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INTERAGAD DE LECYINAS DE SEMENTE DE JACA (drtocarpus integrifolics

E GLICOPROTEINAS DA SALIVA E SORO HUMANO

1~ INTRODUCEO

bBesde o sécule passado & conhecido o fato de que extratos de
plantas, apresentam a propriedade de aglutinar hemécias {STILLMARK, .
iaasd. Entasm substincliag Toram inicialmente denominadas de
Fitohemoaghtininags., Logoe a segulr, a% substéancias que apreszentavam
aztsa propriedade  foram caracterizadas como sendo uma probfeina =
posteriormente foram chamadas de lectinas (povyp & SHAPLEIq, 1954).

Atualmente sme conhecem lectinas também de ordigem animal .e
variaz owlras propriedades  bicldgicas foram descobertas além da
hemaghatinacio, Como aglutinagio de leucdaitos, bactérias,
protozmobrios, atividade mitogénica para linfdécitos '3 reacHo de
proecipitagiio de glicoproleinas (sparom & LIg, 19875, ‘

A  astividade da Jectina se deve a0 fato de  reagir
especilicamente oom aqth{:areg. & como apresenta deois ou malds sitios de
Hgagdo, ac rsagir com slicoproteinas gque apresentam os agicares para
55 c;tmis. B especificos, aoorre F:Y formagio e complesos
macroncieculares Lectinag~-Glicoproteinas, que 830 . precipitados
CaLnETEIN & BAYES, 19782 |

A  lectina de semente  de Jaca CAintegsrifoliad  tem &
propriedade de reagir egpecificamante com residuos de palactose.

Pol demonstrads pOT ROGUE BARREIRA & CAMPOS-NETO %840, que

esta lectina reage ¢ precipita IgA do moro & secregies como colostro

P



- humano, uma vez que esta glicoproteina possul redsiducs de galactoge
em sua molécula

A IgA da sallva apresenta pspel importante na defessa corsta
microrganismos na cavidade bucal, como tem sidoc demonstrade pela
maior Incidéncia de doengas em individuos com  asuséneoia ou  baixa
quantidade desta glicoproteina eeLer ot al, 41981>. A quantificacio
da IgA na saliva apresenta grande interessze no est;udc das  doencgas
bucaizs. Atualmente, & domsagem de IzA & feita através de +técnica de
difusdo em gel, © que demanda uma série de | procedimentos  como:
purificaciio, imundzacdo de animais para obteng83o de =soro especificoe =
padronizacdno da téonica,

he lectina da semente de Jaca inleragir seletivamente com o
Igad da saliva, este material seria de grande utilidade no astudo da
guantificacfo da IgA salivar em  diferentes patologlas bucais, asaim
come o acompanhamento  da texa  de  anticorpos sallvares apos
imunizacio, por exemplo, quande da avallagio de vacinas anti-carie.

No presente trabalho proouramoes determinar =e jacalina, &
lectina da semente de jaca, reage com a IgA da saliva, e se &
seletiva para esta glicoproteina, comparada as interagles com IgA e

ghicoproteinas do soro j& conhecida,
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2 ~ REVISXO DA LITERATURA

2.3 -~ Mecanizswos de defoss contra microrganismos ns cavidade

bucad

Na relagio do homem com microrganismos, ccamd az bactérias,
alguns aspectos 3o interessantes. A presenca de baclérias na maioria
dos  tecidos provocsa infecgdo, que resulta na elindnagBo das bactéprias
ou na morte do hospedeiro. Entretanto, a pre=senga de microrganismos na
superficie da peler e da mucosa € hem tolerada & atd measmo bendfica
numa  relagBo de =mimbiose, O tipe & o nimero de bactérias vardam
conforme o local, adaptando-se microrganismos que vEo constituir a
'micrxahiat,a humana habitual.

Na cavidade bucal as bhactérias e concentram sm difersntes
regifes formando os chamados "ndehos ecolégicos bucals”  (worBant, &
FrrmorraLn, 1984h, como dorso da ingua, superficie de dentes, mucosas
bucal, sulce gengival e a saliva, gue ¢ uma mistura de bactérias
componentes dos varios nichos.

0 gesequilibeio na gualidade e quantidade deates
‘microrgandismos, alterande a2 milorobiota habitual, & que pode contyibuliy
para o a:urginianta de doengas. A microbiota bacteriana na cavidade
bucal & influenciada por diversos fatores, tals como a presenga de
dentes, préteses, hébitos dietéticos & gz higiene & fat.ores
relacionados a propriedades fislco-quimicas da  saliva, comoe fluxo,
capacidade tampdo e proteingﬂ T atividadeg antimicroblanas,

Dentre as proteinas da sallva que apresentam  atividades

13



antimicrobianas figuram as enzimas.

A lsozima ou muromidase com PM de 14000, tem = propriedade
de  hidrolisar as ligaglles 3 1-4 entre acido N—ac&t;ii giucﬁfsamina,‘
constituintes da parede celular de bactérias (NeveruN, 10073). Maior
concentragio de lsozima € encontrada na salive secretads pelas
glindulas  sublinguals e submér:dibuiar-ea (HOERMAN, et al, 19883, A
Hegozima nio Hsa e nem previne o orescimento de culturas de bactéprizs
predominantes na cavidade buca_{. do  homem {(mEeONS, &1 al., 19663 A
atividade da lsozima, na saliva total, ¢ significantemente malor em
ceriangas  lHvre de céries, quands comparada a grupos suscaptivels
£IWETMAN, ot al, 19613,

A eficidéncia da Meaoainmg e destruir especificoments
microrganismos cariogénicos, Fet=tet t.em sido demonstradn, mas
provavelmente influesncia o equilibrio ecblégico da microbiot.a bucal.

A Lactoperoxidase ¢ uma glicoproteina  com  atividade
enzimatica, que indbe £ metaboliamo bacteriane através da oddacBo do
Liocianato na presenca de pexdxideo de  hidrogénio, formando  long
bBipotiociani t@s . que resge oom SPUPOS sulfideilas cde ervzimans
bacterianas, promoverslo sua inativacgio (NEwsrRuUN, 19833,

A Loctoperoxidase tem peso moleculayr am  torno de 72.000
contém 8 ligaghes dissulflidicas, um grupoe heme, 0,047% de ferro e seu
nonteGdo de carvholdrato € em torno de 10 (EricsonN, & MARINEN, 19843

A Loctoperoxidase & ativa contra microeganismos gque acumulam

perdnido, talig OO Lactobacillus acldophyiuz & streptocoocuy

gremoris, 'px-ﬂvave}m&nte por  impedir o acomuie de Hsina &  Aclido

ghitamico, aminodgidos egsencials ao orescimento  bacteriano  CLEM, &
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RLEBARNDFF, 1663, Entretanto, NDHG fForam encontradas aiferencas
significativas  nes  nivels de lectoperexiduse nas secregtes das
glandulas pardtidas e submandibulares de Individuos susceptiveis e
resistentes a carie dental {mENaO, 1971,

Além ol lactoperaxidase & agHo antimicrobliana de
glicoproteinas  da galiva 4  exercida por outres mecanismos, A
tocto ferriting & uma glcoproteina com pesoe molecdular em torno  de
77000, contendo 10¥ de seu peso em carboldrato, aspresenta atividade
bactepriostética (oram, & REITER, 196BY e bactericida Carnoud, st al,
19612, contra varics microvgardsmos Gram positivos e Gram negalivos
(HORTENER, et ol, 19863, Sua atividade antimicrobisna eata r&lacimmcﬁa
& suam  capacidade de guelacio de lons ferro, dirdnuindo &
disponibilidade deste elemento para a nutrigdo bacteriana.

Agtutininas nio tmunes, =30 glooproteinas de alto peso
malecular gonstituidas por 15 subunidades cada uma com peso molecular
am Lorno de 480000, Seu contetido de cavboidratoe ¢ em torno de 45%,
zendo fregquente a presencga de fucose. Est.,as glicoproteinas apresentam
# capacidade de reagir e aglutinar bactérias da cavidade bucal na
presenga de jons galcio. Sua concentrac@o na saliva da parotids &
f;s&ixa N em Lo e 6,001%, mas Sua atividads agiuntinante &
extremanmente alta Concentragas de 0,1 micrograma pode azlutinas 10°
a 10° bactérias (ERICSON, & RUNDEGREN, 19833

A Tgd secretora & oulra glicoprotelna que tem sido estudada
guanto & =us propriedade de interagir com nmicrorganigmos da cavidade
bucal Para slucidar o efelto protetor do sistema imune, na formagin

de caries dentarias, tem sido correlacionadce malor incidéncia de carie



dental em  individuos portadores de  dmunodeficidnciz (TL;:GLER, et al,
19812 Em ratos tem sgido testado o efeito de vacinas para aumentar a
guantidade e IgA saliver especifica para Soutans e, consequentemaen-
Le,redugio de carie dental (MeoBEE, ot al. 1975 o TANZER, ot at 19733,

A dmunoglobulina  predominante na saliva & 2 a IzA, sendo
produzida por plasmocitos situados nas plandulas salivarves maiores e
manores. A estrutursa molecular da Igh da saliva e de outras geuregtes
& diferente da IgA sérica Nesta ultima, 2 forma predominante &
moncmédrics, enquants gque na ®aliva o predominio ¢ de complexcs
moleculares  copstituides por mc:;iég::ulas de IgA PM  160.0000, lizadas
pela  cadela peptidica ] (PM O IBDO0 2, & o componente glcoproteico,
peca  secretora (PM 20000 > Hgadas entre mi através de iig;agiﬁés
digsuliidicas, formande dimeros (MALPERN, & KGSHLAND, I1970: MESTRCOKY,
1271, Este cowmplexo, conhecido como Igd secretora, ¢ produzido  por
dods tipos de célulazs, Enguanto quae a JgA e & cadela J =s8o seaoretadass
pelos plasmécitos, o  componenis secrelor & unida a IgA  dimérica,
durante seu  Lranzporie =meletive através dag células de  epitélio
secret.or, para o lumen  glandular CKILIAR B BRATTHALL, 10856 A
componente secretor confere uma  importante  propriedade &0 Iga
mecretora, ogue & a malor rezisténcia & 0 hidrolise por enzimas
proteocliticos produzidos  por mlororganismos e dazs zmedregBes mucomas
CTAUBMAN, M. A., eL al, 4078d

Duas sub-classes de 1gA; Ighi vl Zg.&z tem  gide identificadas
no Soro e secregtes humanas., A }g;‘&i eoreesponds & cerca de 80 a 90% da
IzA sdérica engquanto que npas  secregles externas a .Ig;Ai constitual

momente 80 a 74¥ do total de IzA =mecretora (LELACROIN, ot al, 19823 A
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fungdo bloldgica das sub-classes de IgA ¢ pouco conhecida, Entretanto,
tem sido mostrado gque a Ig;Ai & suscetivel a enzimas como a IzA
pro-teaze, zecrstada por bactérias qus ssbio presentes na fase inicisd

daformacio da placa dental comoe o Streptococcus mitior, Streptococus

sanguis  enbre outras bactérdas  (kinaan, et al, 19833, O componante
secrelor nho protege a Igﬁ.i gue & quebiada ac nivel da cadeia pesada,
perdando sus atividade de anticorpo pelas aglio da protease IgAi.

A IgA como as demals imunoglohulinas humanas, apresentam na
sua moeléculas uma  quantidade de carboidrato caractepristica de cada
clasme de imﬁn{)gimbuﬁna COLAMP, & PUTHAM, 1857,

O componente de carboidratoc de IgA ¢ em torno de 8% de seu pe
s 08 aclcares estdo presentes na cadela pesada  (BAENZEIOER, &
KORNFELL, 1743 A ig;ﬁsi tem cligosssgarideas a{ii{:imnaia Heados O-01
cogsidicamente & ocadela peptidica Residuos Nragetil-galactosamina e ga
lactose ligam-se & =erina ha regilo da dobradiga da Igﬁ.i, diferencian-

ez da IgA? & de outrvasz imunoglobulinas (MARNZIGER, & KORNVELRIST4DD
22 - Lectinas

221 ~ Ampectos {ferailsg

H& cerca de um séoulo, endguantoe estudava a tLoxicldade de

ewtrabos oxicos de Ricinus convrunds, stinmank, 8880 fez a primeira
obzervacio de qus esle extrate aglatinava hemaciag de diversas
espécies, e que a substincia que aprezsentava esta propriedade era uma

proteina tipo glebulina e a denomdnou "ricinag™.
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Estes trabalbos inis::i&ig,. atrairam a atengﬁci de Paul Ehrlich,
do Royal Institute Of Experimental Therapy, Frankfurt. Ele utilizou asz
aglutininas de plantas como moedelo de antipgeno. Estas subsiincias epram
Taceiz de meren prepavadas em .grande\& gquantidades, eram estavels s
mads Importante, gueando Injetadas em animals, causavam a rroducio de
anticorpos  que  intblam, tanto a atividade téxica como a azlutinante,
Facilitando seu estudo "in vitre’.

Apesar da preparacio usada por Ehrlich, smer um extrato bruto
o purificado, J& em 1890, ele fol capaz dé agtabelecer alguns
principior fundamentais da imunclogla (euriicr,  18%1a,  18¢1h). Por
exemplo, através de soro imune antirdecina da atividade aglutinante do
extrato de wicina, ele demonsirouw gque existia wvma relagio gquantitativa
entre a qum&idaﬁ& de antisoro £ o antigeno que poderia ser neutrali-
zado, realizande a primeira  determinac@o quantitativa de anticorpos
ine widdeo’,

Ehrlich mostrou gque camundongos foram protegidos contra ums
dose letal de  rlcina, gquando submetidos previamente a  injegles
subcutineas de pequenas doses do extrate itéxco. Enbretanto, soro
antivicina nic protegeuy os andmals contra os efeitos toéxicos de

extrato Léxicos de  abrina (Abrus precatorius? e vice-versa  Este

experimento evidenciou a especificidede da resposta imune.

Ehrlich também moestrou gue a imunidade as  toxinas  era
transfevida da mBe para a prole, durante a gestaglo e através do
jeite, apss o nascimento,

A natureza proteica da ricina fol d&manétrada come sendo alby

mina através de precipitacio com &lcool por osSBORNE, st ol em 19004,
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A seletividade das asiotininas vegetais fol evidenciada por
LAMNDRTEINER, & RAUBITSCHEW, CIe083, quarndio extabeleceram quiee a
atividade hemsglutinante de varios extratos de sementes foi diferentes
gquando testados com hemfclas de diferentes animais. Assim, extrato de
smemente de ervilha fol muito ef“&tiﬁ*m em aglutiner hemadcias de coslhos,
mas pouco efetivo em relacio a heméciass de carneiro e pombo, enguanto
i haméciiaﬁ: humanas foram fortemente aglutinadas por extratos de
feijio e, fracamente aglutinadas por ewxtratos de eprvilha e lentilha

A primeirs purificacBo de aglutindna wvegetal foi realizada

poe SUMNER, Ci9192, guando obteve 2 concanavalins {Canavalis

englformes? alravés de precipitacgic =alina e cristalizacfs. Este
pespuisador, juntamente com HOWELL, em 4994, relantaram gue aldédm  de
azlutinar  hemaclas, a concanavalina A, tambeém precipitava plicogénio
em soluglio e & atividade hemaglutinante sra inibida por agGcar de
cana, sugerindo que A reagdo da aglutinina de planta ocorria com
carboldratos da superficle das hemé&cias. |

A especificidade das fitchemoaglutininas para diferentes
grupos sanguilneos, ol descrita independentemente gquase A mesma épooa,
por apmxoned, (19483 e povn & rzouEra, (19493 Relatsram que extrstos

da Phazeolhas Hmensiz e Vicols craccs aglutinavam somente homdolas

do  tipo sanguineos A, emnguanto gue ewbtrates de Lotus letyasgonolobus

aglutinavam hemécias do tipoe O, Estex conhecimentos contribadram de
forma relevante pars ¢ estabelecimento da base quimica das substancias
gque caracterizam os grupos sangulneos do sistema ABO.

Ko oomego da décads de B0, wWATKINS, & MORoan, G952 e

MORGAN, & WATKING, (19832 mostraram gque a agiutinagEce de hemacias do
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Lipse A por extrato de Phaseclhus limensis, fol Inibida por

H-Acetil-Drgalactozamina e que a aglutinacio de hemicias do tipo O

pelz  lectina de extrate de Lotus tetragonolobus  fol  indbida pelns

.L-‘-f ucome. Eles interpretaram sstes achades, como indicative gque estes
agicares 30 determinantes e conferem &é;&emiﬂaidadea &m hemicias A e
U regpectivamente,

Em 19854, movp, & =swarLpig, sugeriram gue estas aglutininas de
plantas até enblio ehamadas de Ditohemozglutininas e que apresentavam
egpecificidade para grupos sanguineos, Tossem denominadas de lectinas,
palavra originfdda do latim legare, que sipgndfica escolbar.

Em 1940, wnowsl, relatou que lectina extratda de semente de

feljio <(Phasealus vulgaris), era mitogénica, ou seja, estimulavs a

mitose de Bnfdcitos,

A atividade de lectinas em aglutdnae oélulas neoplésicas fot
primeiro demonstrada por Aus, et al {igdi’i}..

Métodos de purificacio de lectinas foram desenvolvides e &
publicacio pioneira fol de acRavaL, & CGOLUDSTEIN, {1965, Estes aulores
se hasearssa no Tato de que a Concanavalina A, com aspeciTicidade para
D-glicose, reage com Dextran e desenvolveram uma téonica =imples, para
o isolamento da lectina, & pasrtir de extratce bruto por meio de
aduorgie  especifica em coluna de Sephadex-Dextran seguida de eluiglo
com D-glicose. |

Em 1072, EpELMAN, et o, Ssequenciaram oS amino&cidos  da
Soncanavalina A e  ags mesmo  tempo, independente de outro grupo,

BARDRAM & AINSWORTH, (19723, estabeleceram @& esbruturs tLridimensionsal

da Concanavalins Al
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A presmenga de lectinas em mamiferos fol revelada pela
primeira ver, DpOr  ASHWELL, & MORREL, 19743 quando descreveram a
existéncia de wuma proteina hepatica especifica para D-Galactose, cula
fungdo parece estar relacionada ac metabollamo de glooproteinas
sépioss.

A  participagio de lectinas na aderéncia baclerdana fol
demonatrada pela presenga de lectinas eapecificas para D-manose, em

Timbriss, na superficle de microyganismosm, como a Escherichia coll

forex et al. 19772 BEvidéncia de que extas lectinas est3o envolvidas
o inicie do progesso infeccioso, fol obtida quando se demonstrown gque

infeccBo do trato urinadric em camundongos, por Bascherichia colli manozse

especifica, poderia ser prevenida por metil- or-D-manosides Aronson et

al, 19703
222 ~ Interacio de lectinas 2 glicoproteinas séricas

Devido a especificidade das lectinas em reagic com residucs
de agicares e ai}.z*&gentarem mals de um sitic de HgagBo, podem reagiy =
precipitar glicoproteinas em sclucin formando agregados
insolivels lectinas glicoproteinas.

Os primelros estudos divigidos a este agpecte das lecLinas,
ol relatedo  por MAKAMUBA et ol C19603, quando verificaram =&
precipitacie de proteinas séricas humanas pelo extrate de sementas de

Canavalia ensiformis, Atraves de eletroforese € difusfo em gel  de

agarose, detectaram reactes de precipitasdo com o, o 3 globulinas

e provavelmente com gama zlobulivs,
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HARRIE & Rropson (19632, tambdm observaram reaglic de extratos

da Canavalia ensiformis com proteinas séricas, identificando

precipitacio de  allfa-2-macroglobulina, imunoglobulina M, hets
Hpoproteins, ceruloplasmina & haploglobina, Reagso Lambém foi
detectada com moro de pacientes com macrosiohbulinemia. |

LEOH, {19673, estudando a interagio de lectins de

Capmvalia ensiformes com  IgM e gy mérica, mama tentativa e

purificacie de IgM, entretanto, verificou que outras protelnas sérices
aldm de IgM eram precipitadas.

A lectina de Leng culinaris reage com residuoes de a D-gloose

& o D-manoge {youne, et ai, 9713, precipitando diversos componentes
gHcoprotelcos de SBOLO Froantags o2 macroglobulina, IoM, ' ﬁz
glicoproteinag e Lragos de IgA e Ig0.

A lectina presente no germe de trigo, Triticum vulgaris,

reage oom regiducs  Nracetil-glucosandl  (aoLpsTEIN & BAVESs, 19783, e

Tesge  oom as proteinas plasmaticas: g~Zmacroglobalins aomplenom
hapl.ohemaslobhuling, ceruloplaaming, hemoperins £ acido o
glicoproteico

2.2.3 -~ Interagio de lectinas e glicoproteinas de salivas

Para explicar o mecanisme pels qual bactérias do  géners
Streptosocous, se fixem a2 superficie dos  dentes, hipateses tem sido
elaborzdas,

ROLIA, ot al 19772, propia e th =y b1 aderéncia fa¥atad et
primeiramente por atragfes eletrostaticas, mediada por ilons calvio,

entre elementos com carga elétrica negativa, particularmente acidos
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Hpotelcolco da superficie das bactérias e constituintes da smuperficle
dos dentes, também com carga negstiva,
Ou'bra_ hipdtese relatada por omeons, 10843, afirms e O

Hireplococous mutans, se fixae a0 dente através de interaces de

compunentes de sua superficie, denominadas adesinas e substincias da
saliva, presentes na pelloula adyuivida, na superficie do esmalte. O
acimule de microrganismos ¢ favorecido pela sintese de glcanas extra-
celulares:, através da aglo de glicosil transferase zobre a sacaross. A
Hgagde das adesinas ocorreria por interagio tipo lectina. ou forcas
hidrofdbicas com  aglcares proesentes nas glcoproteinas da  pelicula
adguirida, ou com outros receplores nos denles.

GHooproteinas com  elevado resc molecular apresentam  a
propriedade de agregar bactériaz componentes da placa bacteriana
farnnoNs, &  S¥ENFLL, 1970:  mav, ot  al, 1971  KASHKET & DONALDEON.
1972, Por outro lade glicoproteinas também de alto peso molecular se
Hgam & hidrodapatita do  essmalte, formando a @ pelicula  adguiridz

fERIoeon, 1968; soNJU & ROLLA, 1273).,

‘ Experimentos realizados P GIBRONS, & QURESHY, {19703,
demonstraram gue a aderdncia de 8 cepas de Streptococcus nmutans &
particulas de hidroxizapatita incubada com  saliva fol inibida por

galactose, melobiose e algumas aminazs. Fgles resultados sugerem  gue
adeninas interagem com aclcares presentes nas  ghHooprotelines da
pelicula adoquiride

MIRTH ot al (19793 demonstraram que a capac:idade da =aliva em

sgregar Streptococcus mutans era  inibida, =e fosse  previamenle

incubada com lectina de germe de trigo, gque apresenta especificidade
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para  N-acetilglucosamina, e gque a adig@o  deste aglcar restauvra a
atividade agregante.
HOMAKA ot ol CI981), mostraram que a atividade aglutinante da

saliva para algumas cepas de Streplococcus mutans fol inibida pela

concansvaline A lectina com especificidade para plicose e manose, ¢ &
atividade aglutinante da concanavalins A para oubras cepas fol inibida
pela  saliva,  Estas  interagBes nfo foram rveproduzidas gom outras

espéoies de bactérias como o Streptococcus mitis e S.sanguis. HIRTH ot

al  €1961), também demonstraram que a atividade agregante da saliva

para Sireptococcous muldans foi indbida pela concanavalina A e lectins

especifica para fucose e revertida pela adigSo do agicar especifico,
gHooge, manomse ou fucose.
A interagio de lectinas presenles am  aslimentos oW

componentes da salva humana e Sireptocotcus mutans, Yol estudado por

WBECHS & paANKERs, 981 guando verificaram gue extratos de banana,
cann, cenours, alfafa e semente de glrassol yeduzmivam a aderdéncia de

Streptocorcus mutans A hidrodapatita adsorvida com saliva, sugerindo

que lectinas de allmentos podem interagir com componentes da saliva e

Sireptocococuy mutans.

Através do modelo de grdos eaféricos de hidrodaspatita qus
apds incubagioe com sgaliva reproduz in vilro as condigles de pelicula
adguirida sobre a superficle dos dentes; giBRons & DaNkeErs, 9ag:,
mostraram que & saliva total indblu a Hgagdo de conconcanavailia A,

aziutinina  de germe de Lrigo, =molia, Hlex ewopeus e  amendolm &

particulas de hidroxdapatita tratada com salive Chservaram ainda que

diferentes fraghes da saliva indbiram diferentes lectinas, tanto na
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Hgagio & bdroxiapatita tratada com saliva, como a atividade
hemaglutinante das lectinas. Aglutininas de germe de trigo e amendoim
foram inibidas pela maliva, de se dgar a aelulas do  epitélic  bucal.
Os autores sugerem que uma das © unglies da sallva e outras secregles
digeastivas seria .a de reduzir a intersglo de lectinas presentes na
dista com a superficie mucossa.

A associagdo de lectinas de allmentos com celulas do epitslio
busal, fol relatade por ompons & panxkers, (19833, quaruic demongtraram
que ao mastigar e Ingerisr amendoim cu germe de ﬁI*igc‘: “in natura”, foil
possivel detectar as respectivas lectinas em oélulas do epitédlio bucsl
@ da lingua, sendo reduzidas ze as celulas fossem  incubadas  com
agicares especificos. Neste trabalho também relataram gue = ingeﬁtfﬁo
do germe de trigo ou o pré-tratamento de celulas apiﬁeuaia com &
iectina do germse de. trigo, aumentou significantemsnie o ndmeroe de

Streptococceus sanguls aderidas ds célilas do epitélio bucal

U5 memmos  pesdguisadores gIBRONS & 2 DANKerRs, (10883 rel.ai,ara.m
que apds a ingestio de amaendoim e ervilha "in naturg” resultou nums
reztividade espectfica entre imunoglobulina A da  pardtids com  a
Iectina purificada do alimento, sugerindoe que as leclinas  tanbo reazem
corn as moléoulasn de Igh, gquanto ai..u:atm CoOme antigenos.

Lectinas conjugadas & fluoresceina ou & peroxidase tem sido
ugadas ne  estuwile de  glandulas  salivares, epitélio bucal pormal =
inflamado.

roLeEaN ot ol  I9E5)  usarwio diversas  lectinas  conjugadas s

Flusresceing, demonstraram gle  glingdula salivar tipo serossa conlém

glicoproteinas O manose GO principal HpQoar, enquant.o que
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- gldndulas MUCOSEHS tem praedominto de fucose & acido
K-acetil neuramindco nas:. suas  glcoproteinas. Esta diferenga entre
gidnduia =erosa e mucosa pode ser morfologicamente visualisada pelo
Lipo de lgct,ina que se Hga au cédhilas acinaves e ac contetde dos
ductom,

A ldenlificac8o de regepltores pava lectinas nas diferentes
camadas e aestruburas do epitéllo bucal norvmal através de conjugado
teotina flucoresceina tem zido estudads por HIETANEN & salLo {19840

A demonstracic de sitios para lgagino de lectinas conjugada »
peroxidase, em gengiva inflamada tem sido realizada por MURASE et al

L1085,

224 ~ Lectins de semente de Jaca, Artogerpus indtesrifolia

- Jacalins

Atividade hemaglutinants do extrato brutoe de Axtorcarpos

intesrifolla para hemacias de diversas espécles  animals, sugeria &

presenga de lectinas nests preparacio (MOREIRA & AINGZ,{1978).

AcBo mitogénica do esxtrato de semente de jaca sobre
populacglies linfocttérias fol demonstrado ponr BUNN~MOREND &
CARBPOS-METTO, 198, com atividade zeletiva sobre células T,
comparada a atividade de concanavalina A e =sobre céhulas B aglo
mitogdrdea nfio fol expressiva e sd ooolren Com concentragiies elevadas
do extrato.

AtivacBo policlonal de nféacites B, pela Jacalina, mostrou

atividade superior ao PWM (Pokewed-mitogenl, no estimulo & secrecic de
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imunoglobullnas (RUNN-MORENG f; CAMPOS-NETYTO, 1813,

A Jacallna  estimula linfécitos  humanos em  culburas a
produzirem gama-interferon (CRANE ol oL, 10843,

Av dpteragir com glicproteinas humanss, a Jacalina TeEage  com
IgAh sérvica e secretora, abravés de restducs de D-galactose, mas nio
com Ig8 e IgM (ROQUE-BARKEIRA & CAMPOS-NETTO, 1985). Eota propriedads
tem sido usada para a purificacBo de IgA de aoi&st.ra humano & para a
quantificagio desta imunoglobulina em coléstro humano (ROGUE-BARREIRA
& CAMPOR-NETTD, 10843,

A  purificagiio da lectina, Jacalina, no extrato bruto de
semente de  jaca feol realizada por cromatografia de troca idnica
(MORFIRAL AINGUE, 19812 e p.ﬂr cromatogralia de afinidade altravés daz_
diferentes melos como! goma de gusr (SURESHKUMAR et ol, 19820, estroma
de hemacias humana.é, tipe AR (uoREiRA & OLIVEIRAIVE3R). IgA-Sepharose
4B {roGuUE-BARREIEA & CAMPOS-METD, 1085} £ nopr agarose Degalactose
(ROGUE-SARREIRA ot ol., 1086, -

No levarntamento biblicgrifice reallzado ndo fc:?'am encontrados
artigoz a respelto da interagio de lsciina de jaca acom glicoppqt&inas;
sallvares, a nic ser comunicagfes em reunddes clentificas (Paurinoe pa
CORTA & Cury, 1984 PAULING DA éo&’m et al, 1987z PAULING DA COSTA 9t
al, 1?8?’5; PAVLING DA COSTA et al, P88, dos dados parcizxds  deste

trabalhc,
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3 -~ MATERIAIS E METODOS

31 ~ Semente de Jaca (Artorcarpus integrifoliad

As sementes foram obtidas de frutas do comércio Joeal Ands
remocio da pelicula branca e a escura que envolvem a semernte, elas

foram conservadas no congelador, & -10+C,

3.2 -~ Preparagic do extrato bruto protelco (EBY

As  sementes foram irituradas em lHguidificador, por 10
mirnit.on, npa proporclo de ig de semente (peso uUmide), para 2 ml de
sodunio salina de NaCl 0,48 M, em tamplo foesfato 0,01 M, pH 7.2,
contendo 0,04% de azida sddica @olugBo PBS, a qual fol usada em todas
o axperimentos.

A ._ extracin =e processou, em geladelra a 400, por 24 horas,
vom agiltagio consbante. Apbs Filtragdc em funil de Hichner, com papel
gde fitbro Whatman ne 1, o extirato Tol centritugado 2 10,000 por 20
min., o 400,

| O sobrenadante fol dialisadoe contra 10 volumes de PBS, por 24
horas a 40 e  apdes domagem de proteinag pelo mélodo de Lovwry ol ol
Cepney, usando albumina bovins sérdca como padrio, o extrato bruto ol

dutribuids em aliguotas @ conmervado no congelador a -10-°0
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33 -~ Fracionamento do extrate bruto de semente de jaca (EB),

através de cromatografia de afinidade

Como desarito por  ROGUE-BARRERIRA, M. C. et al  Cao@sd, o
extrate bruto ol fracionade stravés de cromatografia de afinidads,
umande  resina de agarose Degalactoze (Seletin 16R, Plerve Chemical
Company, USA). Numa seringa de plastico, com @ mm de dlametro foram
gedimsntados 2 ml de resina e lavada com solugdo de PBS 0,10M contendo
0,08% de azida =sédica. Fol aplicade 1 ml de solugBo de EB, conlendo 20
mge de proteinas. O fluxo fol mantido em 0,4 mi/min. As proteinaszs ndo
ligadas aos residucss de D-zalactose foram eluldas com solug8o de PBI.
Foram ooletadas aliquotas de 1 ml 2 dosado o teor de proteinas, em
cads  wna, pelo métode de  Lowry et ol Gesid. As aliquotas  gue
continham o3 malores teores de protelna  foram  reunidas, dialisada
contra dgua  destilads, em sacos de  didlise (Sigma 2,50-TU%, &
proporgfio de 1 ml de solugdo para 10 ml de &gua, por 24 horas, sob
agitacBo constante, & temperatura ambiente, realizande 3 trocas de
Azua, neste periodo. Em  segulda, foram lHotilizados., A reconstitulgio
foi realizada com scolugfo PBS. Esta fragdo foi denominada Mfﬁ

A proteina que permanecett retida na coluna ol elulda com
solucln de tampdo fosfatoe 0,0 M, pH 7,2, contendo galactose G,4 M e
arids s6dica 0,013, sendoe realizado o mesmo procedimente  anterior. A

fragico assim obtida, fol denominada Fluato galactoze. Apds terminar s

sluiclio com soluglo de galaclose, a coluna fol lavada com 20 ml de

'goiugﬁo de PRS 0,18 M, pH 7,2 contends 0,01% de azida sodica
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#4 ~ Saliva

3.4.3 ~ Saliva obtids sem estimulo

Uma misture de salive de 8 individuos fol coletads =zam estimy
1o, em bznho de gelo. A seguir, fol centrifugada a 10.000g, durante 15

minui,ag}a 4°C & dosado o teor de proteinas pelo método de rowsy19513.
342 - Saliva concentrads

A saliva de 10 individuos, fol coletada com  estimule  de
mastigacdo de Paraliln, em banho de gelo, misturadaz e centrifl ugad.::{ 2
10000 por 15 pdn. & 40, Cerua de 20 ml de saliva foram lofillzadas
e, dis;f;cglvida em 5 ml de &zgus, = qmal_ foi dializada conbra 280 ml de
solucio salina (,18M em tampdo fosfatae 0,01 M pH 6,8, durante 24 horas
a 4+, com agitagio constante. Em seguida, fol centrifugada a 10.000z
por 15 min, & 4G, Apos  domagem de proteinas, fol distrivida  em
sliguatas e mandidas em c:iongﬁladmr a =10, Baliva do paciente LG,
portadoy de Jlmunodeficigncisa humoral, fol cooloetada e processada da

mesma {ormsa.
3.5 ~- Zorn husaano
454 ~ Soro humaoio norinasl

S Sero de 230 deadores de sangue J(aliquotaz de 2 ml>  fol

misturadn, dosado proteina, distribuido em aliquotas e conservados no



congeladopr & ~10°0,
352 ~ Soros deficientes em IgA

Soro do paciente L€ fol coletados e processiado como o
anterdor, S&6ro humano fetal foi oblide do  cordio umbalical d4de 10

racsmenascidos sadios & processado como os anteriores.

3853 ~ Soro de pacientes ' portadores de

hipergamagiobulinemia

Amastras de OO e pacientes portadores Ss&
Mipergamaglobulineraia, tipo monocionst, do  tipe IgA e  IgG, foram
ohtidas na Fr-&vl::nb., Laboratdrio de  Analises CGlirdcas, Firacicabhas,
Bates =oros B bavizw sido anslizados por eletroforese em agarosSe e
dosado  imuneglobulinas através de difuzSo em placas TRIPARTIGEM" | f-":a'z':
ahidde  amosiya e urinan da paciente RO, portadora de mielomes
maltiple secrebtor de IgaA, tendo sido submetida & mesma anallse e

dosasens,
%48 - Soro anti IzA bomano

Fol utilizade =soro de cabra antd IgA  humano, cadeis wlfa

especifico do Laboratério LIO-SERUM, RibeirZa Preto, SSc Paulo, Brasil

31



7 -~ Resgio de precipitacio em meio Ligwrido

3.7.4 - Reaglc do extrato de sementes de jaca <EBY com

glicoproteinas da saliva

Em tubos plasticos foram incubados 1 ml de EB, contendn 6,15
mgsml de proteinas e igual volume de saliva contends 1,6 mgsmi de
proteinas, em diluigBo seriadas de 14 com fator 2 ateé Iiziﬁ. O tubos
Torzm mantidos a 37¢C por 1 hora e depols .‘:-a 4°C atéd completar 12 horas
de  incubagfo. Em seguida, foram centrifugados a 18.0004 por 45 min a
4+C, o precipitade foi lavado por centrifugacdo com PBS pH 4.8, 2
vegzes ¢ ressuspendido num volume de 0,5 ml

A cada tubo contendo 0,28 ml da amostra fol acrescentado 2.4
mi  de solugSo A d(euprealealinad do reagente de Lowry., Apds 10 min.
foi ascrescentads 0.28m1 da solucio B (redutoral de sowvey., A leitura
foi fetta 20 minutozs apds, em espectofotdmatre a 660mm. Oz testes
foram realzados em  duplicata, para cada dilvigdo = conbroles psara

detectar precipitacgio inespecifica de proteinas ds gsaliva e do EB.

372 - Reagdo do extrato de semente de jaca (EBY oom

glicoproteinas de soro

O procadimento fol gemelhante aoc reallizado para saliva, sernvdo
guae o volume de ER fol de 0,85 ml, contendo 1 mg/sml de proteinas e
fgusl velume de diluigBo do smoro humanoe normal, com 82 mgs/ml de
proteinas. A dilulgSo seriada com fator 2 fol desde 1 a 164 Os

demais procedimentos foram os mesmos descrito acima para sallva
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3.2 - ReagBo de precipitacio em melo semi-sélido - Dupla difusie -

em gel de agarose

Em laminas de microscopia, foram colocados 3,89 ml de agarose
& 1%  preparada em FPBS. Nos orificios foram aplicados 201 dos
reagentez. A difusio ocorreu em cémara Gmida  por 24 horas, A
temperatura ambiente. Az laminas foram lavadas em  solugBo salina
isotdnica, Nall a 0,18 M, contendo O0,01% de azida sddica, por 24
horas, com agiltagio constante. Em sgegulda colocadas na estufa a 37,
depois de secas Torasm coradas com Comassis Blue a 0,08% em metanol (73
:&miég aedtice (25 e sgua (68, por 2 haras, O exgeszo de corante ol
retirado com & mesma solugBio sem o Comassie Blue, Todos os

pz*aaed.imehtm& de coloracie foram yeallzados desta Torma.

3.9 - Eletroforese em agarose

Em placas de eletroforese Corning, foram aplicadas 1) dam
amostras. A eletroforese fol realizada durante 1 hora, a temperaturas
ambiente, usando 24mA  por placa e tampZo Barbital 0,056 M pH 8,6, Apts

‘@ corrida, as placas foram coradaz com Comassie Blue, descoradas e

BECHS.
| A40 ~ Imumocletroforese em agarose

ApSés a eletroforese, has canaletas foram colocados 40 uyl . do
reagente, sallva ou sors bhumano, Incubados A 4%¢ por 24 horas, em

camara Omida lavado com solugB3o de NaCl 045 M contendn azida sédlca e
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0,01% por 24 horas, com agitagBo. Depoizs de seco em estufa a 37°C,

foram corados com Comassie Hlue,
311 - Eletroforese em gel de Polacrilamida

As  eletroforeses foram feitas basicamente segundo bpavis
{19643, a excegfic de gque utillzou-se somente o© gel separador na
concentragdo de BX.0 Lampdo de migracBs fol Tris-glicira 0,005 M, pH
2 e azul bromofencl 00,0013, como  indicador de corrida. O tempo de
migracdo fol ac:ompanhada- pela migzracgBo do corante durando em tornoe de
$28 minutos No inicie, durante 1 hora, a ampersgem fol de 1 mA por
tubo atd que o corante penetrasze po gel Em zegulda, & amperagem era
slevada para § mA por tubo Apds a corrida os geizm eram corados oom

Comagnie Blue 0,05% por 2 horas. Em segulds, eram descorsdos.

312 - Reagio de })z"ecigit&gﬁa entrs lectinas de zemente de faca o
glicoproteinas da sallva e do SOTO apdz separacio

eletroforética em gel de poliacrilamida

Em algunss experimentos, apds & migracgio eletrofordélics, oz
peis foram incubados em tubos 1xi2 om, com & mi. de soluciEo contendo
g sml de proteinas de EB, eluato PES, eluato galactose, maliva  bramasna
normal ou  soro humans normal diloidos  em FBS; foram mantidos  em
geladeira & 4°C por 4 dias com agitagfio manual diavia. -~ A aegulr  ox
gois foram transferidos para tubos malores e lavados com 15 mi de PRI,
com trocas ddarias por 7 dias, com agitacio constante & temperaturs

amblent.e., Finalmente foram corados com Comassie Blue.
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213 ~ Reacio de Hemaglutinacio

Em placas MICROTITER® , foram realizadas diluigBes seriadas
do BB, Eluato PES ¢ Eluato galactose, em sclugBo de PBS 0,45 M pH 7,2
ou em solugioe de aglicar 0,3 M, mum volume final de 100 microlitros.
Foram acrescentados  igual volume dJde suspesnsBo de h&méc:im a 2%, A
incubagdo ocorreu em chAmara Umida, por 24 horas, embora o resultado
fosge observade 2 horas apds a incubagio. O Litule de aglutinagio
poryesponds & malor diluigio gue apresenta aglutinacgio guando
comparada aos controles. As hemacias hmnaﬁa::g provenientes de doadorves
de marngue Tforam obtidas no Banco de Sangue da Santa Gasa  de
MisericHrdia Ge Pleacicaba, Apds  tipasgem, 1 ml de hemacias de 'S
frelividuos fol mizturado, lavada com PBS 3 vezes, por centrifugagio e
ressuspendido na concentracgfo de 2% ew PBS 0,1 M pH 7,2 para teste do
aglutinacdo, ou em solugBo de agicar 0,3 M para tLeste de inibicSce do

. aglutinacio.
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4 -~ RESULTADGS

41 - Fracionamento do extrato bruto (EB3, de semente de Jaon

{Artoocarpus integrifoliad, através de cronatogralis de

afinidade,

A eluigio daz proteinas do EB, da coluna de cromatografia
contendo resina Agm0$ﬁ~b~ﬁa}a{:§.mae, regultou doig picos de proteinsas,
como mastra a figura 1.

Az proteinas gue foram inicialmente retivadas da  colunas,
correspondem a fragdo eluato PBS, esluidos com solugBo PBSE, nos cinco
primeivos tubos 8 mld.

A megunds fragBo, eluato galactose, corresponde as protelnss
gque  Flocaram retidas e coluna, & foram eluldas com ﬁ:@l.ugﬁﬂ tamponada
com  fosfato, contendo galactose 0,4M; também foram eluldas n%b:fs. i
primeiros tubos.

A eletroforese  em agarose das fragfes obtidas,  numa
contentragic protelca, de 20 mgeml, revela qu'e a Tfraghoc eluato
cgalactose apresenta uma dnlecs banda de proteina, que Iper‘m:meae 1M
ponta de aplicacdo, como mostra a figura 2.

G padrfo eletroforétice da fragio eluato PBE, & constitulds
por  guatroe  bandas de  proteinas, Lrés de migragio anddica e uma
cat.odica, como mostra a figurs 2

A imunceletrolorese, contTa Saty e SoHN, evidaencia &

astividade precipitante desta frag8o, com glHeoproteinas do sore e da
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saliva humana, como mostram as firuras 3 = 4.

A imunceleiroforese de eluata PRS Lambém mast.xua’ atividade

10,0 +

PES PBS - GALACTOSE

! !

conceptracao de Profeinas nos

- )

10
Volume de eluatos {mi)

FIGURA 1 - COromatogralia de afinidade em agarcose D-galactose. Foram
aplicados 20 mg de  proteinas de BB, e 1 ml A eluigio fol
inlcialimente com molugZo de PRBS, seguide de solugio de
galactose PRS.
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Figura 2 - Eletroforese em placa de agarose
obtidas através da cromatograiia.

l+0o0 QT >

EB 20mg/ml

Eluato PBS 20mg./mi
Eluato Galactose 20mg/ml
EB 100mg/mili

Ponto de aplicagdo

Anodo

Cat.odo

38

do

EB

e

das fragles



FIGURA 3 - Imunoeletroforese em placas de agarose. Apdés a migrac3o
eletroforéticado EB e das fragfes, as canaletas foram
preenchidas com saliva e =oro.

- EB 20mg/ml

= Eluato PBS ZOmg/ml

= Eluato galactose 20mg/ml
EB 100mg.ml

COwW»

Canaleta 1 e 3 - Salilva humana 1,5 mg/ml
' 2 e 4 - Soro humano 80mg./ml

0 - Ponto de aplicagdo

+ = Anodo
- = Catodo

3¢



FIGURA 4 - A placa de imunoceletroforese da figura 3, fol superposta
a placa de eletroforese da figura 2 permitindo uma melhor
visualizagio das bandas que apresentam atividade precipi-

tante.

A - EB 20mg/ml

B Eluato PBS 20 mg/ml

C - Eluato Galactose 20mg./ml
D EB 10Cmg/ml

Canaletas 1 e 3 - Saliva humana 1,5mg/ml
2 e 4 - Soro humano 80mg/ml

0 - Ponto de aplicagdo

+ - Anodo
- = Catodo
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precipitante, da banda de migragao intermediaria anddica, com
glicoproteinas do soro ¢ nio com s=saliva humana. Figuras 3 e 4.

A banda de atividade precipitante do eluate de galactose, é
evidenciada no EB, com concent,-rag.’eio de proteinas de 20 mgsml. No
entanto, a caracterizacgio simultanea da banda de atividade
precipitante do eluado FPBS, sé foi possivel quando =e utilizou EB numa

concentragao de 100 mg/ml. Figuras 3 e 4.

4.2 - Reagio de precipitagdo entre lectinas de zemente de jaca e

saliva humana normal
4.2.1 - Precipitacio em meio liquido

A incubagio de 1 ml de EB contendo 0,25mg/ml de proteinas, em
diferentes tubos, com igual volume de saliva, em diluigGes seriadas, a
partir da concentracgio de 1,38mg-ml de proteinas, revelou que a maior
precipitagdo ocorreu com a saliva diluida 4 vezes, correspondendo a
uma concentracgdo proteica de 0,35mg/ml, conforme mostra a Tigura

5. Nestas condigBes, fol precipitada cerca de 28% de proteinas em
solugio.
4.2.2 - Precipitacio em gel de agarose - dupla difusio

4.2.21 - EB e =saliva

Uma linha de precipitagSo fol detectada, ao reagir saliva
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obtida sem estimulo, contendo 1,5mg/ml de protefnas, com EB contendo

200 -

itadas

-

Quantidade de Proteinas precipil

100 4

( ug )

L] L
0 0,75 1,5

Concentragao de Proteinas (mg/ml) na
saliva humana normal.

FIGURA 5 - Protenas (ug) precipitadas em meioc liquido apés a interagdo
de EB (0,25mg proteinas/ml> com saliva humana normal na
concentrag3do proteica de 0,09 a 1,38 mg/ml
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concentragBes proteicas que variaram em diluigdes seriadas de BSmg/ml
até 0,625mg/ml. ‘

Usando sallva concentrada 6mgs/ml de protetnas e EB com
concentragfes que variaram em diluigSes seriadas de 20 até 2,5 mg/ml
de proteina, nJo foram evidenciadas outras linhas de precipitagio
através de dupla difus3o em agarose, como mostra a figura 6 a

esquerda.
4.2.2.2 - Eluato galactose e saliva

O aspecto e o numero de linhas de precipitag3o, fei o mesmo
obtido com o EB, quando se fez reagir o eluato galactose nas mesmas
concentragdes do EB, contra saliva contendo 1,5 e 6,0mg/ml de

proteinas. Figura 6 a direita.
4.2.2.3 - Eluato PBS e =aliva

Nenhuma linha de precipitag3o foi detectada quando reagiu o
eluato PBS, nas mesmas concentracg@es proteicas de EB contra =saliva
obtida s=sem estimulo, com teor de proteinas de 1,5mg/ml e saliva

concentrada, contendo 6mg/ml de proteinas. Figura 6 no centro.
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4.2.3 - Precipitagio em gel de poliacrilamida

Apbs eletroforese de 300 microgramas de proteina de saliva, o

gel fol incubado por 4 dias com EB e lavado com PBS com trocas

Sr B
/ & S o ATy )
SaHN 71 : 7 3
m?lsw \ /‘l 1/‘
A A % Y 1 -
Ve 4

FIGURA 6 - Reagdo de dupla difus3o em gel de agarose entre EB, elusto
PBS (EPBS) e eluato galactose (EGAL) e saliva humana
normal com concentracdo de L5 e 6,0 mg/ml de proteinas.
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diarias, por 7 dias com agitagio constante. Apés corado o gel EB>
mostra a presenga de duas bandas de proteinas na regiio anéddica, com
Em de 0,15 e 0,18, respectivamente, seguldo de uma faixa que =se
estende até o RM 0,47 sem limites precisos, que nio foram retiradas
pela lavagem, quandc comparado ao gel (xSaHN) que fol incubado com a
prépria saliva, na mesma concentragioc proteica equivalente ao do EB ou
de suas fragles, como mostra a figura 7, onde os Rm estiao indicados
por numeros e letras ao lado dos géi=. O0s valores des Rm estdo na

tabela abaixo da figura 7.

4.2.3.2 - Eluato PBS e Saliva

A precipitagio em gel de poliacrilamida de proteinas da
saliva, incubade com eluato PBS (gel x PBS>, resultou num padr3o
semelhante ao controle negativoe ou seja lectinas existente nesta
fracdo, nao precipitaram glicoproteinas de saliva, nestas condigtes.

Figura 7.

4.2.3.3 - Eluato galactoze e Saliva

(o] padr3o de bandas, obtidas a0 incubar o gel de
poliacrilamida, apés eletroforese das proteinas de sallva com eluato
galactosze, (gel x GAL) feoi semelhante aquele obtido com a precipitagio

do EB, como mostra a figura 7.
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4.3 - Reacg3o de precipitagdo entre lectinas de semente de jaca e

saliva humana deficiente em IgA

A saliva do paciente L.C.,, portador de deficiéncia de IgA fol

testada através de dupla difusdo em gel de agarose, coaforme mostra a

figura 8.

SaHN EB PBS GAL Sa HN

Valores dos Rm

A,BeD | Rml|CeE | Rm
1 0,15| 1 0,15
2 0,18| 2 0,18
3 0,47

FIGURA 7 - Eletroforese em poliacrilamida de proteinas da sallva

humana normal, seguido de incubagio com solugles de
lectina.
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FIGURA 8 - ReacZio de dupla difus3o em agarose entre soro anti IzA, EB,
eluato galactose e saliva humana normal e deficiente em IgA
{Sal.C),

Amostras e concentragles proteicas

- Soro anti IzA humana

- EB 5mg./ml

- EB Zmg./ml

Eluato galactose 2mg/ml

= Saliva humana normal 1,5mg/ml

- Saliva L.C. deficiente em IgA 1,4mg/ml

OUlh W=
1
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A auséncia de IgA na SalC é demonstrada pela n3do precipitagdo
com soro anti IgA, quando comparado com a saliva humana normal.

A reacgido da saliva deficiente em IgA e EB, eluato PBS e
eluato galactose, mostra aé.: mesmos padres quando comparado com a
caliva humana normal, ou =seja, ocorre uma linha de precipitagio com EB
e eluato de galactose, através de dupla difus3o em gel de agarose. A
saliva humana normal, quando submetida a fervura por 10 minutos, perde
a capacidade de reagir com soro anti IgA, porém ao reagir com EB,
mostra uma linha de precipitagdo semelhante a da saliva que nio sofreu
desnaturagio proteica, como mostra a figura 9.

A figura 10 mostira o padrio eletroforético em poliacrilamida,
da saliva LC deficiente em IgA <(gel Sall) e, a precipitacio de
glicoproteinas desta saliva em gel de poliacrilamida, com EB, (gel x
EB>, que revela a presenca de uma banda de Rm 0,07 na regido anddica
seguido em diregdo catdédica de uma faixa de Ilimites imprecisos,
semelhante a precipitagiec obtida apés incubagido com o eluatec galactose
(gel x GAL). Esta banda fol exacerbada apés a Incubagio, pois era
pouco visuailzada na eletroforese.

A incubagdo com eluate PBS (gel x PBS) e o controle em que o
gel fol incubado com a prépria saliva (gel x SalN), n3o revela‘u a
presenga de precipitagdo quande comparado a incubagic com EB e eluato

galactose.
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FIGURA 9 - Reag3o de dupla difus3o em gel de agarose, entre soro anti
IgA, EB e saliva humana normal, antes e apés a fervura.

Amostras e concentragGes proteicas
1 - EB 5 mg/ml
2 - Soro anti IgA

3 - SaHN 1,5mg/ml
"4 - SaHN aquecida
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FIGURA 10 - Eletroforese em poliacrilamida de proteinas da saliva LC,
deficiente em IgA, seguida de incubagdo com solugdes de
lectina.
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4.4 - Reacdo de precipitagdo entre lectinas de semente de jaca e

glicoproteinas do soro humano normal

4.41 - Precipitagio em meio liquido

Quando incubado uma quantidade fixa de 0,5ml de solugido de EB
contendo 1img/ml de proteinas, com igual volume de diluigdes seriadas
do s=oro humano, com uma concentragio proteica inicial de 80,0mg/ml,
verificamos que a malor precipitagic ocorreu com soro diluido 16
vezes, quando foram precipitadas cerca de 5% das proteinas, conforme

mostra a figura 11.

4.4.2 - Precipitagio em gel de agarose. Dupla difus3o

4,424 - EB e soro humano normal

Duas bandas de pl*eqipit.aqé"o foram detectadas através da dupla
difus3do em agarose. A banda mals evidente esta préxima do local de
aplicagZc do soro; a banda menos evidente que esta préxima ao ponto de
aplicagio do EB.

As duas bandas est3io presentes, quando o EB fol usado numa
concentragio de 20mg/ml de protefnas, porém concentrages menores de
10,5 e 2,5mg/ml revelaram apenas a presenga da banda préxima ao EB,
quando reagiu com igual volume de soro humano normal contendo 80mg. ml
de proteinas.

Ao reagir concentrages de 80, 40, 20 e 10mg/ml de proteinas
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do soro com igual volume de EB 20mg/ml, ocorre a precipitagido, com
presenga da banda préxima ao soro em todas as concentragles e a
presenga da banda préxima ao EB até a concentragdo de 20mg/ml de

proteina do soro, como mostra a figura 12.

4.4.2.2 - Eluato PBS e soro humano normal

Foi evidenciado uma banda de precipitag3o, ao reagir eluato
PBS, com 20, 10, 5 e 2,5mg/ml de proteinas, com soro humano contendo
80mg/ml de proteinas. Uma banda também fol evidenciada quando se faz
reagir o eluatoc PBS 20mg/ml com soro humano normal nas concentragtes

de 40, 20 e 10mg/ml de proteinas. Figura 12.

4.4.2.2 - Eluato galactose e soro humano normal

Uma banda de precipitagio prdédximoe ao ponte de aplicagido do
soro fol detectada ac reagir o eluato de galactose nas concenirages
proteicas de 10, 20, 5 e 2,5mg/ml com soro humano normal, contendo
80mg/ml de proteinas. A mesma banda de precipitagio foi evidenciada ac
reagir o eluato de galactose com o soro humano diluido contendo
40mg/ml e mais fracamente com o soro contendo 20mg/ml de proteinas,

conforme mostra a figura 12.
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inas precipi
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Quantidade de Prote

0 25 50

Concentracao de Proteinas (mg/ml) no
soro humano normal

FIGURA 11 - Proteinas precipitadas Cug> em meio liquido apés a
interac3o de EB (l,0mg/ml> com sorc humano normal na
concentragdo proteica de 0,64 a 41,img/ml
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4.4.2.4 - Lectinas de semente de jaca e soro humano
deficiente em IgA

O soro do paciente L.C.,, contendo 72mg/ml de proteinas e o
soro humano fetal contendo 68mg/ml de proteinas, ambos deficientes em
IgA, conforme mostra a figura 13 apresentaram o mesmo padrdo de
linhas de precipitagdc ao reagir com igual volume de EB 20mg/mi e com
eluato galactose Bmg/ml de proteinas, gquando comparadas as linhas de
precipitagdo obtidas com soro humano normal, contendo 80mg/ml de
proteinas como mostra a figura 13.

Uma uUnica linha de precipitagdo fol cbtida quando estes soros

foram testados com o eluato PBS.

4.4.3 - ReacgUBes de precipitagio entre lectinas de semente de
Jaca e glicoproteinas de soro humano apés separacio

eletroforética em gel de poliacrilamida
4.4.314 - EB e soro humano normal

Apés eletroforese de 400 microrgramas de proteinas do sbé6ro
-hbumano normal, o gel (x EB) foi incubado com s=solugdo EB, lavado para
retirar as proteinas que n3o reagiram, e corados. Quando comparado com
a eletroforese do mesmo soro (gel SoHN), e o contréle que fol incubzdo
com proteinas do préprio soro (gel x SoHN> na concentragioc equivalente
A do EB, observamos que algumas das proteinas foram retiradas do gel
ap6s a incubacio e lavagem, ao passo que outras permaneceram. Os Rm

dest.as proteinas est3io indicados por numeros agrupados pela letra C ao
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lado do gel e os valores est3io na tabela abaixoe da figura 14.

i TA
EBs4 Y% Erssa 2 % E-GAL 1/, K
R
SOHﬂo "“/;I) @
T Y % h?

CATIE S A

Sak €.Pas -/ E.GAL->Y1

1/8\ m e Va VB 6/‘ y

Figura 12 - ReagZo de dupla difus3oc em gel de agarose entre £B,
eluato PBS (EPBS), eluato galactose (E.GAL) e soro humano
normal (SoHN). As lectinas foram diluidas com fator dois,

a partir da concentragdo proteica de 20 mgs/ml e o soro
humano normal de 80mg/mo.



FIGURA 13 - Reac3o de dupla difusdo em gel de agarose entre scro anti
I#zA, EB e eluato galactose, contra sorc humano normal e
soros deficientes em IzA, LC e soro humano fetal

- Soro humano normal
- Soreo LG,

- Soro humano fetal
Soro anti IgA humano
- EB

Eluato galactose

DA LN
I
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Dentre as proteinas que permaneceram no gel, a de migragso
mais anédica fol a de Rm 0,49. Em direg3dc catédica, permaneceram no
gel uma faixa de proteinas de limites pouco definidos, que se estende
desde o Rm 0,37 até 0,25. Outra faixa de proteinas mals evidente, padel
ser observada iniciando no Rm 0,17 & =se estendendo até o Rm 0,10. Esta
faixa de proteinas estA presente no contréle incubado com proteinas do
préprio soro, porém se localiza mals no centro do gel

Finalment.e uma banda permanece no inicio do gel, com Rm 0,04
e apresenta as mesmas caracteristicas no gel incubado com o préprio

soro.
4.4.3.2 - Eluato PBS e Soro humano normal

Ap6s a separagio eletroforética do SolN, o gel que fol
incubado com o eluato PBS, em seguida lavado para retirar proteinas
que n3Io interagiram,mostra a presenga de varias bandas de protelnas
que permaneceram no gel. Os Rm destas proteinas est3io expressos por
nimeros agrupados pela letra D ao lado do gel, sua correspondéncia na
eletroforese pela letra A e seus valores est3o .na tabela abaixo da
. Figura 14.

A banda proteica de malor migracido anddica, apresenta-se
ténue e sem limites precisos, estendendo-se desde o Rm 0,57 a 0,49. Em
diregdo catédica permaneceram no gel bandas de proteinas com Rm de
0,43; 0,34; 0,28; 0,23; 0,19; uma banda maior que se estende desde o
Rm 0,16 ate o Rm 0,11, que no gel x SoHN> incubadc; com o proéoprio

soro, permanece presente no centro do gel; e a banda no inicio do gel,
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com Rm 0,04 que também esta presente no gel contrdle, nic sendo

retirada pela lavagem.
4.4.3.3 - Eluato galactose e soro humano normal

0 gel (¢ GAL) incubado com eluato galactose, lavado e corado,
apresenta quando comparado ao contréle (gel x SoHN>», a banda de maior
migragdo andéddica, com Rm de 0,49, em diregdo ac anddo as proteinas que
permanecem no gel, corresponde a uma falxa de proteinas que se estende
desde o Rm 0,37 ao 0,25. A faixa de proteinas entre o Rm 0,18 a G,AC e
a Hnha com Rm 0,04, tem o mesmo aspecto do controle incubado com o
proprio soro. Os Rm destas proteinas est3c indicados por numeros
agrupados pela letra E ao lado do gel e sua correspondéncia na
eletroforese pela letra B. Oz valores dos Em est3io na tabela abaixa da

figura 14.
4.4.3.4 - EB e soro deficiente em IgA

Conforme mostra a figura 15, o soro dé paciente L.GC, apd=
" eletroforese e incubagio com solugSio de EB (gel x EBD, aprese-nta' as
seguintes bandas de proteinas, cujos Rm estadoco indicados por numeros
azrupados pela letra C ao lado do gel e seus valores estdo expressos
na tabela abaixo da figura 15. A banda de maior migracdo anddica tem
Rm de 0,49, seguindo em diregio catédica; uma faixa ténue com Rm 0,42
uma faixa de limites n3o definidos, estendendo entre Rm de 0,37 a

0,32; seguido de linhas finas de pratéinas que permaneceram no gel,
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com Rm de 0,28; 0,23; 0,19; uma banda mais intensa que =se estende
desde o Rm 0,15 ao Rm 0,09, que no contréle, incubado com o préprio
soro, permanece no centro do gel, e finalmente, duas linhas presentes
no inicio do gel, com RM de 0,04 e 0,03 também presentes no contréble,

(xSoHN) com as mesmas caracteristicas.

4.4.3.5 - Eluato PBS e soro deficiente em IgA

0O gel de poliacrilamida, apds eletroforese de soro deficlente
em IgA, ao ser incubado com o eluato PBS <d(gel x PBS), apresenta
varias bandas proteicas cujos Rm estdo expressos por numeros agrupados
pela letra D ao lado do gel e sua equivaléncia na eletroforese pela
letra A. Os valores dos Rm estio na tabela abaixo da figura 15. Uma
faixa de proteinas fracamente corada, que =se estende desde o Rm de
0,58 a 0,46, seguida em diregdo catédica de bandas de Rm 0,43; 0,34;
0,28; 0,23; 0,19; acentuagdo da banda de Rm de 0,15 a 0,09; e as
linhas que est3o presentes no inicioc do gel com Rm de 0,04 e 0,03,
semelhante as do gel incubado com soro humano normal, como mostra a

figura 15.
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Valores dos Rm das bandas proteicas

AeD | Rm | Be E | Rm G | Rm F | Rm
1 0,04 1 0,04 1 0,04 1 0,04
2 0,11 2 0,25 2 0,17 2 0,10
3 0,16 3 0,37 3 0,25 3 0;318
4 0,19 4 0,49 4 0,37
5 0,23 5 0,49
6 0,28
7 0,34
8 0,43
o 0,49
i0 0,57

FIGURA 14 - Eletroforese em gel de poliacrilamida de proteinas do soro
humanao normal seguida de incubagic com solugSes de

lectinas.
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4.4.3.6 - Eluato galactose e soro deficiente em IgA

Ao =ser 1incubado o gel de poliacrilamida, apds eletroforese de
soro deficiente em IgA, com eluato galactose <(gel x GAL>apresenta
bandas proteicas cujoz Rm estio indicados por numeros agrupados pela
letra E e sua correspondéncia na eletroforese pela letra B. Os valores
estZo na tabela abaixo da figura 15. Conforme mostra esta figura, a
banda de malor migragio anddica que permanece no gel, tem Rm de 0,49.
As demals apresentam aspecto semelhante ao controle incubado com soro

humano normal (gel x SoHND.

4.43.7 - EB e soro de mieloma de IgA (R.C.>

Apés eletroforese de 200 microgramas de soro de paclente
portador de mieloma de IgA (So R.C), o gel incubado com EB x EBJ,
ap6s lavagem e coloragdo, apresenta as bandas proteicas cujos Rm estio
indicados por numeros agrupados pela letra € ao lado do gel e sua
correspondéncia na eletroforese pela letra B. Os valores dos Rm estio
na tabela abaixo da figura 16. A banda de mailor intensidade & a que
. também apresenta maior migracio andéddica dentre as proteinas que
permaneceram no gel, tem Rm de .0,34 a 0,23, seguido em diregio
catédédica de outra banda com Rm de 0,19 a 0,14; uma linha com Rm 0,09 e
uma linhas mais ténue com Rm de 0,06 e uma banda de Rm 0,03 gue também
estAa presente no contréle xSoHN) incubado com proteinas do préprio

soro como mostra a figura 16.
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Valores dos Rm das bandas proteicas

AeD |Rm | BeE | Rm| C | Rm F | Rm
| 0,03 1 0,03] 1 0,03 1 0,03
2 0,04 2 0,04 2 0,04 2 0,04
3 0,09 3 0,49 3 0,09 3 0,09
4 0,15 4 0,15 4 0,15
= 0,19 5 0,19
6 0,23 6 0,23
€ 0,28 g 0,28
8 0,34 B8 0,32
¢ 0,43 9 0,37
10 0,46 10 0,43
11 0,58 11 0,49

FIGURA 15 - Eletroforese em gel de poliacrilamida de soro LC

deficiente em IgA, seguida de incubagio com soluges de

lectinas.
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4.4.3.8 - Eluato PBS e soro de mieloma de IgA C(R.C.)D

A incubagdo com eluato PBS do gel apos separacgic
eletroforética de proteinas dom soro RC {(gel x PBS) apresenta apds
lavagem as segulntes bandas de de proteinas cujos Rm est3o indicados
por numercs em colula ao lado do gel agrupados pela letra D e sua
correspondéncia na eletroforese pela letra A. Os valores dos Rm estio
na tabela abaixo da figura 16. Permaneceram no gel, bandas com Rm

de 0,10; 0,06 e 0,03, coforme mostra a figura 14.

4.4.3.9 - Eluato galactose e soro de mieloma de IgA

(R.C.>

O el incubado com eluato galactose (x GAL>, apbs
eletroforese de proteinas do s=soro RC, apresenta as mesmas bandas
proteicas que permaneceram no gel incubado com EB. Os Rm est&o
indicados por numeros agrupados pela letra E e os valores est3io na

tabela abaixo da figura 16.

4.4.3.10 - Eb e soro de mieloma de IgA (G.0.

A incubagdo do gel, apés eletroforese de 200 microgramas de
" proteina do séro do paciente 6.0., portador de mieloma de IgA, com Ei,
seguido de lavagem e coloragZio mostra, conforme a figura 17, que 5
bandas proteicas permaneceram no gel (x EB). Seus respectivos Rm estio

indicados por numeros agrupados pela letra B e os equivalentes na
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eletraoforese pela letra A. Os valores dos Rm estio na tabela abaixo da
figura 17. A banda de maior migragdc anddica que permanece no gel
apresenta Rm de 0,35, seguido de uma faixa de alta densidade proteica,
com Rm de 0,26 a 0,20; esta banda esta presente no contréle (xXSoHN),
incubado com o soro humano normal, porém a densidade é menor e esta no
centro do gel. Outras bandas que permanecem no gel apresentam Rm de
0,12; 0,08, e 0,05. Todas estas bandas exceto a de malor migracgio
anddica, tem no contréle o mesmo aspecto que a banda de Rm 0,26 a

0,20, ou seja as preteinas nio atingem a periferia do gel.
4.4.311 - EB e soro de mieloma de IgG (D.D.>

Apés eletroforese de 200 microgramas de proteinas do soro da
paciente D.D.,, portadora de mieloma de Ig@, a incubagido do gel com EB
x EB), seguido de lavagem e coloragdo, apresenta (rés bandas, que
permanecem no gel, quando comparado com o contréle, onde o gel foi
incubado com proteinas do soro humano normal (x SoHN). Os Rm das
bandas est3o indicados por numeros agrupados pela letra B ao lado do
gel e sua equivaléncia na eletroforese pela letra A. Os valores dozs Rm
estio na tabela abaixo da figura 18. A banda de maior nﬁgr:—:s{;ﬁo
anédica, apresenta Rm de 0,28, seguida em diregdoc anédica de bandas
com Rm de 0,12 e 0,03 sendo que esta udltima também se sncontra no gel

contréle.
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Valores dos Rm das bandas prot.eicas

AeD |Rm|BCeE|Rm F | Rm
i 0,03 1 G,03 1 0,03
2 0,06 2 0,06 '
3 0,10 3 0,10
4 0,14
5 0,19
6 0,23
7 0,34

FIGURA 16 - Eletroforese em poliacrilamida de proteinas do soro RO de
paciente com mieloma de IgA, seguida de incubagido com
solugSes de lectinas.
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Valores dos Rm das bandas proteicas

AeB | Rm C | Rm
1 0,05 1 0,05
2 0,08 2 0,08
3 0,12 3 0,13
4 0,20 4 0,18
5 0,26 5 0,27
6 0,35 s

FIGURA 17 - Eletroforese em poliacrilamida de proteinas do soro GO d=

paciente com mieloma de IgA segulda de incubagdo com
solugtes de lectinas.
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Porém a proteina de maior densidade proteica, pr;esent.e na
eletroforese, fol totalmente retirada ap6és a incubagio e lavagem,

conforme mostra = figura 18.

4.4.4 - Reacido de precipitagido entre EB e glicoproteinas de
urina de paciente <(R.C.> portadora de mieloma de
IgA, apdés separagao eletroforética em gel de

poliacrilamida

A eletroforese da ﬁrina da paciente R.C.,, mostrou a presenga
de seis bandas proteicas.

Quando o gel, apés eletroforese foil incubado com solugido de
EB, lavado e corado, permaneceu no gel, uma banda proteica que se
extende desde o Rm 0,38 ao Rm 0,28 e uma linha de Rm 0,18, quando
comparado ao controle que foi incubado com proteinas do soro ﬁumano
normal como mostra a figura 19. Os Rm estdo indicados por numeros
agrupados pela fetra B ao lado do gel e sua equivaléncla na
eletroforese pela letra A. Os valores dos Rm estio na tabela abaixo da

figura 19.

4.5 - Reagio de hemaglutinagio entre lectinas de semente de iaca

(Aintegrifolia)d e hemicias humanas
4.51 - Especificidade de grupo sanguineo ABO

A reaz3o de hemaglutinag3o realizada com EB, a partir de uma
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cdncentraqﬁo de 25 microgramas/ml de proteinas em diluigSes seriadas,
apresentou aglutinacdo até o titulo de 1/128 que corresponde a uma
concentragdo proteica de 0,019 microgramas de proteinas/ml de solug3o

de EB, tanto para hemacias do zrupo sanguineo A, B e O.

Valores dos Rm das bandas proteicas

A e B | Rm C | Rm
i 0,03 1 0,03
2 0,12
3 0,28

FIGURA 18 - Eletroforese em poliacrilamida do soro DD de paciente
portador de mieloma de IgG seguida de incubag3do com
solugGes de lectinas.
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O eluato PBS fol testado a partir de uma concentragio
proteica inicial de 1000 microgramas de proteinas/ml, apresentou uma
aglutinagdo até a diluigde de 1/4, que corresponde a concentracio
proteica de 250 microgramas/ml, tanto para hemacias do grupo sanguineo
A, B e O. |

O eluato galactose apresentou um titulo aglutinante,
semelhante ao do EB, nas mesmas concentragdes proteicas, tanto para

hemacias A, B e 0, como mostra a figura 20.
4.5.2 - Inikig3o da hemoglutinagio de com agucares
4.5.21 - EB e Eluato galactose

Nestes testes foram usados uma mistura de hemacias A, B e O
para preparar a suspens3o de hemacias usadas na hemaglutinag3o.

O EB e o eluato galactose, a partir de uma concentrzacdo
proteica de 25 microgramas/ml, apresentaram um tituloe aglutinante até
a diluigio de 1:128. |

Quando a reacg3o ocorreu numa solugio contendo galactose 0,3M,
inibiu completamente a aglutinag3o come mostra a figura 20. Em Le':;t,es
anteriores ja haviamos observado que a aglutinagio é positiva ate s
concentracio proteica de 50 microgramas/ml, e inibida a partir de 25
microgramas./ml.

A reagio de hemaglutinagdo num meio contendo solugio de
glicose 0,3M, diminuiu o titulo hemaglutinante para 1:16, que

corresponde a uma concentrag3do proteica de 1,56 microgramas/ml como
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mostra a figura 20.
A presenga de lactose no meio de reagdo inibiu a aglutinagio
1:2, {que corresponde a uma concentragdo proteica de iz,5

microzramas./ml.
4.5.2.2 - Eluato PBS

A partir de uma concentracio protelca inicial de 1000
microgramas/ml, o eluato PBS que aglutina até a diluigde 174, foi
totalmente inibida a aglutinagd3o quando acrescentado solugido de
galactose e lactose O,3M e a solugdo de glicose 0,3M inibiu a
aglutinagio a partir da diluigdo 14, que corresponde a uma
concentragdo proteica de 250 microgramas/ml ou seja, inibiu apenas o

valor de uma diluigZo.
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Valores dos Rm das bandas proteicas

A e B | Rm

1 0,18
2 0,28
3 0,38

FIGURA 19 - Eletroforese em poliacrilamida de proteinas da urina RC de
paciente portador de de mieloma de IzA, seguida de
incubagdo com solugtes de lectinas.
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FIGURA 20 - Hemaglutinac3o de hemacias humanas ABO, por EB, eluato
galactose (Jacalinad e inibig3o da hemaglutinagio por
galactose, glicose e lactose.

A esquerda estic assinaladas as solugBes que Tforam
diluidas: extrato bruto (EB) e eluato galactose (J>. Em
cima est3do expressos as concentragSes proteicas de cada
diluicdo em upug-/ml. A direita est3o indicados os melos nos
quais ocorreram as reagles em solugdo PBS, galactose,
glicose e lactose.
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8~ DISCUSSAQO

Como descrito anteriormente lectins do extrato Cbruto (EB> de
semaente de jaca reagia e pz?ecipitava glicoproteinas do soro humano, o
umEs Ve que em secpegles como o colostro, apenas a IpA ers precipitada
CROGUE-BARREIRA & CAMPOS-NETO, 198323, no presente trabalho estudamos s
interacio deste extrato brute, com glicoproteinas da saliva, usands o
sore como referédnois, |

Atraveés da  reagBo de precipitagio am meio Hauido,
verificamos que proporaicnalmente, © EB precipita mais glicoproteinas
da sallva que do soro humano, & que esta interaclo segue os principios
da reagdo antizenc e anticorpo, com ponto de equivaléncia onde coorre
a malor precipitacio, regifio de excesso de lectina e  excesso .tﬁﬁ“
glicoproteinas {(Fig. 5 e i1

Através de reagio de dupla difusio em gel de sgarose a reacdo
do EB com glicoproteinas de saliva revelou apenas uma  licha  de
precipitagio, tanto com  mailva concentrada  gquanto a2 obtida  sem
gatimolo, com menoer concentragdo proteica (Fig. 6.

Para testarmos a egpecificidade .c.!a reagioc do EB com IzgA da
saliva e do soreo  humane, ussmos materdal de paciente portador  de
| hipogamaglobulinemia e soro humano fetal, deliciente nesta proteina =
verificamos as mesmas lnhas de precipltagiio obtildas com saliva e sopn
contendsa  lgi, sugerinde gque outras glicoproteinas tanto da sallva
guanto do soro reaglam com lectinas presentes .m:} Ef (Fig. 8 e 13)

Apds realizarmos os testes indclads de dnteragBo de extrato

bruto de gemente de jaca {Adntegrifoliad, com glicoproteinas de

saliva e goro, procuramncs obter a lectina purificads,
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Através de cromatogral ia | de afinidade, com
azarose-D-galantoge {Sslectin -m‘ﬁ Pierce USA3, conforme descrito por
&a{:{um-ﬁgﬁaman st ol (¥88b2, oblivemos fracionamento do extrato
bruto. As Iragfes obtidas foram dalisadas e concentradas através de
Hofllizag8a. O teste de pureza relativa  escolhido fol e} de
eletrolorese em agarose € a comprovagic da atividade precipitante da
lectina fol realizado stravés de imunoeletroforese contra proteinas de
saliva e de soro, comparsdos aon extrate bruto inicisl

0 métods uzade para o f:t*acimuameni,ﬂ. do EB, permitiu &
obtengBo de wuma banda proteica, slulda com solugBo de galactose, que
permanece proximo ao ponto de aplicagio correspondendo a cerca de 63%
dasm proteinas do EB,  quando anaeiifs&da através de eletroforese em
agarose,  Sua altividade  precipitante fol confirmada através de
imunoeletroforess contara proteinas do soro e da saliva (Fig., 2 & 3.

Ao realizsrmos a sletroforese das demals Iracdes que ndo
foram petldas na colunsg, verifisamos que o rendimento ol total em
relivar o lectina com especificldsds pars galactosme do extratoe bruto.

Esta fraglo, oue ndo Yol retida na coluna, eluida com sobagio
PES, apos concentragic, & submelida & eletroforese e imunceletroforese
cenbra proteinss do soro e saliva, revelou uma linha de precipitacdo
entre a racio de menor migragdo anddica e proleinas do soro bumano
normal. EBmba fragBo corresponde a T¥  das  proteinas do EB fe o
purificados no eluato FBES, houve um aumento de concentracio para BEM,
resultados  de densitometyia, nfo mostrado neste  txabalba, o gue
permitiv evidenciar a atividade de iectina GO propriedade

precipitante desta banda protelca do  extrato bruto, & agual ot
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confirmada guande Yoram usadas medores concentragBes proteicas deo EB
para  eletroforese e imunceletroforese. A presenca de mals de uma
lectinag no extrato brute de jaca, tinha sido sugerido antericrmente
{RODUE-B6RRETRA & CAMPOE-MNETD, 1085 MOREIRA, & AIMOUR, 19813, A
presengs desta outra lectina pode ser sugerida gquando se reallzou &
dupla difuslio em gel de agarose, usando o EB e sobe humano normal,
oaorrem duas linphaz de precipitacfo, uma mais intensa proxime do EB e
culra e &6 estd presente guando se usa concentraglo acima de 20
mesml de protelnas do EB. Este fato pade ser confivmade usarddo a
lfectina purificada com galactose & a fragio eluida com solugio PBS, da
coluna  de cromatografia, em que se verifica a presenga de linhas
distintas de precipitagdo com cada uma delas, ao reagir com sora
humana normal (Fig., 123

Has condigBes tesladas, apenas & lectina com egpecificidade
para galactose yesziu com glicoproleinas de salive humans pormal

A partir de evidénuiss que nads de uma  glicoproteina ds
saliva e 4o soro humane reagiam com as lectinas do BB, procupbamos uma
téonica adeguads parsa c:amprc.war esta hipstese. A imunceletroforese em
asarose da ealiva e soro bumano, contra EB e suas ragles ndo
mosbraram lnhas  de  precipitagio, &m. vardias titulagBes, occorrendo
apenas manchas imprecisas.

Comn & seletroforese eﬁa gol de polacrilamida fornece malor
separacio das proteinas, optamos apds  separagio eletrofordlica dasm
proteinas do soro, urina e sallva pela incubacio do gel com & solucio
de EB e suas fragBes, segulde de lavagens com solugdc de PBS. até que

fassem reliradas dozm geéls as proteinas gue ndo reagiram com  aw



lectinag, FPara melhor evidenciagio dos  complexos lectina-proteinas
precipitados o géis foram corados. |

Através desta téonica Tol possivel demonstrar gue o EB & o
eluato galactose reagem oom duss bandas ¢ uma faixa de proteinas da
sallve  humana  normal  (Fig. 73 engquanto : gqur com a  sallva L4
deficiente em IgA mositra a presenga de uma Gnica banda proteica, gue
inclugive fol exacsrbada quando comparado a  eletroforese (Fig. 102,
Este resultade estd de acérdo com a  cbservagio de souracEm 2
oaTES, {19712 gquande demonstraram gue a  principal  glicoproteina da
wmaliva fLotal cont.ém galactose COnRn principal agloar o tem
especificidade de grupe sanguinec, sugerindo due as lectinas do EB nio
reagern apenses com Igh da saliva

Guanto a0 Soroe humano, usandoe 2 elelroforess, soguida de
incubagHo com EB e suas {ragbes, permitiuv conTirmae L mai:;z.- de  uma
glicoproteina reage com leatinaz pregentes nn EB.

| A incuhagé’;a} do gpel com o eluato PBS sevidencia cerns de &
hauwias de protelbas que permanecem no gel apts a lavagem, enguanto que
com o eluato galactose permanece o gel uma faixa e uma bands
protelos, gquando campara&ﬁ ac controle {(Fig. 143,

O gore L, deficiente 2m .IQA, atraves destsa  Lécnics,
mostrol o mesmo pavero de bandas proteicas gquando incubado com elunto
PBES ¢ apenas uina bamﬂa, com o eluato galactoge (Fig 182

Soro de pacientes poriadores de  mieloma  moltiplo,  apox
gletroforese e incubagio com EB & fragles, .mosgtrax-am aspealos
diferentes conforme a {:ias.s& de imunoglobulins.

O soro da paciente RLC, portadora de mieloma de I=A, oque
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apresentsa ums banda de alla conceniragiio proteica na regifo catsdica,
provaveiments correspondends & IzA, apds inauba;#ﬁa e lavagem, foi
exacerbada guande incubada com ER e eluato galactose, porém fol
eldmdrada quando incubado com o eluato PBS e o contrdle (Pig, 16D,

A eletpoforese de proteinas da urina da paciente RC mostrou
uma  banda de alta concentracds proteica com Rm semeaelhante ac da
provavel paraprofeina presente no soro, gue reaglu com lectinas do EBR
A pregenca desta proteina na uring provavelmente esta relacionado &
insuficiéncia renal que a paclende aspresentou (Flg. iQ},

QO soro do pactente 0.0, também portador de micloma de Igza,
qgquands dncubado  com BB, exacerbou a banda proteica de  maior
concentracio presente na regldo catodica, provavelmente CO}.‘I*&S;&-G!‘EdéﬁdD
& paraprobeins, gue foi diminuida no contrdle (FPig. 175.

O soro da paciente DD, portadeora de mieloma de Igd, guando
submetide ao masmo t&atammate, mostra gue legtines presentes no EB,
nfic reagem com esta protelnsm, pois a bémda e px?g}teina gue deve
corvresponder Izd, nSo permancceu no gel, apds incubagBe com o EE (Fig.
183, Estes res:‘uitadc;ﬁ card'irﬁan& que ne EB a lectina que reage com a
IzA & a com especificidade para galactose e como tem side demonstreds,
o mielonas  testados sfo de Iga  subclasse 1, como  descrite  por
KONDOHat ol CIPRGD.

A téopica de  elstroforvese em  gel de poliscrilamida,  de
proteinas da saliva e Soro humane, seguido de inoubagio oom soilugles
jectinas parece ser especifica conforme oz resultados obtidos, _er;n.a;fm{ic;
comparados  aocs controles, onde apenas  as pbateinag des m.aior. PIEREG

molecular que permanecem na  reglfo  catsdica nEoe  sdo Lotalments
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retiradas  pela lavagem, pabém as demais bamd.ﬁs Toram tat.alniamta
eliminadas .e exacerbadas Grrarwio incubadas aom lectinas, devido
provavelmente a reagio gspeai’f‘iaa de lectinas com glcoproteinas no
gel de poliacrilamida, impedindoe gque sejmm  retiradas durante =
lavageam,

CEsta téonica ndo fol adequada para evidenciar a atividade de
jectinas no EB, quando submetide a eletroforese, ssguide de incubiagio
com proteinas do soro e saliva, provavelmente devido ao elevado peso
molecular das glicoproteinas que nio conseguem penetrar no gel

A reagho da lectina, com agloares de glicoproteinas pode ser
confirmada no experimento, que rﬁcatrﬂu reatividade do EB, mesmo apds
fervura da  saliva, quande as  proleinas  simples  sHo  desnaturadas
porém  as albamente cornjugadas 30 preservadas (Fig. ¢

O testes de hefnaglut,iﬁaf;ﬁg demonstram gque o ER apresentsa
alte  titule  hemaglutinante que corpesponde ace da  sua principal
Ieatinsg, com  especificidads para  galactose (Fig. 203 Nenbuma  das
lectinas & sapecifica para grupos sanguineos do gistema ABD.

A lecting ;}xlescente' no eluato PES Lem proporcionabnente baixo
titule hemagluotinante.

A galactose e a l.actésaﬁe inibem a hemaglutinagio tanta do ED
come  do eluato  galactose guando comparado & glicose nas mMesmas
concentracies molares. A pegquens ihibiqﬁo .pr-eduzida pela gliconae
provaveimente & consequénoia da semelhanga molecular com 2 galaolona
Fig. 203,

A inibigdo da  hemaglutinagdo produzida peios ACCAPes

galantoge, glicoze e lactose, o eluato RS, provavelmente &



inespecifica pols durante o fracionamento as lectinas presentes nests

fracin ndo foram retidas na coluna de Agarose-D-galactose.



& -~ RESUMO

Lectinas =fo protelnas que se Hgam a agiicares especilicos de
macromoléculas.  Foram  descritas  inicialmente em  plantas, porém  de
outras fontes J& foram isolados comoe bactéries, asrdmsiz e atd  mesmno
mamiferos, Am lectinas apresantam vardas propriedades COIG
hemaglotinacgio, aghlitinacio  de  bsctérias, protozoarios, leucocitos,
estimulo  mitogénico para lnfécitos e  entre outras a reacdio e
precipitacic de glicoproteinas, i;’mluindm imunoglobulinas,

As glicoprotelnas constituerm um grande grupo de substéncias
presentes na sadivae e =zoro, dentre elas a imunoglobulina A, Tem sido
desurito qua lectina de gemente de jaca reage com IgA presente no soro
¢ secreqles humanss.

Neste ftrabatho procuramos wverificar se & lectina de gemente
de jaca, especifica pava galactose, reagla com  imunoglobulina A,
malivar, e @S era especifica parae esta glcoproteins, comparando as
reaglies com as glcoproleinas do ®oro, Atvavés de taeconlcas de dupls
difusBoe em gel de  agarose, sletroforese am gel de  agarose e
poliacrilamida, com  saliva e  gore deficiente em dmunoglobuling A,
verificamos gque =sta lectina reage com outras glicoproteinmas da sallva
& do goro além da inunogliobulins A,

Apés o fracionamento do extrato birobto de semente de jacs, por
oromatogrealfia  de afinddade am agarozme-Degalactose, verificamos &
pwigtdncia de outra lectins neste ewtrateo, nSo especifica  para
galactose, com atividade precipitante para virias proteinas do  soro

himano.
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As proleinas da saliva ¢ saro separadas eletroforeticamente
em gois de poliacrilamida reagem com solugBes de lectinas. A reaglio &
espacifica, pois a3  proteinas  que apresentam afinddade  pars  as
Jsctinas  ficam imobillzadas, enguantc gue outras se difundem do  gel
quando em solugBes tamp@es. Esla Léonica mostrou-ge adequada para o

estudo de gllooproteinag da saliva £ soro humans normal e patolégico.
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T -~ SUMMARY

Interaction of lecting of jack seeds Artocarpus: integsrifolia,

with salivary and buman serum glycoproteins.

Lectinz are proteins which dind te specific s:acchéridas in
polysacharides:, glyaapfoteirm o1 glycolipids. Although originally
dascribed in plants, 'thay have been isolated from many diverse sources
ke bacterias and andmal including smails, sponges, filsh and others.
The lecting have ATy hological activities Hke erythrooyie
bBacterial, protozosl, leukoayvtes agzeintination, produce mitorenic
effect on lymphocoyvte culture, and pirecipitate glycoproteins, as "i,h&
inpmoglobulins.,

The glyveoproteins are important group in the salivary and
gerum components:, included impamoglobulin A

Our aim was determine if the lectin of Jack seed (ealactose
specific?  reacts  specifically  with  salivary immunoglobin A when
compared with =zerum glycoproteins. Through double agar diffusion and
elecirophoretic separation in agax-aé:—e& and polyacrylamide gels of Igi
definient =saliva and serum, we observed thal other glycoproleins
present in sallva and serum react with this lectin

The f{ractioned oruda extracﬁa of iack seeds by affinty
chramairagraphy. with agaroge-Prgalactose rasulted in a lectin speciffic
to galactose. The other proteins that dide’t bind toe galactose, also
react and precipitsie various serum proteins,

The salivary and Serum proteins separat.ed in dizc
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polyacryviamide gels react with lectinzg  solutions. The reasction is
gpecific because only some proteinz are retained into  gel  after
repeated wash in buffer. This procedure was shown Lo be useful for

gtudy noraal and pathological human salivary and serum zlveoproteins.

83



& -~ CONDLUROES

A analise dos  resultados deste trabalho permitiu  serem

formuladas as zegulnies concluses:

1 - Lectina de semente de jaca interage com glicoproteinas

salivares.

2 - A interazBo dag lectinas de semente de jaca nio é
meletiva e  exclusiva para IgA  =satlvar, nd3c =endo  adequada pars

guantificar esme anlicorpo na salliva,

3 - As protelinmms sallvares e séricas separadas
elatroforeticamante em gels de poliacpilamida reagem especificamsnie
com solugtes de lectiness. Esta técnica mostrou-se vidvel,podendo ser

wn melio adelado como disgndstico auxiliar em casos paloldgicos,
4 = {0 fracionamento do  extrato bruto por cromatogralia Je

afinddads  permite identificar carbyra lestina e raase COMm

giicoprotaeinas do sore humano, em ackéscimo a Jacalina.
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