos  

A separação das células do sangue foi feita utilizando gradiente de concentração 

de Percoll (GE Healthcare Life Sciences ®) e meio RPMI (Gibco ®). Foram adicionados 

5 mL de solução de 67% Percoll (67% de Percoll e 33% de RPMI) no fundo de um tubo 

cônico de 15 mL, previamente “lavado” com soro fetal bovino e cuidadosamente, sobre 

essa solução, foram colocados 8 mL do material coletado diluído em solução de 44% 

Percoll (44% de Percoll e 56% de RPMI). O material foi centrifugado por 20 min a 600 g 
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à temperatura ambiente e sem freio. Após a centrifugação, foi coletada a camada de 

células mononucleares visível na interface dos diferentes gradientes do Percoll, e a 

esta foi adicionada 10 mL da solução de R20, a qual era constituída por solução de 

RPMI com 20% de soro fetal bovino, e após foi centrifugado novamente por 30 min a 

800 rpm em temperatura ambiente. O sobrenadante foi coletado em tubo de 15 mL e 

congelado para posterior análise de citocinas das amostras frescas. O material 

precipitado foi ressuspendido em 1 mL de solução de R20 e contado em contador 

automático (TC20™ Automated Cell Counter - BioRad) para ser dividido para os 

ensaios diretos, e para ser colocada em placa de poliestireno contendo 24 poços em 

estufa 37°C sob atmosfera úmida de 5% CO2 para cultura de células primária, seguidos 

de análises de citocinas e marcadores de superfície celular (linfócitos T e B) por 

citometria de fluxo. 

 

4.11.4. Separação de células mononucleares do baço de camundongos 

 Após a coleta do baço, o mesmo foi colocado em placa de petri, cortado com 

ajuda de um bisturi em pedaços de aproximadamente 1 mm e colocado em meio para 

coleta, sendo mantido em refrigeração até o processamento. Esse material foi 

centrifugado a 1200 rpm por 5 min e seu sobrenadante foi coletado em tubo de 15 mL e 

congelado para posterior análise de citocinas das amostras frescas. O material 

precipitado foi colocado em frasco para cultura celular de 25 cm2 contendo 20 mL de 

solução de colagenase (10% SFB, 1 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 100 u/mL de colagenase, 

1,5% solução 100x concentrada de HGPG em meio RPMI). O material foi digerido em 

banho-maria por 30 min a 37ºC com constantes homogeneizações, e o processo de 

digestão foi interrompido colocando-se o tubo em banho de gelo. 

Após a digestão, o tecido foi passado em uma micropeneira de 70 μm com o 

auxílio da parte externa do embolo de uma seringa de 3 mL, e da adição de 

aproximadamente 5 mL de meio R20, e as células foram coletadas em um tubo cônico 

de 50 mL. O material coletado foi passado em uma micropeneira de 40 μm e 

centrifugado a 200 g por 5 min em temperatura ambiente. No fundo de um tubo cônico 

de 15 mL, previamente “lavado” com soro fetal bovino, foram adicionados 5 mL de 
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solução de 67% Percoll e cuidadosamente sobre essa solução, foram adicionados 8 

mL do material coletado diluído em solução de 44% Percoll. O material foi centrifugado 

por 20 min a 600 g a temperatura ambiente, sem freio. Após a centrifugação, foi 

coletada a camada de células mononucleares, a qual permaneceu na interface dos 

reagentes, sendo lavada com R20. O material precipitado foi ressuspendido em 3 mL 

de R20 e contado em contador automático (TC20™ Automated Cell Counter - BioRad) 

para que fosse dividido entre os ensaios diretos e para a cultura de células primária, 

colocada em placa de poliestireno contendo 24 poços em estufa 37°C sob atmosfera 

úmida de CO2 a 5% seguidos de análises de citocinas e marcadores de superfície 

celular (linfócitos T e B) por citometria de fluxo. 

 

4.11.5. Separação de células mononucleares do intestino delgado de 

camundongos 

 Após a coleta, o intestino foi colocado em uma placa de petri, onde toda a 

gordura presa ao órgão foi retirada, seu interior foi lavado com solução de CMF e o 

mesmo foi cortado longitudinalmente e em pedaços de aproximadamente 0,5 cm, 

sendo colocado em meio para coleta e mantido em refrigeração até o processamento. 

Esse material foi centrifugado a 1200 rpm por 5 min e seu sobrenadante foi coletado 

em tubo de 15 mL e congelado para posterior análise de citocinas das amostras 

frescas.  

 Ao precipitado, foi adicionado 25 mL de solução de DTT (3,85 mg de DTT, 2,5 

mL de solução 10x concentrada de HEPES, 2,5 mL de SFB, 20 mL de RPMI) em um 

frasco para cultura celular de 25 cm2, colocado em banho-maria por 20 min à 37ºC, 

com constantes homogeneizações. Depois foi centrifugado por 5 min a 1200 rpm, não 

descartando o sobrenadante que foi passado posteriormente em peneira de 70 µm, o 

qual continha linfócitos intraepiteliais. O sobrenadante foi centrifugado a 1200 rpm por 5 

min e ressuspendido em 4 mL 44% Percoll, colocado sobre 2,5 mL de 67% Percoll e foi 

centrifugado por 20 min a 600 g T.A. sem freio. O tecido foi da peneira 70 µm, foi 

adicionado 25 mL de solução de DTT em tubo cônico de 50 mL e repetido o processo 

anterior. As células mononucleares dos dois processos utilizando DTT que ficaram na 
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camada intermediária do gradiente de Percoll foram lavadas e reservadas para ser 

juntada com o material da digestão. 

 Ao tecido remanescente, foi adicionado a solução de colagenase/DNAse. 

Adicionou 20 mL de solução de colagenase a 37 ºC e foi colocado em banho maria por 

45 min a 37 ºC em agitação constante. Após esse período, foi deixado por 5 min no 

gelo para parar a ação da enzima. Em seguida foi passado em peneira 70 µm. Lavou 

com 5 a 10 mL de R20 e centrifugou a 1200 rpm por 5 min. Ressuspendeu o 

sobrenadante com meio R20 e passou em peneira de 40 µm, lavou com 5 a 10 mL de 

RPMI sem soro e centrifugou a 1200 rpm por 5 min. Ressuspendeu o sobrenadante em 

16 mL de 44% Percoll e homogeneizou vigorosamente com a pipeta para evitar 

aglomerados celulares, os quais podem ser perdidos na separação pelo Percoll; Foram 

usados 2 tubos de 15 mL para o isolamento de células mononucleares. 

Adicionou-se no fundo de um tubo de 15 mL previamente “lavado” com SFB, 5 

mL de 67% Percoll, e por cima, cuidadosamente, adicionou os 8 mL de 44% Percoll. 

Centrifugou por 600 g por 20 min, sem freio. Após a centrifugação, foi coletada a 

camada de células mononucleares, a qual permanece na interface dos reagentes e 

juntada com as duas do DTT, e foram lavadas com R20. O material precipitado foi 

ressuspendido em 3 mL de R20 e contado em contador automático (TC20™ 

Automated Cell Counter - BioRad) para que fosse dividido entre os ensaios diretos e 

para a cultura de células, colocada em placa de poliestireno contendo 24 poços em 

estufa 37°C sob atmosfera úmida de CO2 a 5% seguidos de análises de citocinas e 

marcadores de superfície celular (linfócitos T e B) por citometria de fluxo. 

 

4.11.6. Cultura de células primárias de camundongos 

 Após a separação das células mononucleares do sangue, do baço e do intestino 

delgado e após sua contagem, foi colocado em poços de placa de poliestireno 1 mL 

contendo 1x106 células/mL distribuídas em meio RPMI suplementado com 10% SFB 

(R10). A placa foi colocada em estufa à 37°C sob atmosfera úmida de CO2 a 5% e 

mantida por pelo menos 2 horas para estabilizar ao novo meio. Após esse período, as 

células foram reestimuladas com as frações isoladas do polissacarídeo do chuchu 

(SeRI<50 e SeSE<50) e com os controles (CN e CP) e mantidas em cultivo por 24 
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horas. Depois desse tempo de incubação, as células e o sobrenadante do meio de 

cultivo foram coletados para análise de produção de citocinas e de marcadores 

celulares imunológicos. Esse procedimento foi realizado de acordo com as 

recomendações da American Type Culture Collection (ATCC, 2014). 

 

4.11.7. Análise de linfócitos T e B por citometria de fluxo  

 Aproximadamente 5x105 células do sangue, baço e intestino delgado das 

amostras frescas e das amostras mantidas em cultivo celular por 24 horas foram 

distribuídas em tubos de poliestireno 12x75 mm e incubadas com os seguintes 

marcadores: CD45, CD19, CD3, CD8, CD4 e Ly6c. Todos os anticorpos utilizados 

foram adquiridos da empresa Becton & Dickinson (BD Pharmigen®), os quais foram 

previamente titulados, seguindo as recomendações do fabricante. Após incubação por 

20 minutos no escuro, em temperatura ambiente, foram adicionados 500 µL de PBS e o 

material foi centrifugado a 200 g por 5 minutos, sendo o sobrenadante descartado por 

inversão do tubo. O precipitado foi ressuspendido em 150 µL de PBS e as amostras 

foram adquiridas no citômetro de fluxo BD FACSVerse, sendo que os dados obtidos 

foram analisados no software FlowJo.  

 

4.11.8. Análise de citocinas por citometria de fluxo  

A análise de citocinas foi realizada utilizando o kit de citocinas inflamatórias para 

murinos Cytometric Bead Array (CBA – BD Biosciences) para dosar IL-6, IL-10, IL-

12p70, MCP-1, IFN-γ, e TNF, seguindo as orientações do fabricante. Em um tubo de 15 

mL foram adicionadas 10 μL de cada bead de captura (correspondente a cada citocina 

a ser analisada / tubo de amostra), sendo esse tubo identificado como “Mix de beads 

de captura”. Por exemplo, se tivessem 15 tubos para serem analisados, seriam 

necessários 150 μL de bead de captura de cada citocina a ser analisada. Em tubos 

plásticos 12x75 mm, foram adicionados 25 μL da mistura de beads de captura, 25 μL 

de amostra e 25 μL do reagente de detecção PE. Foram incubadas por 2 horas a 

temperatura ambiente, no escuro, e em seguida, a cada tubo foi adicionado 0,5 mL de 

tampão de lavagem e centrifugado a 200 g por 5 minutos. O sobrenadante foi 
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descartado e o precipitado foi ressuspendido em 150 μL de tampão de lavagem em 

cada tubo, para posterior análise no citômetro de fluxo. Os dados foram analisados 

utilizando o programa FCAP Array (BD Biosciences). 

 

4.12. Análise estatística 

 A análise estatística foi determinada com auxílio do programa estatístico 

GraphPad Prism 7.0 e os resultados foram expressos com média ± desvio padrão. A 

análise estatística utilizada para os açúcares neutros e ácidos urônicos foi o teste de 

Tuckey com p<0,01 (letras) e teste T com p<0,01 (caractere *), e foi feito em triplicata. 

Para o ensaio de MTT e EROs foi utilizado o teste de Tuckey com p<0,05, e foi feito em 

triplicata técnica e triplicata biológica. O ensaio de LDH foi feito com teste estatístico de 

Dunnett com p<0,1, e também foi feito em triplicata técnica e triplicata biológica. 

Para o ensaio in vivo, foram utilizados 7 animais por grupo de tratamento. Para o 

peso dos animais, utilizou o teste Tuckey com p<0,01. Para o ensaio de citocinas e 

marcadores de superfície celular foi utilizado o teste estatístico de Tuckey com p<0,01 

(alguns foram com p<0,1 especificados nas figuras) quando comparadas as amostras 

frescas e de 24h separadas. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1. Purificação dos polissacarídeos do chuchu  

 Amido e proteínas tiveram que ser totalmente removidos das frações 

polissacarídicas de interesse, pois os mesmos interferem negativamente nos ensaios 

envolvidos no estudo. 

 No caso do amido, que é um polissacarídeo e tem em sua composição os 

homopolímeros de glicose, amilose e a amilopectina (AMARAL et al., 2007), ele pode 

interferir na caracterização das frações polissacarídica de interesse, prejudicando a 

determinação da estrutura, do tamanho e do peso molecular. Como o teor de amido 

encontrado nas amostras de chuchu deste estudo ficou em torno de 10% em base 

seca, sendo similar ao observado por Shiga et al (2015), foi necessário realizar um 

tratamento enzimático durante o processo de extração dos polissacarídeos não amido 

com α-amilase e amiloglicosidase, o qual se mostrou bastante efetivo. O tratamento 

com essas amilases foi capaz de hidrolisar o amido residual presente nas amostras de 

polissacarídeos do chuchu, o que foi confirmado por meio do teste utilizando coloração 

de amido por lugol. 

 A interferência de proteínas contaminantes nas frações polissacarídicas se deve 

ao fato de elas poderem estimular as células imunes, como os macrófagos e 

monócitos, e, assim, gerar respostas que não serão resultantes do estímulo causado 

pelas moléculas de interesse (IAGHER; REICHER; GANTER, 2002). Diante disso, foi 

feita a quantificação de proteínas nas amostras de polissacarídeos do chuchu para 

verificar se a etapa de remoção destas por meio da extração por clorofórmio/metanol 

foi eficiente.  

De acordo com o ensaio de quantificação de proteínas, concluiu-se pela 

ausência de proteínas nos polissacarídeos, visto que os valores de absorbância obtidos 

ficaram bem abaixo do limite de detecção da curva padrão. Além disso, foi observado 

também que na análise do perfil cromatográfico das frações isoladas do polissacarídeo 

do chuchu, SeRI<50 e SeSE<50 (Figura 3 A e B), não houve absorbância quando o 

detector de comprimento de onda múltiplo (MWD) foi ajustado para 280 nm para 

monitoramento da presença de proteínas.  
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5.2. Identificação e isolamento das frações extraídas dos polissacarídeos do 

chuchu 

 Os pesos moleculares dos componentes da SeRI, assim como da SeSE, foram 

determinados através da cromatografia de exclusão de tamanho (HPSEC). De acordo 

com essa análise, foram encontrados três picos em ambas as amostras (Figura 2), 

sendo que para a SeRI o primeiro pico apresentou um peso molecular de 1214 kDa, o 

segundo de 134 kDa e o terceiro de 5 kDa. Para a amostra SeSE, o primeiro pico 

apresentou um peso molecular de 1189 kDa, o segundo de 100 kDa e o terceiro de 5 

kDa. 

Após a identificação do tamanho molecular dos polissacarídeos correspondentes 

aos picos encontrados nas amostras SeRI e SeSE, passou-se para a etapa de 

isolamento dessas subfrações. Para este fim, foi utilizada filtração de fluxo tangencial 

com membrana com corte de peso molecular de 50 kDa, resultando na retenção de 

moléculas com peso molecular maior que 50 kDa e permeação de moléculas com peso 

molecular menor que 50 kDa. Para a continuação do estudo, foi escolhida apenas o 

permeado da filtração tangencial de corte em 50 kDa, correspondente apenas à fração 

de menor tamanho molecular que foi encontrada em ambas as amostras, SeRI e SeSE. 

A decisão de escolher a fração de menor peso molecular foi tomada com base em um 

estudo anterior, realizado por Castro-Alves e Nascimento (2016), no qual foram 

investigados os efeitos dos polissacarídeos extraídos da polpa do chuchu cru, do 

chuchu cozido e da água do cozimento na modulação da função de macrófagos RAW 

264.7. Nesse estudo foi observado que na água do cozimento houve maior 

solubilização de polissacarídeos com proporção maior de moléculas de baixo peso 

molecular, principalmente arabinanos e homogalacturonanos, os quais mostraram forte 

influência nas respostas dos macrófagos. Diante disso, o material de estudo para as 

próximas etapas do experimento foram as frações isoladas e purificadas com peso 

molecular de 6 kDa, sendo denominadas de SeRI<50 e SeSE<50, as quais foram 

derivadas das frações solúveis em água extraídas do resíduo insolúvel e do 

sobrenadante após tratamento enzimático para retirada do amido (SeRI e SeSE, 

respectivamente. 
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Figura 2- Perfil cromatográfico das frações totais do polissacarídeo do chuchu por exclusão de 
tamanho HPSEC-RID. (A) Perfil cromatográfico da amostra SeRI (fração polissacarídica 
extraída do resíduo insolúvel depois de passar pelo tratamento enzimático para retirada do 
amido). (B) Perfil cromatográfico da amostra SeSE (fração polissacarídica extraída do 
sobrenadante do tratamento enzimático para retirada do amido). No gráfico são apontados os 3 
picos de pesos moleculares diferentes encontrados para cada amostra. Os números acima dos 
picos indicam o tempo de retenção. O eixo da abscissa equivale ao tempo de retenção (min) e 
o eixo da ordenada equivale ao índice de refração (nRIU – Refractive Index Unit). 
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Figura 3- Perfil cromatográfico por HPSEC-RID das amostras (A) SeRI<50, correspondente ao 
permeado da separação por fluxo tangencial com membrana de corte de 50 kDa da fração 
polissacarídica extraída do resíduo insolúvel depois de passar pelo tratamento enzimático para 
retirada do amido e (B) SeSE<50, correspondente à fração polissacarídica extraída do 
sobrenadante do tratamento enzimático para retirada do amido do polissacarídeo do chuchu. 
Nos perfis de eluição das amostras (em vermelho) estão indicados os picos correspondentes a 
6 kDa e o da glicose indicando o final da separação. Os valores anotados acima dos picos 
indicam o tempo de retenção. Em azul é mostrado o perfil de eluição monitorado a 280 nm para 
a detecção de proteínas. O eixo das abscissas equivale ao tempo de retenção (min) e o eixo 
das ordenadas equivale ao índice de refração (nRIU – Refractive Index Unit). 
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Após o isolamento das subfrações SeRI<50 e SeSE<50 por filtração tangencial, 

elas foram submetidas à cromatografia por exclusão de tamanho para confirmar os 

pesos moleculares encontrados. Na figura 3 podemos observar que, como previsto, foi 

possível isolar apenas a fração de menor peso molecular de ambas as amostras, 

correspondendo a um pico de, aproximadamente, 6 kDa tanto na SeRI<50 (Figura 3A) 

como na SeSE<50 (Figura 3B). 

 Esses dados mostram que existem claramente três picos originados das frações 

principais do polissacarídeo do chuchu, tanto da SeRI como da SeSE. Além disso, a 

separação utilizando membranas de filtração de fluxo tangencial foi eficaz, pois foi 

possível isolar e purificar a fração de menor peso molecular (6 kDa) de ambas as 

amostras do polissacarídeo do chuchu.  De forma similar, Ye e colaboradores (2008) 

também obtiveram sucesso ao separar as frações do polissacarídeo da alga marinha 

Sargassum pallidum utilizando filtração de fluxo tangencial para avaliar as atividades 

antitumorais e antioxidantes. Assim, o uso de membranas de filtração de fluxo 

tangencial pode ser considerado um bom método para isolar frações de 

polissacarídeos de diferentes pesos moleculares, pois além de ser um método 

eficiente, pode ser utilizado para processar um grande volume de amostra. 

 

5.3. Análise de endotoxinas nas frações SeRI<50 e SeSE<50 

A análise de endotoxinas em SeRI<50 e SeSE<50 revelou amostras isentas de 

toxinas, uma vez que os valores foram muito abaixo do limite inferior de detecção da 

curva que é 0,1 EU/mL, sendo comparáveis ao do ponto zero da curva (Figura 4). 

Desse modo, com elas foram classificadas como isentas de contaminação (LONZA, 

2015), foi possível prosseguir com os próximos passos do experimento, uma vez que a 

presença da endotoxina lipopolissacarídeo (LPS) poderia desencadear respostas 

inflamatórias (HARM; GABOR; HARTMANN, 2016) tanto nos ensaios in vitro como in 

vivo. 
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Figura 4- Ensaio para a presença de endotoxinas (EU.mL-1), por meio do teste do Lisado de 
Amebócitos de Límulo (LAL), em SeRI<50 – fração polissacarídica extraída do resíduo 
insolúvel depois de passar pelo tratamento enzimático para retirada do amido com peso 
molecular menor que 50 kDa, na concentração de 200 µg/mL, e em SeSE<50 – fração 
polissacarídica extraída do sobrenadante do tratamento enzimático para retirada do amido com 
peso molecular menor que 50 kDa, também na concentração de 200 µg/mL. O teste foi lido em 
espectrofotômetro a 450 nm e o cálculo para as amostras foi feito baseado na curva padrão 
estabelecida utilizando LPS em diferentes concentrações (0; 0,1; 0,25; 0,5; 0,75; 1 EU/mL) 
(lado esquerdo do eixo das abscissas). 

 

5.4. Análise da composição das frações SeRI<50 e SeSE<50 

 Após isolar as frações SeRI<50 e SeSE<50, prosseguiu-se com sua 

caracterização, sendo a primeira etapa a determinação do perfil monossacarídico, 

utilizando a cromatografia de troca iônica de alto desempenho acoplada a detector 

amperométrico de pulso (HPAEC-PAD). Na figura 5 (A e B) estão apresentadas as 

concentrações encontradas para os açúcares neutros e ácidos urônicos que compõem 

estas frações. 
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Figura 5- Composição monossacarídica das frações isoladas do polissacarídeo do chuchu, 
determinada por cromatografia de troca iônica (HPAEC-PAD). (A) SeRI<50 – fração 
polissacarídica extraída do resíduo insolúvel depois de passar pelo tratamento enzimático para 
retirada do amido com peso molecular menor que 50 kDa e (B) SeSE<50 – fração 
polissacarídica extraída do sobrenadante do tratamento enzimático para retirada do amido com 
peso molecular menor que 50 kDa. Entre os monossacarídeos foram analisados açúcares 
neutros – fucose (Fuc), arabinose (Ara), ramnose (Ram), galactose (Gal), glicose (Glc), xilose 
(Xil) e manose (Man); e foram analisados os ácidos urônicos – ácido galacturônico (AGal) e 
ácido glicurônico (AGlc). As letras sobre as barras (a, b, c) mostram a diferença estatística 
entre monossacarídeos da mesma amostra utilizando o teste Tuckey p<0,01; e o caractere (*) 
mostra a diferença entre as amostras para o mesmo monossacarídeo utilizando o teste T 
p<0,01. Letras ou caracteres iguais indicam que não houve diferença estatística entre as 
médias, e as barras verticais indicam o desvio padrão da média. 

  

Pode-se observar que houve maior concentração de galactose (46%) na fração 

isolada SeRI<50, enquanto que na fração isolada SeSE<50 encontrou-se maior 

concentração de arabinose (43%). Em ambas as frações foi encontrada concentração 

alta de glicose (31% e 29%, respectivamente) quando comparada aos outros 

monossacarídeos. Castro-Alves e Nascimento (2016) encontraram na composição 
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monossacarídica do polissacarídeo solúvel em água do chuchu, maiores teores de 

galactose, arabinose e ácido galacturônico; e Shiga e colaboradores (2015) 

encontraram teores maiores de arabinose e galactose também no polissacarídeo 

solúvel em água do chuchu. 

 Apesar das amostras do presente estudo serem de apenas de uma das frações 

do polissacarídeo não amido solúvel em água, os resultados obtidos são concordantes 

com aqueles reportados para os polissacarídeos solúveis em água do chuchu descritos 

por ambos os autores citados, pois mostram que os monossacarídeos das frações 

isoladas SeRI<50 e SeSE<50 são formados principalmente por galactose e arabinose 

(respectivamente), como os dois monossacarídeos majoritários, seguidos da glicose.  

 A análise desse perfil de monossacarídeos fornecidos por HPLC sugere que 

ambas as frações isoladas (SeRI<50 e SeSE<50) possuem galacturonanos em sua 

composição. Além disso, o elevado teor de ramnose sugere que sua estrutura é 

formada principalmente de ramnogalacturonanos. Entretanto, a composição 

monossacarídica das duas frações isoladas do polissacarídeo do chuchu (SeRI<50 e 

SeSE<50) é visivelmente diferente. A SeRI<50 apresenta grande quantidade de 

galactose, indicando presença de galactanos, enquanto a composição da SeSE<50 

sugere grande quantidade de arabinanos. Além disso, a fucose presente na fração 

SeSE<50, sugere a presença de xiloglicanos. 

 Esses dados são corroborados com o perfil de monossacarídeos permetilados 

(Figura 6), obtidos pela análise de ligação dessas subfrações, pois tanto a SeRI<50 

como a SeSE<50 são formadas principalmente por monossacarídeos neutros, 

provavelmente, por galactanos, arabinanos, arabinogalactanos e glicomananos.   

Observa-se também, que a composição desses monossacarídeos permetilados 

da SeRI<50 e da SeSE<50 são muito diferentes, tanto estruturalmente como 

quimicamente. Na fração SeRI<50 são menos ramificados que os da SeSE<50, e isso 

é perceptível devido à grande quantidade de monossacarídeos terminais (t-Ara, t-Gal, t-

Glc) presentes nesta fração isolada do polissacarídeo extraído do sobrenadante do 

tratamento enzimático para retirada do amido. Parte da glicose terminal encontrada (t-

Glc), provavelmente, deve ser proveniente de galactoglucomananos, visto que o 

chuchu possui elevada quantidade desse polissacarídeo como mostrado no estudo de 
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Shiga e colaboradores (2015); uma outra parte talvez possa ser remanescente da 

hidrólise do amido. 

 

 

Figura 6- Composição de monossacarídeos permetilados, não reduzidos, por ativação por 
carbodiimida, das frações isoladas do polissacarídeo do chuchu, por meio da análise de 
ligação. (A) SeRI<50 – fração polissacarídica extraída do resíduo insolúvel depois de passar 
pelo tratamento enzimático para retirada do amido com peso molecular menor que 50 kDa e (B) 
SeSE<50 – fração polissacarídica extraída do sobrenadante do tratamento enzimático para 
retirada do amido com peso molecular menor que 50 kDa. Estão apresentados apenas os 
monossacarídeos neutros. 

 

A fração isolada SeRI<50 apresenta em sua estrutura mais galactanos de 

cadeias curtas, pois apresentam maior quantidade de 4-Galp. Além disso, há também a 

presença de arabinogalactanos, os quais são identificados pela presença de 2-Galp, 

2,4-Galp e 3,6-Galp. Estes arabinogalactanos são mais curtos do que os presentes na 
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SeSE<50, visto que nesta fração há mais t-Galp. Provavelmente, essa fração também 

é rica em arabinanos muito curtos e ramificados, além de galactanos ramificados. 

Pode-se observar semelhança no resultado encontrado no estudo de Shiga e 

colaboradores (2015) quanto à presença de galactanos e arabinogalactanos no 

polissacarídeo solúvel do chuchu. Na composição de ambas as frações isoladas, 

SeRI<50 e SeSE<50, há também a presença de glicomananos. 

O entendimento sobre as características da estrutura dos polissacarídeos, como 

sua composição, é importante, visto que ela pode influenciar nos efeitos 

imunomoduladores produzidos por células, como os macrófagos (LIU et al, 2016). 

Alguns estudos têm reportado atividade imunomoduladora decorrente da composição 

monossacarídica dos polissacarídeos, como, por exemplo, o estudo de Currier, Lejtenyi 

e Miller (2003) que observaram esse efeito com arabinogalactanos e o estudo de 

Yermak et al (2012) com galactanos. 

 

5.5. Efeito das frações SeRI<50 e SeSE<50 em macrófagos in vitro  

 Os macrófagos murinos, representados pelas células RAW 264.7, foram 

incubados e tratados com as frações polissacarídicas isoladas do chuchu, SeRI<50 e 

SeSE<50, e foram avaliados quanto à viabilidade celular (MTT), presença de espécies 

reativas de oxigênio (EROs) e citotoxicidade (LDH).   

 

5.5.1. Efeito de SeRI<50 e SeSE<50 na viabilidade celular (MTT) 

 Na figura 7, é apresentada a viabilidade das células RAW 264.7 quando tratadas 

com as frações isoladas SeRI<50 e SeSE<50 em diferentes concentrações e tempos 

de incubação. A viabilidade celular foi avaliada através do teste colorimétrico de 

redução do MTT, o qual avalia de forma rápida e indireta o quanto as células estão 

metabolicamente ativas. As desidrogenases mitocondriais das células metabolicamente 

ativas reduzem o sal solúvel tetrazólio que apresenta uma coloração amarelada, 

transformando-o em formazano, que é um cristal insolúvel e que apresenta coloração 

púrpura. (PIZZOFERRATO et al, 1992; VILLANUEVA et al, 2012). 
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 Para o ensaio, foram utilizados dois grupos controles: o das células que não 

foram estimuladas com os tratamentos, sendo apenas acondicionadas em meio de 

cultura (Branco); e o das células que foram submetidas à ruptura na membrana celular, 

devido ao alto poder disruptivo do detergente Triton X-100 (KOLEY; BARD, 2010). Os 

cálculo para todas as amostras foram feitos considerando os valores já descontados do 

controle Branco. 

 Em geral, no tratamento dos macrófagos com a fração isolada SeSE<50 

(extraída do sobrenadante pós-tratamento enzimático para retirada do amido), não foi 

observada diminuição da viabilidade celular decorrente da redução do MTT com o 

aumento do tempo de incubação e com o aumento das concentrações (Figura 7). Em 

relação ao controle Branco (que não sofreu estímulo), apenas não houve diferença 

significativa com os tratamentos no tempo 6h. No período de 12h e 24h, as células 

tratadas com a concentração mais alta (800 µg/mL) diferiram significativamente do 

controle branco, e essa mesma concentração diferiu também no tempo de 48h junto 

com os tratamentos de 200 e 400 µg/mL dessa mesma amostra, que foram 

significativamente diferentes também das demais concentrações; sem haver diferença 

significativa entre elas três. Pode-se dizer, então, que para a amostra SeSE<50 

extraída do sobrenadante pós-tratamento enzimático não houve diminuição da 

viabilidade celular com o aumento das concentrações testadas e também por 

incubação de até 48 horas.  

Ainda sobre a SeSE<50, ao analisar as concentrações individualmente ao longo 

dos diferentes tempos de incubação, observa-se que apenas as concentrações de 10 e 

de 100 µg/mL reduziram significativamente a viabilidade celular se comparado o início 

da incubação (tempo 6h) com o final (tempo 48h). Entretanto, para as maiores 

concentrações testadas (200, 400 e 800 µg/mL) isso não foi observado; pelo contrário, 

elas se mantiveram estatisticamente sem diferença significativa ao longo do tempo de 

incubação. Isso mostra que o período em que as células ficaram incubadas não foi um 

fator determinante para influenciar na viabilidade celular dessas 3 concentrações da 

amostra SeSE<50. 
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Figura 7- Viabilidade celular estimada pelo ensaio com MTT de macrófagos RAW 264.7 
incubados com as frações isoladas do polissacarídeo do chuchu. SeRI<50 – fração 
polissacarídica extraída do resíduo insolúvel depois de passar pelo tratamento enzimático para 
retirada do amido com peso molecular menor que 50 kDa e SeSE<50 – fração polissacarídica 
extraída do sobrenadante do tratamento enzimático para retirada do amido com peso molecular 
menor que 50 kDa. Para o cálculo do percentual da viabilidade foram considerados os valores 
descontados do controle branco (células tratadas apenas com meio de cultura). As amostras 
foram testadas em diferentes concentrações: 10, 50, 100, 200, 400 e 800 μg/mL, sendo o 
branco e a incubação com Triton X-100 usados como controles, e nos tempos de incubação de 
6h, 12h, 24h e 48 horas. Letras maiúsculas (A, B, C, D, E) mostram a diferença estatística entre 
as concentrações em relação aos controles em cada tempo de incubação. Letras minúsculas 
(a, b, c) mostram a diferença estatística de uma mesma concentração em relação aos períodos 
de incubação. A análise estatística foi feita por meio do teste de Tukey (p≤0,05). Letras iguais 
indicam que não houve diferença estatística entre as médias, e as barras verticais indicam o 
desvio padrão da média. 

 

 Analisando os resultados da amostra SeRI<50 (extraída do resíduo insolúvel pós 

tratamento enzimático para retirada do amido) (Figura 7), foi observado que não houve 

diferença significativa das diferentes concentrações em relação ao Branco (apenas 

meio de cultura) para cada tempo de incubação, com exceção da concentração de 800 

µg/mL que em 48h apresentou valor significativamente mais baixo que o controle. Além 

disso, essa maior concentração, também se destacou quando as concentrações foram 

analisadas individualmente ao longo do tempo de incubação. Observou-se que houve 

redução após 48h, sugerindo que a fração SeRI<50 nessa concentração não foi capaz 

de manter a viabilidade celular além das 24h.  
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Os tratamentos com as amostras (SeRI<50 e SeSE<50) claramente diferiram 

dos resultados da incubação com o Triton X-100, em todas as concentrações testadas 

e em cada tempo de incubação. De fato, isso é esperado já que o Triton X-100 causa 

lise celular e, portanto, corresponde ao controle negativo de viabilidade celular. 

 Apesar de não ser possível comparar estatisticamente os resultados obtidos das 

duas amostras em estudo, SeRI<50 e SeSE<50, ao observar os gráficos (Figura 7) 

nota-se que elas afetaram as células de forma um pouco distinta durante o período de 

incubação com as diferentes concentrações. As células tratadas com a fração 

polissacarídica isolada do resíduo insolúvel (SeRI<50) aparentemente manteve a 

viabilidade dos macrófagos durante todo o período de incubação e mesmo com o 

aumento das concentrações. Já o tratamento com a fração polissacarídica isolada do 

sobrenadante (SeSE<50) aparentemente aumentou a viabilidade dos macrófagos 

durante o tempo de incubação e com o aumento das concentrações. De qualquer 

forma, em linhas gerais não se percebeu uma redução de viabilidade das células 

tratadas com ambas as frações em estudo. 

 No estudo de Castro-Alves e Nascimento (2016) em que o efeito do 

polissacarídeo do chuchu (cru, cozido e da água de cozimento) foi avaliado na 

modulação da função dos macrófagos, os autores observaram que para a 

concentração de 100 µg/mL no período de incubação de 24 horas, a viabilidade celular 

foi significativamente maior quando o tratamento foi feito com o polissacarídeo isolado 

do chuchu cru ou obtido da água de cozimento. No entanto, quando utilizada a 

concentração de 400 µg/mL, foi observada redução na viabilidade das células tratadas 

com o polissacarídeo do chuchu cozido. Isso mostra que, apesar de os polissacarídeos 

terem sido isolados da mesma matriz alimentar utilizada no presente estudo, mudanças 

na estrutura e na composição do polissacarídeo podem alterar significativamente suas 

respostas (CHEN et al, 2008; WANG; LUO, 2007). 

 

5.5.2. Efeito de SeRI<50 e SeSE<50 na produção de Espécies Reativas de 

Oxigênio (EROs) 

 As espécies reativas de oxigênio são metabólitos resultantes da redução parcial 

de oxigênio, como é o caso do óxido nítrico (NO), superóxido (O2), hidroxilas (OH), 
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peroxila (ROO), alcoxila (RO), entre outras. Essas moléculas são bastante reativas e 

instáveis (CIRCU; AW, 2010; SIMON; HAJ-YEHIA; LEVI-SCHAFFER, 2000; 

THANNICKAL; FANBURG, 2000), sendo produzidas através da cadeia respiratória da 

mitocôndria e por células inflamatórias durante estresse oxidativo, tendo potencial de 

danificar o DNA, lipídios e proteínas (FREEMAN; CRAPO, 1982; CIRCU; AW, 2010; 

SIMON; HAJ-YEHIA; LEVI-SCHAFFER, 2000; MURPHY, 2009). Na figura 8, estão 

representados os resultados da produção de EROs em macrófagos tratados com 

diferentes concentrações das frações polissacarídicas SeRI<50 e SeSE<50 em 

diferentes tempos de incubação. 

 

Figura 8- Produção de espécies reativas de oxigênio em macrófagos RAW 264.7 incubados 
com as frações isoladas do polissacarídeo do chuchu, medida por meio da fluorescência 
relativa. SeRI<50 – fração polissacarídica extraída do resíduo insolúvel depois de passar pelo 
tratamento enzimático para retirada do amido com peso molecular menor que 50 kDa e 
SeSE<50 – fração polissacarídica extraída do sobrenadante do tratamento enzimático para 
retirada do amido com peso molecular menor que 50 kDa. As amostras dos polissacarídeos 
foram testadas em diferentes concentrações: 10, 50, 100, 200, 400 e 800 μg/mL, sendo os 
controles negativo e positivo feitos por incubações, respectivamente, em meio de cultura 
apenas (branco) e meio de cultura adicionado de LPS (10 pg/mL), em tempos de incubação de 
6h, 12h, 24h e 48 horas. Para o cálculo da fluorescência relativa foram considerados os valores 
descontados do controle branco. Letras maiúsculas (A, B, C, D, E, F) mostram a diferença 
estatística entre as incubações nas concentrações dos polissacarídeos em relação aos 
controles em cada tempo de incubação. Letras minúsculas (a, b, c) mostram a diferença 
estatística de incubações em uma mesma concentração em relação aos diferentes tempos de 
incubação. A análise estatística foi feita por meio do teste de Tukey (p≤0,05). Letras iguais 
indicam que não houve diferença estatística entre as médias, e as barras verticais indicam o 
desvio padrão da média.  
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 Em relação ao controle Branco, que não sofreu estímulo, as células tratadas 

com as frações polissacarídicas SeRI<50 e SeSE<50 nas concentrações de 400 e 800 

µg/mL apresentaram valores significativamente maiores de produção de EROs em 

todos os períodos de incubação (Figura 8). O mesmo aconteceu para a concentração 

de 100 µg/mL no período de 48 horas. Em relação ao controle positivo (LPS), pode-se 

perceber que ele não diferiu significativamente do controle branco. Talvez isso tenha 

acontecido porque o LPS tem uma ação aguda sobre o sistema, ou seja, ele sofre 

estímulo muito rápido na produção de espécies reativas, fazendo com que ele tivesse 

seu pico de produção antes do período de incubação analisado.   

  Ao analisar as concentrações individualmente durante o período de incubação 

(Figura 8), percebe-se que ambas as frações polissacarídicas, SeRI<50 e SeSE<50, 

tiveram aumento significativo na produção de EROs no período de incubação de 48h 

com as concentrações de 100 e 400 µg/mL, e o tratamento com concentração mais 

alta, 800 µg/mL, aumentou a partir do período de 12 horas. Apenas na amostra 

polissacarídica extraída do sobrenadante, SeSE<50, a concentração de 200 µg/mL 

apresentou aumento significativo no tempo 48h, diferente do que ocorreu na amostra 

extraída do resíduo insolúvel, SeRI<50. 

    Apesar de não poder comparar estatisticamente os resultados obtidos das 

duas amostras em estudo, SeRI<50 e SeSE<50, ao observar os gráficos (Figura 8) 

nota-se que, aparentemente, elas reagiram de forma bem semelhantes durante o 

período de incubação com as diferentes concentrações. As células tratadas com as 

frações polissacarídicas isoladas do resíduo insolúvel e do sobrenadante pós-

tratamento enzimático para retirada do amido (SeRI<50 e SeSE<50, respectivamente) 

apresentaram produção elevada de espécies reativas com o aumento do período de 

incubação nas maiores concentrações utilizadas, mostrando que essa resposta 

ocasionada pelas células contribui para o mecanismo de defesa do organismo. 

 No estudo de Yu e colaboradores (2013), em que os autores avaliaram a 

atividade imunomoduladora do polissacarídeo da Ganoderma atrum em macrófagos 

RAW 264.7, observou-se um comportamento semelhante ao encontrado no presente 

estudo nas concentrações de 100, 400 e 800 µg/mL em relação à produção de EROs. 
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De acordo com os autores, o aumento da concentração do polissacarídeo houve um 

aumento da produção de EROs no tempo de incubação de 24 horas.   

 Os polissacarídeos extraídos de plantas geralmente estão associados à 

produção de EROs, de óxido nítrico, de citocinas (DU; LIU; WANG, 2015) e de 

espécies reativas de nitrogênio que podem ser associados ao poder antimicrobiano de 

macrófagos de agir contra bactérias, microrganismos patogênicos, células de câncer, 

entre outros (TAKO et al, 2010; PEKAROVA; KRALOVA; KUBALA et al, 2009). No 

entanto, apesar de essas espécies serem parte do mecanismo de defesa do 

hospedeiro, seu excesso também pode gerar doenças inflamatórias e autoimunes 

devido ao efeito oxidativo sobre os componentes lipídicos da membrana celular, como 

também no DNA e nas lipoproteínas das células, ocasionando uma condição pró-

inflamatória (NIKOLOVA et al, 2013). 

 

5.5.3. Efeito das frações isoladas (SeRI<50 e SeSE<50) no ensaio de morte 

celular (LDH) 

Com o intuito de avaliar a potencial citotoxicidade das frações isoladas do 

polissacarídeo do chuchu (SeRI<50 e SeSE<50) para as células RAW 264.7, foi feito o 

ensaio de atividade de LDH, como indicador de morte celular, avaliando a porcentagem 

com base no controle positivo representado pelo tratamento com Triton X-100. Este 

ensaio é baseado na morte celular causada pela ruptura da membrana da célula, em 

que a enzima citoplasmática lactato desidrogenase (LDH) é liberada para o 

sobrenadante da cultura de células e, por conseguinte, sua atividade é estimada 

(KORZENIEWSKI; CALLEWAERT, 1983; WEYERMANN; LOCHMANN; ZIMMER, 

2005). 

Para essa avaliação foram testadas duas concentrações (50 µg/mL e 800 

µg/mL) para verificar se o eventual efeito citotóxico poderia refletir a concentração do 

polissacarídeo testado. Como pode ser observado na figura 9, que apresenta os 

resultados desse ensaio, pode-se constatar que as amostras SeRI<50 e SeSE<50 não 

apresentaram toxicidade para os macrófagos murinos RAW 264.7 em nenhuma das 

concentrações quando incubadas por 24 horas.  
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Apesar de terem sido testadas concentrações diferentes no trabalho de Castro-

Alves e Nascimento (2016), em que os autores avaliaram o efeito dos polissacarídeos 

extraídos do chuchu cru, do chuchu cozido e da água de cozimento na modulação da 

função dos macrófagos, o resultado apresentado foi semelhante. Assim como relatado 

no presente trabalho, os autores também não observaram toxicidade das amostras em 

macrófagos murinos RAW 264.7 quando em concentrações de 100 e 400 µg/mL. 

 

Figura 9- Ensaio de citotoxicidade das frações isoladas do polissacarídeo do chuchu. A 
avaliação de morte celular foi feita por meio do ensaio de atividade de LDH liberada no meio de 
cultivo. Foram testadas as amostras: SeRI<50 – fração polissacarídica extraída do resíduo 
insolúvel depois de passar pelo tratamento enzimático para retirada do amido com peso 
molecular menor que 50 kDa e SeSE<50 – fração polissacarídica extraída do sobrenadante do 
tratamento enzimático para retirada do amido com peso molecular menor que 50 kDa, ambas 
nas concentrações de 50 µg/mL e 800 µg/mL. A morte celular foi expressa em porcentagem 
relativa ao Triton X-100 (controle). As letras sobre as colunas (a, b) mostram a diferença 
estatística entre os tratamentos e o controle utilizando o teste de Dunnett- p<0,1. Letras iguais 
indicam que não houve diferença estatística entre as médias, e as barras verticais indicam o 
desvio padrão da média. 

 

Diante do conjunto dos resultados obtidos com as análises de MTT, EROs e 

LDH nas frações isoladas do polissacarídeo do chuchu, é importante fazer algumas 

considerações a respeito de SeRI<50 e SeSE<50. Na figura 7, apesar de haver um 

aumento significativo da resposta da amostra SeSE<50 em relação ao tempo de 

incubação com o aumento da concentração, não se pode afirmar que houve um 
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aumento da atividade metabólica dos macrófagos por meio da redução do MTT pelas 

enzimas mitocondriais, visto que tem sido demonstrado que essa redução também 

pode ocorrer por via não mitocondrial com envolvimento de outras redutases 

intracelulares (BERRIDGE; TAN, 1993; JO et al, 2015).  

A coenzima NADH (Nicotinamida Adenina Dinucleotídeo) também pode gerar 

uma resposta que não corresponde a alteração da viabilidade pois sendo uma doadora 

de elétrons pode levar à redução do sal tetrazólio (BERRIDGE; TAN, 1993; VISTICA et 

al, 1991). No entanto, ainda que não se possa dizer quem é o responsável, de fato, por 

esse aumento da atividade metabólica que leva à redução do MTT, podemos destacar 

que as amostras SeSE<50 e SeRI<50 não afetaram o metabolismo das células, uma 

vez que não houve diminuição com o passar do tempo de incubação nem com o 

aumento da concentração.  

O aumento na produção de espécies reativas de oxigênio observado quando as 

células RAW 264.7 foram tratadas com as frações SeRI<50 e SeSE<50 (Figura 8), 

pode indicar que elas apresentam um perfil pró inflamatório, uma vez que essas 

espécies podem fazer parte da defesa, da modulação de apoptose celular, da 

sinalização, da regulação e da manutenção da resposta imunológica (KNIGHT, 2000; LI 

et al, 2017; FINKEL, 1998).   

Além disso, a análise com a Lactato Desidrogenase (LDH) (Figura 9) mostrou 

que as frações do presente estudo, aparentemente, não causam morte celular, 

demonstrando que os resultados das análises de viabilidade celular e de espécies 

reativas são condizentes com as frações SeRI<50 e SeSE<50 terem efeitos 

imunomoduladores in vitro em macrófagos.  

 

5.6. Efeito das frações SeRI<50 e SeSE<50 em camundongos BALB/c – modelo 

in vivo 

 Nessa etapa do experimento, camundongos da linhagem Balb/c, os quais 

apresentam resposta imune similar à que ocorre em humanos, foram tratados com as 

frações polissacarídicas isoladas do chuchu extraída do resíduo insolúvel e do 

sobrenadante pós tratamento enzimático para retirada do amido com peso molecular 
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menor que 50 kDa, SeRI<50 e SeSE<50, respectivamente, e foram avaliados quanto à 

produção de citocinas e de linfócitos por baço, sangue e intestino delgado.  

 

5.6.1. Peso dos camundongos de linhagem BALB/c durante o ensaio agudo de 

24h 

 Durante o ensaio, os animais foram pesados diariamente com o intuito de 

verificar se estaria havendo perda ou ganho de peso excessivo que levaria a destoar 

dos demais membros do grupo, uma vez que no início do experimento os animais 

foram pesados e organizados em grupos formados por indivíduos com pesos 

semelhantes. Da mesma forma, esse acompanhamento foi importante para verificar se 

haveria diferença entre os grupos dos tratamentos e controles, o que poderia indicar 

alguma condição prejudicial ao desenvolvimento dos animais e, consequentemente, 

comprometer o estudo. Na figura 10, observa-se que os valores das médias de peso 

dos animais foram de 24,75 g a 26,09 g e não variaram estatisticamente de um grupo 

para outro no final do experimento, momento em que eram pesados antes da gavagem. 

 

Figura 10- Peso final dos animais utilizados no ensaio in vivo correspondentes aos grupos 
tratados com água (controle negativo – CN), tratados com a fração polissacarídica isolada 
extraída do sobrenadante do tratamento enzimático para retirada do amido com peso molecular 
menor que 50 kDa (SeSE<50), tratados com a fração polissacarídica isolada extraída do 
resíduo insolúvel após tratamento enzimático para retirada do amido com peso molecular 
menor que 50 kDa (SeRI<50) e tratados com Pululano (controle positivo – CP). As letras iguais 
indicam que não houve diferença estatística entre as médias utilizando o teste de Tuckey com 
p<0,01, e as barras verticais indicam o desvio padrão da média. 
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5.6.2. Efeito de SeRI<50 e SeSE<50 na produção de citocinas em camundongos 

 Na figura 11, podem ser observados os resultados da análise de citocinas 

liberadas pelas células mononucleares das amostras frescas do baço, do sangue e do 

intestino delgado dos camundongos, bem como das citocinas liberadas no 

sobrenadante da cultura de células primárias do baço, do sangue e do intestino 

delgado dos camundongos cultivadas por 24h após reestimulo com CN, SeSE<50, 

SeRI<50 e CP. 

Ao analisar a citocina IL-6, podemos perceber que para o baço ela apresentou 

concentrações maiores liberadas pelas células primárias que sofreram reestimulo 

cultivadas por 24h do que para as células frescas, quando tratadas com as frações 

polissacarídicas SeRI<50, SeSE<50. O mesmo ocorreu no intestino delgado e no 

sangue quando analisada a mesma citocina. Os camundongos tratados com as frações 

SeRI<50 e SeSE<50 apresentaram teor de IL-6 para as células cultivadas por 24h 

significativamente maior que o controle negativo (CN) no baço. Já no intestino delgado, 

essa produção de IL-6 apresentou um valor significativamente maior pelas células 

tratadas apenas com a fração SeRI<50 quando comparado com o controle negativo. 

No sangue, foi observado o mesmo comportamento apresentado no baço, as frações 

SeRI<50 e SeSE<50 apresentaram valores significativamente maiores de IL-6 pelas 

células cultivadas por 24h em relação ao controle branco. 

Tanto no baço como no intestino e no sangue, a IL-6 foi mais expressa pelos 

tratamentos utilizando as frações polissacarídicas isoladas (SeRI<50 e SeSE<50), 

sugerindo que essas frações podem ter efeito pró-inflamatório, característica da IL-6. 

Essa citocina é induzida quando há perturbação da homeostase e está associada com 

a presença de uma inflamação leve gerada por resistência insulínica ou por obesidade, 

e também pode estar envolvida no aumento da produção de espécies reativas de 

oxigênio (EROs) e na liberação de produtos de origem lipídica (EDER et al, 2009). 

Coincidentemente, aumento de EROs foi observado em macrófagos murinos RAW 

264.7 (Figura 8) quando tratados com essas frações, mostrando assim uma possível 

concordância da expressão elevada de IL-6 com a produção das espécies reativas. 
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Figura 11- Citocinas produzidas por células mononucleares isoladas de amostras frescas de 
baço, sangue e intestino delgado de camundongos da linhagem balb/c e de células 
mononucleares isoladas desses tecidos e cultivadas por 24h após reestimulo. Os animais dos 
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diferentes grupos foram tratados com: água isenta de endotoxinas (Controle Negativo – CN), 
fração polissacarídica isolada extraída do sobrenadante do tratamento enzimático para retirada 
do amido com peso molecular menor que 50 kDa (SeSE<50), fração polissacarídica isolada 
extraída do resíduo insolúvel após tratamento enzimático para retirada do amido com peso 
molecular menor que 50 kDa (SeRI<50) e Pululano (Controle Positivo – CP). Foram analisadas 
a produção de IL-6, IL-10, MCP-1, INF-γ, TNF e IL-12. Barras verticais indicam desvio padrão 
da média. As letras (a, b, c) acima das barras indicam diferença estatística entre os tratamentos 
utilizando o teste de Tuckey (p<0,01). Caracteres omitidos indicam que as médias não diferiram 
estatisticamente entre si. 

  

Geralmente a IL-6 está associada com a liberação de TNF, uma citocina pró-

inflamatória, regulando inflamações locais e sistêmicas (XING et al, 1998). O TNF é 

uma citocina que tem relação com a inflamação, imunidade e apoptose celular, sendo 

associado a doenças como diabetes, câncer, esclerose múltipla (CHEN; GOEDDEL, 

2002) e doenças inflamatórias em geral com a estimulação da fase aguda por 

macrófagos ativados.  

Pode-se observar que nos três tecidos (Figura 11) também houve estimulação 

da produção de TNF pelas células primárias que sofreram reestímulo cultivadas por 

24h quando tratadas com as frações polissacarídicas SeRI<50 e SeSE<50, em linha 

com a sua associação com a IL-6. Apenas observando o perfil dos resultados das 

células cultivadas por 24h e das células frescas, pode-se perceber que, 

aparentemente, a liberação de TNF foi mais elevada nas células que sofreram 

reestimulo, tanto para o baço como para o intestino e sangue. Além disso, tanto no 

baço como no sangue, ambas as frações polissacarídicas SeRI<50 e SeSE<50 

estimularam a produção de TNF quando comparadas com o controle negativo, 

mostrando um perfil mais pró-inflamatório dessas frações nesses tecidos.  

No caso da produção de IL-10, nota-se que esta ocorreu tanto no baço como no 

sangue e no intestino. Para o baço e para o sangue, as células cultivadas por 24h 

tiveram uma maior liberação dessa citocina, entretanto, apenas para o primeiro os 

tratamentos com SeRI<50 e SeSE<50 foram significativamente maiores que o controle 

negativo (CN).  

Tem sido observado que a IL-10 é relacionada com a supressão, tolerância 

imunológica e remissão de doenças (KAMANAKA et al, 2006). Camundongos com 

imunodeficiência induzidos a uma colite tiveram supressão da doença quando na 

presença de IL-10, visto que essa foi importante na regulação das células T, sendo, 
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assim, um importante regulador da inflamação intestinal (ASSEMAN et al, 1999). 

Apesar da IL-10 estar muito relacionada com o intestino, pode-se observar que sua 

liberação, tanto pelas células primárias que sofreram reestimulo cultivadas por 24h 

como pelas células frescas, foi baixa quando comparada com o baço e com o sangue. 

A produção de interleucina 10 pelas células ocorreu, provavelmente, como parte do 

mecanismo de controle do organismo para prevenir dos efeitos deletérios da cascata 

inflamatória (KIM et al, 2011), com intuito de atenuar o efeito do estímulo causado 

pelas frações isoladas (SeRI<50 e SeSE<50), visto que elas têm uma tendência a um 

perfil mais pró-inflamatório com base nas outras citocinas estimuladas. 

Avaliando a quimiocina MCP-1 no baço, no intestino e no sangue, nota-se que 

entre as células frescas e as células reestimuladas cultivadas por 24h, parece ter 

havido estímulo nas duas, mas, aparentemente, o efeito foi mais marcante nas células 

obtidas do sangue e cultivadas com os polissacarídeos por 24h. O MCP-1 é uma 

quimiocina que tem o papel de regular a infiltração dos macrófagos e monócitos, bem 

como regular sua migração através dos tecidos (DESHMANE et al, 2009), sendo 

utilizado no tratamento de várias doenças.  

Sua liberação observada, principalmente, no sangue, induzida pelas frações 

isoladas do polissacarídeo do chuchu (SeRI<50 e SeSE<50) pode ser devido ao fato 

de que no sangue há grande presença de monócitos, e estes são responsáveis por 

vigiar o sistema imune e a resposta inflamatória, através de sua migração pela corrente 

sanguínea (DESHMANE et al, 2009).  

A citocina INF-γ faz parte da imunidade inata e da linha de defesa contra 

infecções (SADLER; WILLIAMS, 2008) e tem propriedades imunorreguladoras. Ela tem 

poder anti-viral e anti-proliferativo e sua produção pelas células do intestino está 

associada à regulação das propriedades secretoras e absortivas, inclusive da secreção 

de imunoglobulinas (QUIDING et al, 1991). Avaliando a liberação da citocina INF-γ 

pelas células, os tratamentos com SeRI<50 e SeSE<50 estimularam mais aquelas que 

foram reestimuladas com as frações cultivadas por 24h, tanto no baço como no 

sangue. Já no intestino, aparentemente, não foi observada nenhuma resposta a esses 

tratamentos (SeRI<50 e SeSE<50). 
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A IL-12 é uma citocina produzida pelos monócitos ou macrófagos e sua 

produção pode estimular a atividade citolítica e a proliferação de células T, além de 

induzir a secreção da citocina INF-γ; entre outras funções com poder imunomodulador 

(BRUNDA, 1994). Apesar de não haver diferença significativa, aparentemente houve 

estimulação dessa citocina no baço, no sangue e no intestino delgado, tanto pelas 

células frescas como pelas células reestimuladas por 24h, além disso, parece que os 

animais tratados com a fração SeSE<50 estimulou mais sua liberação no baço e no 

intestino do que a fração SeRI<50. Já no sangue, ambas as frações SeRI<50 e 

SeSE<50 estimularam a liberação de IL-12. Como a IL-12 pode estimular a liberação 

de INF-γ, essa influência pôde ser observada principalmente no sangue com os 

tratamentos das frações.  

 

5.6.3. Efeito das frações SeRI<50 e SeSE<50 na produção de marcadores de 

superfície celular 

 Os linfócitos são um tipo de glóbulos brancos importantes para defender o 

organismo. Os linfócitos grandes e granulares são chamados de natural killers (células 

NK) e os linfócitos pequenos são chamados de linfócitos T ou B. Eles são, 

principalmente, produzidos na medula óssea, assim como no baço e placa de Peyer. 

(TIZARD, 1998). Na figura 12 pode-se observar a análise das populações linfocitárias 

representadas na forma de porcentagem dos marcadores de ativação de linfócitos T 

(CD3, CD4, CD8 e CD45, sendo este último utilizado para identificação da população 

linfocitária), de linfócitos B (CD19) e de porcentagem do marcador de monócito ativado 

(Ly6c), liberados pelas células mononucleares do baço, do sangue e do intestino 

delgado dos camundongos de linhagem balb/c coletadas logo após a eutanásia 

(células frescas) e daquelas mantidas em cultura de células primárias por 24h que 

foram reestimuladas com as frações SeSE<50 ou SeRI<50. 
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Figura 12- Marcadores de ativação de linfócitos T (CD3, CD4, CD8 e CD45) e B (CD19) e de 
marcador de monócitos ativados (Ly6c) produzidos pelas células mononucleares do baço, 
sangue e intestino delgado de camundongos balb/c coletados logo após a eutanásia (células 
frescas) e após 24h da cultura de células primárias que sofreram reestimulo com as frações 
SeSE<50 ou SeRI<50. Os animais foram previamente tratados com: água isenta de 
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endotoxinas (Controle Negativo – CN); fração polissacarídica isolada extraída do sobrenadante 
do tratamento enzimático para retirada do amido com peso molecular menor que 50 kDa 
(SeSE<50); fração polissacarídica isolada extraída do resíduo insolúvel após tratamento 
enzimático para retirada do amido com peso molecular menor que 50 kDa (SeRI<50); e 
Pululano (Controle Positivo – CP). Para o ensaio de reestimulo, parte das células 
mononucleares isoladas logo após a eutanásia (células frescas) do baço, sangue e intestino 
delgado de camundongos balb/c foram mantidas em cultura primária por 24h na presença dos 
controles, CN e CP e das frações polissacarídicas isoladas SeSE<50 e SeRI<50. Os resultados 
foram apresentados em forma de porcentagem. As letras (a, b) indicam diferença estatística 
entre os tratamentos de cada amostra de células nos diferentes tecidos para cada marcador, 
utilizando o teste de Tuckey (p<0,01), sendo que apenas para o Ly6c de 24h foi p<0,1. 
Caracteres omitidos indicam que as médias não diferiram estatisticamente entre si. Barras 
verticais indicam desvio padrão da média.  
 

 Os linfócitos T com expressão CD3 regulam a imunidade celular e fazem a 

transmissão de sinal de ativação para o citoplasma das células T. Sua porcentagem foi, 

aparentemente, alta nas células cultivadas por 24h que sofreram reestimulo tanto para 

o baço quanto para o sangue. Já no intestino delgado, a proporção de linfócitos CD3 foi 

significativamente menor para o tratamento com a fração SeRI<50 em relação ao 

controle branco para as mesmas células, enquanto que o tratamento com a fração 

SeSE<50 não apresentou diferença significativa. 

 Os linfócitos T com expressão CD4 e CD8 constituem uma subpopulação da 

população do linfócito T CD3 e foram também investigados no experimento. No baço e 

no sangue foram observadas porcentagens menores dos linfócitos T com marcadores 

de ativação CD8 do que a encontrada no intestino delgado, porém, não havendo 

diferença significativa entre os tratamentos, sendo, aparentemente, maior nas células 

monoclonais isoladas logo após a eutanásia (células frescas) do que nas células 

reestimuladas por 24h. No intestino delgado, observou-se maior porcentagem dessa 

subpopulação de linfócitos quando tratadas as células isoladas logo após a eutanásia 

(células frescas) com  as frações polissacarídicas do chuchu (SeRI<50 e SeSE<50), 

além de apresentarem uma porcentagem mais elevada do que nos outros tecidos. O 

linfócito T CD8 é uma célula T com poder citotóxico / supressor, servindo para destruir 

as células infectadas através de apoptose celular (morte celular programada). Esse 

resultado sugere que as frações SeRI<50 e SeSE<50 foram mais eficientes em ativar a 

subpopulação CD8 no intestino, podendo ser um estimulador para a destruição de 

células infectadas. Além disso, observa-se uma relação entre o resultado encontrado 
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para as espécies reativas de oxigênio (Figura 8) e o encontrado para a citocina TNF 

(Figura 11) induzidas pelas frações polissacarídicas em estudo com o observado nesta 

análise. 

A porcentagem do linfócito T CD4 foi, aparentemente, maior para o baço e para 

o sangue, apesar de não haver diferença significativa entre os tratamentos. No 

intestino, as células cultivadas por 24h que sofreram reestimulo apresentaram valores 

mais elevados para os tratamentos utilizando as frações polissacarídicas SeSE<50 e 

SeRI<50. O linfócito T com expressão CD4 é uma célula T auxiliar / indutor, que libera 

mediadores químicos e assim recrutam outros tipos de células que vão agir de uma 

forma mais direta, ativando a cascata imune. Os linfócitos T auxiliares (Th1) produzem 

citocinas como IL-2, TNF, INF-γ, IL-12, desempenhando a ativação de outros linfócitos 

T, B e de outras células que participam induzindo a inflamação. Além disso, os 

linfócitos T auxiliares (Th2) produzem citocinas como a IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10, ativando, 

principalmente, os linfócitos B. (GONÇALVES, 1994; SATO et al, 2000; ERCOLE et al, 

2003). Pode-se inferir que os tratamentos utilizando as frações SeRI<50 e SeSE<50 

podem exercer efeito sobre a cascata imunológica.  

Observando o perfil de linfócitos B, indicados pelo CD19, nota-se que as células 

isoladas logo após a eutanásia (células frescas) e as células cultivadas por 24h que 

sofreram reestimulo não foram muito diferentes, mas as primeiras, aparentemente, 

apresentaram valores maiores. Os linfócitos CD19 participam da imunidade humoral, e 

apresentam imunoglobulinas (receptores), que fazem o controle de sua sinalização, 

localizadas na membrana celular que se ligam a antígenos específicos ativando 

linfócitos e, assim, induzindo a produção de anticorpos (MOREIRA, 2014; LEBIEN; 

TEDDER, 2008; MESQUITA et al, 2010). 

O marcador de monócitos ativados Ly6c apresentou porcentagem menor no 

intestino delgado do que no baço e no sangue. Nesses últimos, aparentemente as 

células cultivadas por 24h com reestimulo apresentaram-se maiores, enquanto que no 

intestino foi observado o contrário em todos os tratamentos. Apesar de não haver 

diferença significativa, os tratamentos com as frações SeRI<50 e SeSE<50 mostraram 

porcentagens mais elevadas no baço e no sangue nas células que foram reestimuladas 

por 24h. Uma vez que o aumento da ativação de monócitos indicado por Ly6c está 
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relacionado ao começo e à continuação do processo inflamatório (PEIXOTO, 2015), e o 

aumento deste pode vir acompanhado de maior liberação de INF-γ, já que ele é seu 

principal produtor (LEE et al, 2008), pode-se perceber que os tratamentos utilizando as 

frações isoladas do polissacarídeo do chuchu (SeRI<50 e SeSE<50), apesar de não 

ser estatisticamente significativo, tanto no baço como no sangue, parece relacionar o 

aumento de Ly6c e de INF-γ (Figura 11), pois ambos foram estimulados pelos 

tratamentos com SeRI<50 e SeSE<50.  

É a partir do CD45 que podemos fazer a identificação da população de linfócitos, 

tendo mais confiabilidade na identificação dos outros marcadores de ativação de 

linfócitos. O CD45 é uma glicoproteína que está localizada na superfície de células 

hematopoiéticas nucleares (BENEVIDES, 2003), as quais nunca foram apresentadas à 

antígenos, participando para dar auxílio na ativação imunológica (ERCOLE et al, 2003).  

As frações polissacarídicas extraídas do chuchu isoladas com menor peso 

molecular mostraram que podem promover efeito imunomodulador em células de 

macrófagos e em camundongos por meio de indução de espécies reativas, de citocinas 

e de produção linfocitária sem apresentar citotoxicidade. Além disso, a composição 

dessas frações também estáo relacionada com a promoção de atividade 

imunomoduladora. 

 

6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

O isolamento por meio da filtração tangencial foi eficiente em gerar as amostras 

do presente estudo, SeRI<50 e SeSE<50, e sua caracterização permite sugerir que 

ambas as frações são formadas por galacturonanos, arabinanos, arabinogalactanos e 

glicomananos. A SeRI<50 é menos ramificada e, provavelmente, composta por 

galactanos, já a SeSE<50 é mais ramificada e, provavelmente, composta por 

galactuglucomananos. 

Essas frações de baixo peso molecular foram capazes de estimular os 

macrófagos murinos RAW 264.7 e células mononucleares do baço, do sangue e do 

intestino delgado de camundongos balb/c, sugerindo um perfil mais pró-inflamatório, 

com base nos efeitos produzidos pelas espécies reativas, citocinas e pelos marcadores 
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de ativação de linfócitos. Ambas as amostras, SeRI<50 e SeSE<50, mostraram ser 

eficientes em ativar a cascata imunológica, não sendo citotóxicas mesmo quando 

empregadas nos ensaios em elevadas concentrações, tanto in vitro como in vivo. Com 

base nos resultados obtidos no presente estudo, seria oportuno  observar se os efeitos 

das moléculas ativas com poder imunológico de baixo peso molecular das frações 

isoladas do polissacarídeo do chuchu poderiam ser observados também por ensaio in 

vivo de fase crônica, para compreender melhor seu potencial imunomodulador e, 

eventualmente, a contribuição para a promoção da saúde.   
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ANEXOS 

Anexo I – Certificado de Aprovação pela Comissão de Ética no Uso de Animais 

(CEUA), autorizando o experimento em camundongos 
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Anexo II – Certificado de Aprovação pela Comissão de Ética no Uso de Animais 

(CEUA), autorizando o experimento em camundongos, com alteração do prazo de 

autorização (prorrogação) 

 


