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ATIVACAO in vitro DO SISTEMA COMPLEMENTO COMO MECANISMO
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Resumo: O babagu (Orbignya phalerata Mart), palmeira que representa o mais importante produto do extrativismo vegetal
do Maranhdo, produz um fruto, coco babagu, composto predominantemente por carboidratos e que apresenta efeitos
imunomodulatdrios. O objetivo deste trabalho foi verificar o potencial imunomodulador do mesocarpo de babagu por ativagado
do sistema complemento. Foi utilizado o extrato aquoso de mesocarpo de babagu, na concentragdo de 40 mg/mL e filtrado
apos 24 horas. A dosagem de proteinas foi realizada pelo método colorimétrico de Bradford. No ensaio hemaglutinante,
usou-se um lavado de hemacias 1% tratadas por uma hora com extrato nas concentra¢des de 1,25, 2,5, 5, 10, 20 e 40mg/
mL, em triplicata, tendo como controle a suspensdo de hemacias com tampao salina fosfato. A aglutinag@o foi verificada
macro e microscopicamente, com a contagem de rosetas. O ensaio de hemolise foi feito usando o lavado de hemacias
tratadas ou ndo com extrato na concentracdo de 40mg/mL, incubado por duas horas com soro normal ou inativado a 56°C,
para verificar desnaturacdo protéica. A concentragdo de hemoglobina no sobrenadante da cultura representou a atividade
hemolisante. Nossos resultados mostraram que ensaio de hemaglutinacdo ndo apresentou diferenca macroscopica entre os
grupos. Microscopicamente, a presenga de rosetas seguiu um padrdo dose-dependente, sugerindo a presenga de lectina no
extrato, entretanto a dosagem de proteinas apresentou concentragdes baixas. No ensaio de hemolise, a concentracdo de
hemoglobina foi maior na cultura de hemacias tratadas com extrato que o controle. Para confirmar a agdo das proteinas
do complemento, as hemacias tratadas com extrato foram incubadas com soro inativado, sendo verificada uma redugao da
hemodlise, se igualando ao controle. Os resultados mostram que o efeito imunomodulador do mesocapo de babagu apresenta
a participacao do sistema complemento, possivelmente através da via das lectinas.

Descritores: Mesocarpo de babagu; Imunomodulacéo; Sistema Complemento; Lectinas; Carboidrato.

Abstract: Evaluation of complement system activation in vitro as an immunomodulation mechanism induced by
babassu mesocarp. Babassu (Orbignya phalerata Mart.), palm tree that represents the most important product extractive
industry of Maranhao, produces a fruit, babassu coconut, composed mainly for carbohydrates and has immunomodulatory
effects. The aim of the study was to investigate the immunomodulatory potencial of babassu mesocarp by activation of the
complement system. We used the aqueous extract of babassu mesocarp concentration of 40 mg/mL and filtered after 24
hours. The measure protein concentration was performed by the colorimetric method of Bradford. In the hemagglutination
assay was used a suspension of erythrocytes 1% treated or not for one hour with extract concentrations 1,25, 2,5, 5, 10,
20 e 40mg/mL in triplicate, using the suspension of erythrocytes in phosphate buffered saline as control. Agglutination
was observed macroscopically and microscopically by counting rosettes. The hemolysis assay was performed using the
suspension of erythrocytes treated or not with extract concentration 40 mg/mL, incubated for two hours with normal serum
or inactivated at 56° to check protein denaturation. Hemoglobin concentration in the in the culture supernatant represented
hemolyzing activity. Our results showed that hemagglutination assay showed no macroscopic difference between the
groups. Microscopically, the presence of rosettes followed a dose-dependent, suggesting the presence of lectin in the
extract, however measure protein showed low concentrations. In hemolysis assay, the concentration of hemoglobin was
higher in culture of erythrocytes treated with extract than the control. To confirm the action of complement proteins,
erythrocytes treated with extract were incubated with inactivated serum, being observed a reduction of hemolysis similar
to control. The results show that the immunomodulatory effect of babassu mesocarp shows the participation of the
complement system, possibly by way of lectins.

Descriptors: Babassu Mesocarp; Immunomodulation; Complement System; Lectins; Carbohydrate.
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INTRODUCAO

O babagu (Orbgnya phalerata Mart.) ¢
uma palmeira nativa do Piaui, sul do Para e Ma-
ranhdo, ocorrendo espontaneamente e formando
extensos cocais semelhantes a monoculturas’.
O fruto desta espécie, coco babacgu, possui trés
componentes: epicarpo, mesocarpo e endocar-
po. O epicarpo corresponde a 15% do peso total
do fruto, o mesocarpo a 20% e o endocarpo a
58% do peso''.

Nesse aspecto, o extrato aquoso do meso-
carpo de babagu possui inumeras atividades imu-
nomoduladoras € uma composi¢do riquissima em
carboidratos®®!2. Estas biomoléculas tém sido es-
tudadas por terem relevancia em processos biolo-
gicos diversos como, por exemplo, molécula ati-
vadora do sistema imune®. Experimentos mostram
algumas atividades dessas moléculas relacionadas
a ativagdo de macrofagos e atividade antitumoral
frente a diversos modelos'’.

Os carboidratos adquirem uma maior impor-
tancia quando atuam como sinalizadores e recepto-
res, fazendo com que a comunicagao entre molécu-
las e outras células seja estabelecida. As Lectinas
Ligantes de Manose (MBL), que s3o receptores
de manose na superficie dos macrofagos, apresen-
tam dominios de reconhecimento de carboidrato e
ligam-se a estruturas de manose presentes na su-
perficie de patdégenos permitindo a opsonizagao e
fagocitose dos microorganismos’'*.

A MBL ¢ uma proteina com importante
participag¢do no sistema imunoldgico inato e re-
presenta a proteina central da ativacdo da via das
lectinas do complemento. A via das lectinas ¢ ati-
vada pela ligacdo da MBL a residuos de manose
e outros agucares encontrados na superficie de
virus, bactérias, leveduras, fungos e superficies
celulares diversas™'*.

Assim, o babacu representa uma grande
perspectiva medicamentosa para o estado do Ma-
ranhdo, visto que, devido a alta porcentagem de
carboidratos em sua composicao, ele pode ser ca-
paz de modular o sistema imune ao ativar o siste-
ma complemento, atuando, dessa maneira, como
um adjuvante imunolégico.

MATERIAL E METODOS

Identificacdo do material vegetal e preparo do
extrato

Para o preparo do extrato foi utilizado o po
do mesocarpo de babagu fornecido pela Coope-
rativa das Quebradeiras de Coco do Maranhdo. A
farinha de mesocarpo de babacu (1g) foi suspen-
sa em 25 mL de 4gua destilada, obtendo-se uma
concentracdo de 40 mg/mL. Essa suspensdo foi
mantida a 4°C. Apds 24 horas, foi feita a filtragem
para obtenc¢ao do extrato aquoso do mesocarpo de
babacu (EAMB).

Determinacio de proteinas no extrato

A determinagdo de proteinas do EAMB
foi feita pelo método colorimétrico de Bradford?
(1976), utilizando albumina bovina como soluc¢ao
padrdo. A leitura da reagdo foi realizada em espec-
tofotometro, a 415 nm.

Avaliagao de atividade hemaglutinante do me-
socarpo de babacu

A atividade hemaglutinante realizou-se
segundo a metodologia descrita por Calderén de
la Barca, Ochoa e Valencia® (1985). Ademais, as
amostras de sangue foram coletadas de doado-
res saudaveis, tipo A e O, Rh positivos, lavadas
com tampao salina fosfato (PBS) e centrifuga-
das a 1200 rpm por 5 minutos, para a obtenc¢ado
do concentrado de hemaécias. Este foi diluido em
PBS para obtencao da solugao de hemacia 1%.
O EAMB, concentragdao 40 mgmL, sofreu dilui-
¢oes seriadas (1/2, 1/4, 1/8, 1/16,1/32). Em pla-
ca de 96 pocos, transferiu-se 100 uL de EAMB,
uma concentracdo em cada coluna, e 100 pL da
solu¢do de hemacia a 1%, em triplicata para o
sangue A+ e duplicata para o sangue O+. Utili-
zou-se PBS com soluc¢do de hemécia a 1% como
controle negativo. A reagdo foi incubada por 1
hora em estufa. A avaliacdo da hemaglutinagao
foi feita macroscopicamente € microscopica-
mente através da contagem de rosetas, em lami-
nas de vidro, estabelecendo a média de rosetas
em cada 10 campos.
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Avaliacio da atividade Hemolitica

Amostra de sangue do tipo O+ foi coletada e
centrifugada a 1200 rpm por 5 minutos para sepa-
racao do soro. Uma aliquota de soro foi mantida a
37°C e outra aquecida a 56°C em banho-maria. As
hemadcias foram entdo lavadas com PBS e centrifu-
gadas, para obtencao do concentrado de hemaécias.
Este foi diluido somente em PBS e diluido em PBS
e EAMB, este tltimo em contato por 1 hora, obten-
do assim, duas solu¢des de hemacia a 1%. Transfe-
riu-se para placa de 96 pocos 100 pL da solucao de
hemadcia a 1% acrescido de 20 pL de soro a 37°C
em um poco. No outro pogo adicionou-se 100 pL
da solucdo de hemacia a 1% acrescido de 20 pL
de soro a 56°C. Repetiu-se o procedimento em ou-
tra coluna, utilizando a solugao de hemacia tratada
com EAMB. Como controle, utilizamos solu¢ao de
hemacia a 1% com PBS. A reacao foi incubada por
2 horas em estufa. Em seguida, a placa sofreu cen-
trifugagdo a 1200 rpm por 5 minutos. A atividade
hemolitica foi avaliada através de visualizagao da
placa macroscopicamente, seguida de dosagem de
hemoglobina. Para dosagem de hemoglobina trans-
feriu-se o sobrenadante para outra microplaca e re-
alizou-se a leitura em espectofotdometro a 415nm.

Analise estatistica

Os resultados foram avaliados estatistica-
mente utilizando o software GraphPad Prism 5.0
(GraphPad Software Inc.), com andlise de varian-
cia one-way ANOVA, seguido de Newman-Keuls,
e test t studant, com significancia de p<0,05.

RESULTADOS

Dosagem de Proteinas

A quantificacdo de proteinas do EAMB na
concentracdo de 40mg/mL foi de 0.034 mg, repre-
sentando menos de 1% do peso total do p6 de me-
socarpo usado na preparagao do extrato.

Atividade Hemaglutinante

No ensaio de atividade hemaglutinante nao
foi observada diferenca entre os grupos quando
feita a analise macroscopica. Contudo, na obser-
vacdo das hemadcias por microscopia, foram identi-
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ficadas rosetas, caracteristicas de hemaglutinagao.
Os resultados mostraram maior quantidade de ro-
setas nas maiores concentragdes do extrato aquoso
de mesocarpo de babacgu, independente da tipagem
sanguinea (Figura 1 e Figura 2).
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Figura 1-Quantidade de rosetas com hemacias A+ quantifi-
cadas apds tratamento com extrato aquoso de me-
socarpo de babagu em diferentes concentragdes. As
barras representam a média com desvio padrdo. A
analise estatistica foi o teste t comparando os grupos
tratados com controle, sendo, **p<0,001 e *p<0,01.
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Figura 2-Quantidade de rosetas com hemadcias 0+ quantifi-
cadas apds tratamento com extrato aquoso de me-
socarpo de babagu em diferentes concentragdes. As
barras representam a média com desvio padrdo. A
analise foi o teste t comparando os grupos tratados
com o controle, sendo **p<0,001 e *p<0,01.

Atividade Hemolisante

O ensaio de atividade hemolisante foi usado
para verificar a ativagao da resposta imune pelo sis-
tema complemento. Hemacias tratadas com EAMB
apresentaram, ao final da cultura, maior concentra-
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cdo de hemoglobina livre no sobrenadante apre-
sentando uma media de densidade optica (DO) de
0,37 (£0,014), e as nao tratadas mostraram a DO
de 0,13 (£0,014). Apos o aquecimento do soro a
56°C, com inativagdo das proteinas do sistema
complemento, a DO media foi 0,13 (£0,028), e
0,14 (£0,014), para as hem4cias tratadas e ndo tra-
tadas com EAMB, respectivamente (Figura 3).
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Figura 3-Concentragdo de hemoglobina no sobrenadante
de cultura de hemacias, tratadas ou ndo com extrato
aquoso de mesocarpo de babacu (EAMB) 40mg/mL.
As barras representam a média com desvio padrao.
A analise estatistica realizada foi ANOVA com pos-
teste Newman-Keuls. *p<0,01 quando comparado
com o controle, em presenc¢a de soro a 37°C #p<0,01
quando comparado com o EAMB em presenga de
soro a 56°C.

DISCUSSAO

O mesocarpo de babagu ¢ um produto obtido
do fruto de uma palmeira que se destaca pela sua
distribuigdo fitogeografica no estado do Maranhao
e que tem importancia no uso popular tanto como
alimentagcdo como para o tratamento de diversas
doengas. Efeitos imunomodulatorios do mesocarpo
de babacgu ja foram descritos anteriormente, entre-
tanto pouco se sabe sobre os mecanismos de acao’.

Estudos mostraram que o p6 obtido do me-
socarpo de babagu apresenta uma constitui¢ao rica
em carboidratos, chegando a apresentar 99% de
carboidratos, sendo um mucopolissacarideo (MP1)
rico em glicose como principal constituinte'. Estes
dados concordam com as andlises realizadas neste

trabalho, na qual a constitui¢do protéica obtida no
extrato aquoso de mesocarpo de babagu foi baixa.
As proteinas sdo biomoléculas importantes por
participarem de diversos mecanismos da resposta
imunoldgica, tanto na imunidade inata como tam-
bém na adaptativa'.

O sistema complemento ¢ composto de gli-
coproteinas que circulam no sangue de forma inati-
va, que apos mecanismos de clivagem proteolitica,
tornam-se ativas e atuam na opsonizacao, inducao
da resposta inflamatoria, além de formarem um
sistema de ataque a células alvo, formando com-
plexos protéicos na membrana que levam a lise
celular'. Uma das formas de ativagdo do sistema
complemento € a via das Lectinas, que se refere
a uma classe de proteinas que podem se ligar re-
versivelmente a carboidratos®'*. Baseado nesta
propriedade, o presente trabalho realizou o ensaio
de hemaglutinacao, que permite identificar a pre-
senca de lectinas e verificou a capacidade de ati-
vagao do sistema complemento, através da hemo-
lise, mediado por carboidratos presentes no extrato
aquoso de mesocarpo de babacu. Os resultados
mostraram que o tratamento com EAMB induziu
hemaglutinagdo de forma dose-dependente, suge-
rindo a presencga de lectinas. Entretanto, a dosagem
de proteinas apresentou valores baixos, sugerindo
que a hemaglutinagdo observada pode estar sendo
mediada pela interacao de carboidratos com prote-
inas de membrana das hemaécias ou a presenga de
superlectinas no extrato sendo capazes de induzir
hemaglutinagdo em baixas concentragdes protéi-
cas por possuirem dois ou mais dominios gigantes
de carboidratos'. O ensaio de hemdlise mostrou
maior concentragdo de hemoglobina na cultura
de hemacias tratadas com EAMB incubadas com
soro. As proteinas do sistema complemento pre-
sentes no soro, quando ativadas pela via das lecti-
nas, induzem a lise celular liberando hemoglobina.
Para confirmar se a lise celular estava sendo causa-
da pelas proteinas do sistema complemento, o soro
foi aquecido provocando a desnaturacdo protéica.
Os resultados mostraram uma diminui¢dao da he-
molise comparada com o soro nao desnaturado.
Este resultado refor¢ca o mecanismo de ativacao do
sistema imune mediada pelo sistema complemen-
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to através da interagdo de carboidratos e proteinas,
sendo a via da lectinas uma das mais provaveis.

A existéncia de carboidratos capazes de in-
duzir imunoestimulacdo tem importancia ndo so
pelo aspecto biofarmacolédgico, colaborando para
o entendimento dos mecanismos imunologicos e
na busca de farmacos, como também na elabora-
¢do de adjuvantes imunoldgicos importantes para
composicao de vacinas. Estas potencialidades po-
dem agregar valor ao produto regional e incentivar
técnicas extrativistas que ajudam na preservagao da
espécie e geram renda para as comunidades locais.

CONCLUSAO

A partir de todos os resultados obtidos, o
presente trabalho mostrou que o extrato aquoso do
mesocarpo de babacu tem a capacidade de induzir
hemaglutinagdo e hemolise por ativagao do sistema
complemento, sugerindo a participagdo de protei-
nas do tipo lectinas em associa¢ao com carboidra-
tos presentes na composi¢do do extrato. Assim, o
trabalho colabora para elucidar os possiveis meca-
nismos envolvidos na atividade imunomoduladora
de importante produto do extrativismo vegetal do
Maranhio, levantando possiveis aplicagdes deste
na geragao de bioprodutos.
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