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1 - INTRODUCAO

A saliva & um fluldo que tem como fung@o basica a prote
¢%o dos tecidos orais contra microovganismos € fatores do wmeio
ambiente. A maneiva pela qual se di esta protegdo € extvemaments
complexa e envolve mecanismos fisicos, quimicos € bioldgicos, sep
do estes Gltimos divididos em imunes e ndo imupes, ssgundo a  suz
naturega.

# IgA secretora apresenta importante papel na defesa
contra microorganismos na cavidade oral, inibindo 3 capacidade
desses micvroorganismos em aderiy € colonizay detevminada supey i~
cie (McHNABBIL ¢ TOMASSI, i98i).

fAs proteinas salivares que comp@e a chamada pelicula
adguirida tem por func3o a formag3o de um Filme protetor entve =
superficie do dente & o meio externo, agindo este, como uma bhar-
reira natural de permweabilidade seletiva, modulando a flora micrp
bigta da bmca,.regulanda o processo de mingralizsgio/desminerali-
zac%0 & servindo como resevrvatdrio natural para fons protetoves.
As mucinas salivares, tamhém presentes nessa pelicula, tem impor-
tante papel na manutengo da integridade das superflcies mucosas
e lisas {eemalte dental) da cavidade ovral (SONJYU, 1984).

& existéncin na natureza de substlncias aue t&m a pro-
priedade de aglutinar hemdcias ¢ conhecida desde o s®cilo passado
(STILLMARK, 1888)., Essas substlncias, posteriormente ' identifica-

das como sendo glicaprotelinas, Fforam denominadas de lectinas por
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BOYD e BHAPLEIG (1934), recebendo, desde entlo, a atenelo de mui-
tos pesguisadores e, consequéncia deste fato, sabe-se hpoje das
mais diversas propriedades bioldgicas das lectinas, além da hema-—
glutinaglo, como por exemplo: aglutinagcio de leucdcitos, bacté-
rias, protozgarios, atividade mitogénica para linféocitos e reagio
ge precipitagio de glicoproteinas humanas e de outros animais
-

(GHARDON e LI&, 1972), Qutra aplicag¥o pratica das lectinas ¢ a
sua utilizag¢Bo em métodos histogquimicos e em métodos de purifica—
cEo de proteinas comn a cromatografia de afinidade (MIURA e cols.
19E9) .

Muitos alimentos contém lectinas e varias obhservagdes
superem gue 2stas interferem nas relages parasita-hospedeiro na
boca. GIBBONS (19811, mostrou que extratos brutos de varias semen
tes, frutos e outros a}imentma, bem como suas lectinas pourifica—
das tem a habilidade de ze ligarem & bactérias oausande a sl
aglutinacie, fato este, extremamente importante na oodulagdo do
processo de colonizagBo bacteriana das superficies bucais.

A atividade hipldgica das lectinas se dsve ao fate de

gqus estas reconhecem g 2 rezgem especificaments com a;&caraa
{(YAMAMOTD 2 ecnls., 1991).

A lectina de sements de jaca (Artocarpus Inftegrifeolia)l
reage com resliduos de galactose (PEREIRA e cols., 1980, e preci-
pita & IgA do soro 2 colostro  (ROGUE-BARREIRA = CAMPOS NETO,
1984), reaginde também com varias oubtras glicoproteinas séricas @

salivares (PAULING DA COSTA, 19B8%9).
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0 estudo da interag8o entre glicaoprotelnas salivares e
lectinas, embora quase nulo na literatura pesquisada, ¢ impoartan—
te para o perfeito cophecimento dos eventos bhioldgicos que ocor—
rem na cavidade oral.

No presente frabalho, se estudou 3 intera¢®o entre lec—
tinag de semente de jaca 8 glicoproteinas salivares que possusm

-

afinidade pela hidroxiapatita in vitro.



2 - REVISAO DA LITERATURA

2.1 = BALIVA

A saliva € um Tlufdo complexo que contém um grande Adme
ro ode canati%yintes que tém por fungio promover meios efetivos de
protegio das superficies da cavidade oral contra microorganismos
& a agdo irritante de fatores do meic ambients. A maliva proteie
os tecidos bucais contra dissecagdo, penefragiio, ulceraglic e fato
res carcinogénicos, estimulando a reparaefo dos tecidos da mucoss
gral. & principal funcZo protetora da saliva estd baseada na  sSua
habilidade em manter um apropriado equilibrio ecoldgico na  boos,
atraves de diversos mecanismos coma, debridamento/lavagem, agrega
¢80 g redugio da aderéncia bacteriana wutilizando-se de uma combi-
naclo de sistemas imunes e nEo~imunes ¢ de uma zatividade antibac—
teriana direta através de varios oubtros fatores gue funcionam in—
dividual ou conjuntamente. A salivae ltambém possul sisbtemas anti-
fangicos & antiviraigy tem papel importante na manutengZo do pH e
auxilia a neutralizagfo do rvefluxo Adcido no esdfago {(MANDEL,

1789).

Z2.1.1 — Aspectos histdricos

Antes da final do sécnlo XVYIT & das publicacies de Tho—

mas Whanton e Miels Stenson, as glandulas szlivarss eram  btidas



como emilsionadoras, e organelas excretoras com fungZo de peneira

para substdncias a sevem sliminadas do sangue, especialmentes oo
gaspivitos malignos do cérebro {GARRET, 197%) . Segundn  esse  tipo
de conceito, no inlcio do século XIX era comum 3 prética de sapn-~
grias, expuruasBes e salivagHo como técnicas terapfuticas. Muitos
medicos prescreviam doses macigas de certos medicémentns PAErR cay
sar salivac®o com o objetivo tevapdutico de limpar o sistema. Foi
L LBMAR erd em Hue apenas os mais fortes sobreviveram & doenga £  as
medidas terapéuticas, onde a medicina preventiva estava longe das
wios dos médicos e pesquisadores (MANDEL, 1987,

Até vecentemente, muitos estudos foram dirigidos para
as funcBes digestivas da saliva, sendo ela propria descrit’ comp
um dos sucos disestives, composta de dgun, sals, amilase & muoi-
nas (MANDEL, {989},

Mp inficio da década de 4@, com o surgimentd de novas
técnicas de coleta & novos métodos de eletroforese, tovpou-se evi
dente com a obhservasio de aprauiﬁadamente sessenta bandas profei-
cas, d& que a saliva era um Fluido extremamente complexo (MANDEL,
19770 .

Estudos reaiizadbg nas.duas altimas décadas tem salien~
tado a importadncia da saliva em manter a integ;idade dos tecidos

da cavidade ovral (LEVINE, 1987; HMANDEL, i980).



2.1.2 — Composicfo da =saliva

2:1.2.1 — Componentes inorganicos

Dantre as suas vérias fungdes, a saliva ¢ basicamente
um tampio. U% sistemas bicarbonato e fosfato controlam efetivamen
te 0 pH salivar, ficarndo as proteinas como cgadjuvantes neste pro
cessn, O que a3 difere do sangue, onde o principal meio controla-
dor do pH ¢ formado por proteinas em solugZo. Além desta funcio
tamponante, os cooponentes inorgénicos da saliva {(eletrdlitos)
possuen importante papel nos fendmenos de remineralizagio  {(cal-
cio, fasforo, flaor), mecanismeos de defesa do  hospedeiro  (iodo,
cwloral), ativae®o enzimdtica {clorol, manutenglo da estabilidads
enzimdtica (cadlcio) entre ocutrog. Os fons sddio e potasgsio, tam-
bém presentes na saliva, possuem fungio idéntica a do plasma, ou
saja, sio ions oseorreguladores e participam do secanismo de
transporte ativo da membrana. Cilcio e fosfatos salivares desem—
penham papel ieportantissimo na formaglo inicial da pelicula  ad-

quirida. (ERICSON o MAKINEN, 19841,

2.1.2.2 -~ Proteinas salivares

0 papel da zaliva em manter a integridade dos {tecidos
orais pode ser atribuido em sua grande maioria as proteinas  pree

sentes neste fluido {(LEVINE, 198B7!.



MANDEL, em 1989, em um artigo de revisZc publicado no

Journal of Americam Dental Association daquels ano, descreveu co-—

mo estando presentes na saliva as seguintes protelnas: proteinas

ricas em prolina, prateinas ricas em histidina, proteinazs ricas

em cisteina (Cistatina), proteinas ricas em tirosina (Estateri-

na}, amilase, mucinzs, peroxidase salivar, lactoferrina, lisozi-
-

ma, glicosiltransferases, Igh secretora, calicreina, fibronecti-

nz, fosfatases, ssterases entre ocutras,

2:.1.3 ~ Propriedades e Fungles da saliva

2.1.3.1 — Viscosidade

Glicoproteinas de alto peso eolecular contribuem para a
viscosidade das secre¢dos. Essa viscosidade € induzida pela inten
sa hidrofilia das mucinas salivares, euljos carboidratos reagem
avidamente com maléculas de agua (BSONIJU, 1984). Até hole nlo esta
definido se a viscosidade da saliva estsd ou nEo relacionada com ©
dessnvolvimentn da carie pborém, THOMAS SIMONSEON e PER-OLOF
BLANTZ (1988), sugerem gue a velocidade individual de formagdo da
placa dental pode estar parcialmente relacionada com prapriedades

coloidais e gquimicas das bactérias e da saliva.



2.1.3.2 ~ Lubrificacg¥o

A mais antiga fungZn salivar conhecida & suprir, n%o =d
para cabrir os alimentos mas também todos os tecidos orais, de mo
ldculas com fung¥o lubrificante (YOUNG = VAN LENNEP, 1978). Esse
filme lubrificador facilita a passagem dos alimentos pelo trato
digestivo g diminui a intensidade da fricgZo.entre os dentes. &
bhem conhecido o papel das sucinas na fungBo lubrificadora da sali
va g, recentemente tem sido demopnstrado gue as protefnas ricas em

prolina quando formam complexos com a albumina podem ser extrema-

mente efetivas como lubrificantes (HATTON e cols,., 1985).

)

C1.E3GEF - Manutenglo da integridade das membra-—

MES MUDOS’RS

Az mucinas salivares possuem varias propriegdgades gqus in
cluem haiva solubilidade, alta viscosidade, elasticidade e adesi-
vidade, gque as habilitam 2 se concentrar nas superficies mucosas
promovendo barreiras efetivas contra a2 dissecagio e agressio de
fatores ambientais (TABAK & cols., 1982), tendo pspel importante
no controle da permeabilidade destas superficies (ADAMS, 1975).
Estudos em animais té&m sugerido que esse filme mucoso ajuda a re-
tardar & penetraglio g disscolugdo de agentes carcinogénicos lipo-
troficos (TABAK e cols., 1982). Entretanto n3o hi dados comparid-

veels em hUumanos.
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As protelinas salivares também tém efeito em outras &r—
gios comp por exempln, a hipdtese postulada por WARNER e QOZEM
(1988}, de que as proteinas ricas em prolina da saliva tem efeito
anticarcinogénico & medida em que reagem com taninos da dieta.
Alimentos ricos em tanino, especialmente o sorgo, s¥o consumidos
em grandes quantidades por populac®es com alto risco de cancer do

-

esStago.

2.1.%.4 ~ Heparagio dos tecidos nucosos

HUTSON & cols. (1979), demonstraram em camurdongons gue
o processo de cicatrizag®o era bastante afetado pela saliva, apds
a verificagio experimental de que npos animals em gue foram removi
das as glandulas submandibulares, o fechamentno das feridas era
mais lento que nos animais controle. STARKEY 2 ORTH (1977} descre
yeram a presenga de umsfatur de crescimento epitelial na saliva
de humanos, porém em niveis nuito penores gque em  capnundongaos B
outras espécies. U papel da saliva no processo de  reparagio  dos

tecidos prais ainda estd por ser estabelecido.

2.1.3.8 ~ Manutengio do equilibrio ecoldqgico

A colonizagBo dasg superficies orais, em outras pala—
vras, z aderdncia bacteriana, ¢ ponto critico para a2 sobrevivén-

cia de muiteos microorganismos na cavidade oral e, a interferencia
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neste processo, a limpeza da boca através de meios mecanicos, imu
mlogicos e ndo imuncldégicos ¢ uma das maiores fungtes do sistemna
salivar de defess. A habilidade da saliva em manter um apropriadn
balango ecoldgicn na cavidade oral, tem sido papel extremaments
importante, em termos evolucionarios, durante o longo periodo de
existéncia humana antes do surgimento do controle da placa dental

s

(MANDEL , 198%).

2.1.3.6 — Debridamento/lavagem

QO fluxo salivar fisioldgico, aumentado por aglo muscu-
lar dos l&bios & lingua, efebivaments remove un grande nusmero  de
bactérias potencialesente prejudiciais para os dentes e superfi-
cigs mucosas. Esse mecanismo de limpeza da boca ¢ tido como natu-
ral 2 semelhants a oubtros como lacrimejamento, tosse, swpectora~

cEp, 2tc. (MANDEL, 198%).

Z2.1.%.7 - fAgregacio bacteriana

Aldm dos meios fisicos, 2 saliva interfers no processo
de aderéncia bacteriana através de mecanismos mais especificos e
gue dependem de interagBes a nivel molecular. A habilidade de 1ni
bir a aderéncia bacteriana ¢ uma das mais importantes funedes da
Igh salivar {(McNABB = TOMASBI, 19Bl). WILLIAMS e GIBBONS (1972 de

monstraram que cepas de S.salivarius gque foram aglutinados por
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IgA ndo aderiam mais as células do epitélio bucal humano. Os  da-
dos sobre os etfeitos inibidores da IgA sobre a aderéncia bacteria
na &4 hidroxiapatita In vitre sZo controversos (KILLIAN e oolus,.,
128L), pordm, existem muitas variaveis metodoldgicas interferinda
significativamente na determinac3o seguraz e confiavel da Igh sali
var, levamndo a resultados discrepantes e conseguentemente  inter-—
praetaoies ﬁi%;rentes o gue diz respeito aos nivels salivares de
Igh e carie dental (BRANDTZAEG, 1983). Entretanto, a validade deg
te mecanismo & comprovada em estudos de vacinagfo anti-céris  em
roedores, nos guais o desenvolvimento de anticorpos Igh anti-Z.
mutans inibem 2 aderdncia deste microorganisme a4 superficie den-
tal, resultando em significante diminuigaoc do nivel de carie
{TAUBMAN e SMITH, 1973). Em humanos os dados sdo ainda limitados,
smbora alguns estudos preliminares apontem forie aplicagio prati-
ra de anticorpos IgA anti-S.matans (GREGORY, 1785).

A funcEZo da saliva de zgregar bactdérias & mediada  bfam—
bém por um complero grupo de substancias de natureza nio imune <o
mo por sxemplo, as mucinas {(TABAK e cols., 1982). Recentements,
uma proteina de aproximadamente £0.000 Daltons descrita por BABU
e cols. {(198&), mostrou ser muibo eficiente em  aglutinar bacté-
rizs e finalmente, mecanismos mais simples como pontes de calcio
am cargas negativas da parede celular bacteriana, btamb=m pavacen

impedir esse fendmeno (POLLOCK, 19740,



2.1.3.8 - Atividade antibacteriana

0 grupo de moléculas composto por lisozima, lactoferei-
na e lactoperoxidase, agindo em conjunto com ouiras componentes
salivares tem efeito imediato sobre os microorganismos orais, in-
terfarindo no processo de reprodugfo bacteriana ou causando a mor

te destas (MANDEL, 1987).

2.1.3.%9 ~ Atividade antifdngica

Tam sido demonstrado recentemente que a8 saliva secreta-
da pela glaéndula pardtida possuil atividade antifangica, atraves
das propriedades dos peptideos ricos em histidina basicos 8 neBu-
tros. POLLOCK & cols. (1984), demonstraram gque os pepltlideos ricos
am histidina basicos provocam wuma diminuiclio da viabilidade da C.
albicans de 99%, enquanto gque os peptideos ricos em histidina neu
tros sEo potentes inibidores da germinacBao da €. albicans  (OPPE-

NHEIM, 198&).

2.1.3.10 — dHrividade antiviral

& saliva possui infludncia sobre algumas viroses atra-
vén da Igh secretora, como pode ser observado pelo sucesso da va-
cinacZo oral contra a3 poliomielite, por exemplo (MANDEL, 1287:.
Anticorpos da mucosa oral tém se mostrado efetives contra  rhino-

virus & poliovirus e podem talvezr inibir a3 transmissio do HIY via



saliva (ARCHIBALD, 1984&). HEINEMAN = GREEMBERG (1980}, sugarem  a
protecio da mucosa oral contra o Herpes simplex virus pelas ouci-

nas salivares.

2.1.3.11 — Manutengfo do pH

Armsrliva & um sistema btamplo efetivo ¢ mantém relativa-
mente neuiro o pH da cavidade oral, da plaag hacteriana =« do esd-
fago, atravées da deglutigfo. 0 sistema bicarbonato ¢ o respongs-
val pele controle do pH da cavidade oral 8 do wmsdfago (HELM e
cols., 1982, sendo gue na placa dental, onde hd a producio de
Avidos pelas bactérias, s mecanismos de controle do pH sZEo mais
complexos, participando destes os sistemas bivarbonato, fosfatos

g praoteinas ricas em histidina, entre outros (MANDEL, 19E7).

2.1.%.12 — ManutengBo da integridade do dente

Além de interferir com o processo de desmineralizagHo,
através do controle do pH dg placa dentaly, a saliva protege os
dentes de diversas oputras formas, como por sxemplo:s

— Eliminacin dos agdcares da dista através do fluwuo sa-

livar {(DAWES, 19H3I).

-~ Proteqlio bioguimica da superficie do dente logo apss

& sua erupglic e promogEo da maturagio dental pds—eroap

tiva (WOLTGENS, 1981).
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Froteinas gue tem grande atinidade 2 hidroxiapatita for
mam uvma fina camada envolvendo osz dentes, & pelicula adguirida,
fue age como barreira protetora contra o desgaste excessivo, pe-
netracdo de Acidos e perda de minerais (ZAHRADNIK e cols., 1977).
A pelicula adguirida também tem aglo protetora contra & erosio
dos dentes (MEURMAN e FRAMK, 1991).

-

A saliva ¢ supersaturada de fons calcio e fosfato e es-
g fato ¢ fundamental na manutencZo no processo de remineraliza-—
qd0 de leslfes cariogénicas superficiais e na proteciio das super—

ficies dp esmalte dental (MANDEL, 198%9).

21,3012 - Outras funedes da saliva

A saliva, através da amilase salivar tem importante fun
¥ digestiva (ROBERTS & WHELAN, 1%460) e além disso possul papsl
inportante coma meic de excrecio de medicamentos, balango hidrico
(MANDEL, 198%) = muitns estudos tem demonstrado gue a saliva tam—
bém possul aefo hormonaly estudos esges gque masiram 8 presenca de
varios hormdnios ng saliva € sugerem suas agles especificas (DLSEN
® cols., 1984). MARCHETTI (1988), sugeriu a possibilidade de da%i
gem de insulina na saliva de pacientes diabéticos g, considerando
ainda as aplicagfes clinicas da saliva, a Etlope Inc. of Beaver-
ton, Oregon, desenvolved uma técnica de detecgdo de anticorpos
anti~-HIV na saliva, com o intuitpo de facilitar 3 realizagioc deste

tipo de exams para uma grande faixa da populac¥o (NATURE, 19%90).
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2.2 ~ PELICULA ADRUIRIDA

O samalte dental humano ¢ coberto por wuma fina camadsa
organica, acelular e livre de bactériazs, a3 gqual foi denominada de
pelicula adguirida, indicando a sua ocorréncia apds a2 erupcio dos
dentes (SOMJU e ROLLA, 1973)., Muitos estudos tem sido conduzidos
no sentido d; sa conhecer 3 composigio, mecanismos de formagio e
fonte desta pelicula (MAYALL, 1977). Dentre esses estudos, duas
técnicas merecem destagque: 3 remogio da pelicula diretamente do
dente, in vitro & In vive 2 subsequente anilise bigguimica &, =
nutra, o estudo das proteinas salivares que tém afinidade A& hi-
draxiapatita in vitro. As protelinas que exibem tal caracteristica
s%n consideradas comg possuidoras de afinidade ao esmalte dental
@, partanto, participantes da pelicula adguirida In vive (EGEBEN =

ROLLA, 1983).

2.2.1 — FormagBo da pelicula adguirida

Oz mecanismos pelos quals as protelnas s&Eo absorvidas a
hidroxiapatita estlo bem estabelecidos. Esse fendmeno acontece ba
sicamente em dols processos: as proteinas basicas se  adsorvem  a
grupos fosfatps enguanto que as proteinas acidas  sEo  adsorvidas
pelos lons caloio da superficie da hidroxiapatita. Tem sido adota
do gque no esmalte dental in vive também ocorram estes wnecanisans

(EBGEN = ROLLA, 1983). MAYALL (1977), em estudo comparativo de pe
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liculas formadas in vivo e in vitro chegou & conclusfo de gue, em
relacdo & composigio dos aminodcidos n¥o hi diferengas significa—
tivas entre ambas, confirmando sxperimentzlmente hipdteses ante-—
riores. Utilizando técnicas sofisticadas de fluorografia especi-—
ficay AL-HASHIMI e LEVINE (19B%), na tentztiva de identificar
quais membrmﬁ das famf{lizs de glicoproteinss salivares gue parti-
cipam da formagl®o da pelicula adoguirida, chegaram & conclusPes B2
mzlhantes 4s de outros autores, embora em niveis de sensibilidade
g detalhamento muito mais elevados.

Sendo a afinidade das proteinas salivares a hidroziapa-—
tita mediada pelas cargas dessas protelnas, omuitos estoedos  tem
sido realizados demonstrando a influénoia de fons nesse processo,
destacando entre 2les o lon fldor (RSLLA 2 MELSON, 1%7%).

RYEKE e SONJU (17791} demonstraram difereogas entre z pe
ligula formada em condicdes de jejum e a2 pelicula em candichss
normais de alimentagfo, indicando a influgnciaz da dieta na forma-

gio desta pelicula.

2.2.2 — Composico da peliculs adguirida

Az proteinas ricas em prolinag dcidas sEe © principal
componente da pelicula jovem (BENMICK e CANNON, 1978). Muitas pro
teinas entretanto, sZo tamhém detectiveis nessa chamadaz pelicula
juvem {(até duas horas de formac3o) como por exemploy a albumina,

lisozima, fosfoproteinas que contés cistina, Igh secretora, lacto
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ferrina, amilase @ pucinas (EGBEN e ROLLA, 19835 LEVINE e cols.,

1985) .

Cam o tempo, a composig¥o da pelicula sofre alteracies
BENNICK (1982) demonstrou que a contribuigX®o das proteinas rigas
gn prolina diminui de 40Y% para O,1% depois de 24 haoras de formz—
¢¥o da pelicula, entretante, a quantidade de glicoproteinas de
altp peso molecular, as mucinas, aumenta (EMBERY e cols., 1984).
RATHMAN (198%), descreveu na pelicula jovem uma proteinz da fami~—
lia das cistatinas e uma glicoproteina de peso molecular de apro—
wimadamente 20kD ainda nBo identificada. NMesse mesma ano, AL-HA-
SHIMI e LEVINE demonstraram que o processo de adsorglo das protal
nas salivares a hidroziapatita tem especificidade a nivel de mem
bros de familias dessas proteinas, mosirando que na pelicula ad-—
gquirida de 2 horas apestas a8 mucing de azlto peso molecualar (ME1)
Toi encontrada, enguanto que 38 MEE (mucinza de bal:xo peso  molecu-
lar) nEo. Esses autores sugerem a partic deste fato, gue mesmbros
individugis de umz mesma familia de proteinas salivares, tdm dife
rentes fungfies na beoca, corrvoborando com os frahalhmg ateriores

de LEVINE @ cols. (1987).

2.2.3 — FungSes da pelicula adguirida

Um dos maiores papdis da saliva & a formag®o d3 pelicu-
la adguirida, a qual promove uma interface protetorz entre a  su-

perficie do dente 82 o0 meio externo (LEVINE e cols., 19B8B5%. Es=sa
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pelicula age como uma harreira de permeabilidade seletiva, regula
¢ processo de mineralizagdo/desmineralizacio do esmalte dental e
tem fungdo moduladora da microbiota bucal. A pelicula adguirida &

também um importantes reservatdrio pars os chamados ions proteto-

res como o fldor, calcio £ fosfatos (SUNJU, 1984).
2.4 - LECTINAS
£.4,1 -~ Higtdria

Lectinas 530 proteinas que se ligam especificamente a
aglcares € gue possuem a singular habilidade de aglutinar erifrée—
citos gentre putvas propriedades bioldgicas, estando amplaments
distribufidas na natureza. 880 encontradas predominantemente em se
mentes de_plantas, em particular das leguminosas, podendo estar
presentes tambhém em valges, folhas e cascas. ESSas protefnas tam-
bém podem ser encontvradas no reinoe animal, comn pory #xemplo  em
bactérias, lecmas, peiwxes, algumas eséécies de caranguejos & cama
vBeg g, Ffinalmente, em mamd feros (SHARDN o LIS, 19792).

Inicialmente encontradas em vegetaris, essas proteinas
fovam chamadas de fitohemaglutininas, povém com relatos posterio-
rEs da sus peorvencia em invertebrados, o termo foi alve de dis-
cusBes ate gue BOYD (i954) sugeviu o termo lectina, do latin, le-
Fere gque significa escolher, ﬁaﬁdn essas proteinas assim chamadas

desde entdo.
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0 ezstuwdo das lectinas iniciou—se em 1888, guando STILL~
MARK, pela primeira vez descreveu o fendmenn de hemaglutinacin
par extratos de plantas, quando estudava a tovicidade de exbratos
de Ricinus comuniz {ricina). Ele demonstrou que esta planta conti
rifta uma proteina de alta toxicidade, a qual ele chamou de ricins
e que, esta aglutinava hemdcias humanas e de oubros animais.

p

Algum tempo depois desta descoberta, outrz lectina  foi
descrita, a abrina, extratda da planta Abrus precaterius {(ahrina),
Bssas duas lectinas atrairam a atengZo de Paul Ehrlich, gue optou
par trabalhar com este btipo de material no estudo da imunclogia
a0 invés de wusar toxinas bacterianas, come Bra popular entre os
hactericlogistas da época (8HARON « LIS, 1972}).

Ugando ricinag e abrina, mesmo em preparagdises nio purifi
cadas, Ehrlich demopstrou, durante a década de 18%0C alguns dos
principios basicos da imunologia. Por exemplo, atraves oo soro
imune anti—-ricina, ohtido de giividade aglubinante do extrato de
ricing, ele demonstrou gus existia uma relaclo guantitativa entre
a concentragio de antissoro e antigeno, realizando a primeirve de-
terminagdo quantitativa de anticorpos Iin vitre. Ehrlich mostrou
também gue camundongos faram protegidos contra uma dose letzl  de
recing, quando submetidos préviamente a injegdes subouténess de
peauenis doses desse extrato t&xico. Entretanto, soro anti-ricina
rnio protegeu 0s antmais contra os efeitos Wdxicos do extrato da
abrina e vice-versa. Esse experimento evidenciouw a especificidade

da resposta imuns. Unz outra obssrvagi3o importante desse pesgui-
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sadar, foil a de que a imunidade &s toxinas era fransferida da oie
para a prole, durante a gestagBo & através do leite, apds o Nasci
mento (PAULING DA COSBTA, 1989).

Em 1908, LANDSTEINER e RAUBITSCHEK estabeleceram gue a
atividade hemaglutinante de varios extratos de sementes =ra dife—
rente quando testados com eritrécitos de animais diferentes, svi-
denciando assim a a2¢%0 seletivi das aglutininas vegetazis. Entre-—
tanto, por varias décadas se pensou que a atividade hemaglutinan—
te das lectinas era inegpecifica, até que em fins da década de 40
em estudos independentes, RENKONER, =a 1948 = BOYD e REBUERA, em
1749, demonstraram que extratos de Fhaseolusr vulgaris e Viccia
graca aglutinavam somente hemacias do tipo sanguineo A, enguanto
gque sxtratos de Lotus {etraglobesus aglutinavam hemacizs do  tipo
1. Estes conhecimentos contribuiram de forma relevante para o es-
tabelecimento da base gquimicva das substincias grupo sanguineo as-
pecificas do sistesa AB.

Os estudos citados ateé agora Yoram condusidos com extra
to bruto proteico das plantas de origem. A primsira lectina puri-
ficada foi descrita por SUMNER.(lqiq}, quando chieove a Concanava—
iina A (Canavalia enziformis), através de precipitaclo s=salina e
cristalizas®o. SUMMER e HOWELL (19343, relataram gue além de aglud
tinar hemacias, a voncanavalina & também precipitava o glicogénio
em s0lugsfo @ 8 sua atividade hemaglutinante sra inibida por agu-
car de gana, sugerindo que a reacHo das lectinas ocorriz com car—

boidratos da superficie das hemicias.

iiom b ATARE
B0 TRCA LENTHAL ;
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Varins wméetodos de purificas®o de lectinas  foram  entfo
desenvolvidos, sendo que a primeira publicasio foi de  AGRAWAL &
GOLDSTEIN, em 17495, Esses autores se hasearam no fato de  que =
concanavalina A, com especificidade para D-glucose, veage com dex
tram & desenvolveram wmwa téonica simples para o isolamento desta
lectina a partir do extvato byuto, pov meio de adsar;ﬁmﬂem coluna
de Serhadex—-Dextran seguida de eluwig8o com D-glucose. Fﬁi um  dos
primgiros modelos de cromatografia de afinidade descritos.

& partiv da purificag®o das lectinas, estudos bicguimi-
cos mais sofisticados surgivam até que EDELHAN ¢ cols., em 1972,
sgquenciaram os aminodcidos da concanavalina A e estabeleceram
siua estrubtura tvidimensional ao mesmo tempo em gue oubtre  grupo,
HARDMAN = AINSWORTH, chegava aos mesmnos resultados.

A participacEo de lectinas pa aderéncia bacteriana  foi
demonstrada por OFEK e cols., em 4977, que notaram 2 presensa  de
lgctinas especl ficas para D-manose em fimbriaa, na superflcie de
microorganismos comg a Escherichkia cwoli (SHARON e LIS, 1972) .

Em 4984, GIBBONS = DANKERS demonstraram que extvatos de
vhrios alimentos de origem vegetal aglutinavam cepas de & mutans,
sugerindo a importdncia das leétinas na interagdp parasita-hospe-

deivp na bora e possivelments no btrateo gastrointestinal,
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2.4.2 - Egpecificidade e aplicacSes das lectinas

Algumas lectinas sZo especificas em reagir com @pribtrd—
citos humanos dos sistemas ABD e MN, inclusive com o0s  subgropos
ABD 2 consequentemente, s¥p utilizadas em bipagem sanguinea e in—
vastigagcles sobre as bases quimicas da especificidade dos grupos
sanguineos (SHARON e LIS, 197Z2). QOutras lectinas tém atividade mi
togénica (BUNN-MOREND e CAMPOS NETOD, 1781} =2 s80 muito Gieis para
a compraensio dos eventos bioguimicos gque envolvem a conversio de
uma celula em descanso em uma célula com atividade mitdtica inten
23 ou mesnc a produgBo de clones celulares.

H zplicagio das lectinas em métodos histogquimicos estd
muito bem documentada & recentes ohservag@es de gque ha  leciinas
especificas para clulas tumorais levaram an surgimento de grands
interesse na aplicagf%o pratica destas lectinas comp mébtodo diag—
néztico. Por axemplo, hd lectinas gue s aglutinam células canoe—
rixsas do epitélin mamario ¢ ndo as normais. A lur desie fato, ha
a sugestio de que ocorrem alteragdes na supsrficie oelular das
ceglulas malignas g, as lectinas, reconhecendo esta mudangz, cer-
tamente contribuiriam para cma melhor compreens3o dos processos
gue levam a0 surgimento do chincer (S8HARON e LIS, 1972).

Lectinas também se ligam a mang e oligossacaridens e
precipitam especificamente pnlissacarideos e glicoproteinas, ati-
vidades estas que podem ser inibidas por agucares. bBEsta proprieda

de das lectinas fol usada para p isalamento e purificagio de po—



limeros contendo carboidratos, o que levou ao desenvolvimento  da
chamada cromatografia de afinidade.

Atraves desta téonica foram descritas, por exemplo, pu-
rificagtes de antigenos associadaos a  tumores (YAZAWA e cels.,
19763, hormdnio tireotrdfico humano (MIURA e tols., 198%, Ig& hu
mana (BIEWENGA e cols., 198%9), alguns componentes do sistema com—
plenento, como o C1 (PILATTE e cols., 198%) prtre outros, CHING £
RHODES (1988} purificaram uma glicoproteina pancreitica relaciona
da aa cancer em humanos utilirzando técnicas de eletroforsse eo
gel de poliacrilamida & "lLectin Blotting®.

A& interacio de lectinas com proteinas salivares tambénm
tem sido slvo de estudos dentro do contesta atual.

GIBBONS =2 DANKERS (1992) sugeriram que umz das fungles
da saliva =seria a de reduric a interacio das lectinas da distz
com as superficies mucosas da boca, demonstrando tamhém gue zs
lectings reagem com glicoproteinas salivares. Duira conclusio im—
poartants desses autores, agora em 1784 & 3 de que o sistems imune
deve contribulr para a redugBo da interagdo entre lectires da die
ta g superficies da boca, ftehdo a2 Igh szlivar papel lmporkante
meste processo & medida em gue ela ftambém reage com lectines,  As
mucinas salivaress, gue tém papel hasicamente protetor & lubrifi-
cador das superficies bucais, também reagem com  lectioas, Ccomo

foi demonstrado por KOMIS e wols, (1987}%.
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2.4.% - Lectina de semente de jaca {(Artocarpus integri-

foliay — Jacalina

MOREIRA & AIMDOZ (197B) descreveram a atividade hemagliu—
tinante am exitratos de semente dé iaca (Arftoecarpus Integriftelia)
sugerindo a2 sxisténcia de lectina nesta fruta, a gual foi poste-
rigrsente ch;mada Jacalina. Essa lectina £ LA farte ativador mi%o
genico em linféocitos T humanos e potente ativador policlonal da
producio de imunoglobulinas pelos linféoitos B O(BUNN-MOREND = (AN
POS NETO, 198173 outros (SAXON e cols., 1787), em contrastey, re—
portam efeito inibitdrio na producBo de imunoglobulinas pelos lin
fhoitos B e uma agtivagfo de linfocitos T supressores. CRANE e
cols. (i984), usaram a jacaling para produzir liofdcifos T hibri-
dos com atividade de produgcBo de gama interferoan.

A habilidade da jacalina em reagir com a Ig#d humana foi
primeiramente reportada por ROGUE-BARREIRA e CAMPOS NETO {(19G&7,
nap reagindo esta lectina pardm com InG e IgM. Estas proprisdade
foi inicialmente usada para a guantificeglo da IgA no colostro
por esses pesguisadores.

Sendo a jacalina umz lectina que reage seletivamentes
com D-galactose, suva purificagio do extrato brute de sesentes de
jaca foi realizada por cromatografia de afinidade em coluna de
agarose D-galactoss (ROGUE-BARREIRA e coals., 1784i. & purificagiEo
desta lectina deu-se também por oubros métodos, como por exesplo

cromatografia de troca idnica (MDREIRA = AINDUZ, 1981) e cromato-



grafia de afinidade através de meios diferentes, tais como, goma
de guar (SURESHKUMAR e cols., 1982), estroma de hemdcias humapas
AR (MOREIRA ¢ OLIVEIRA, 1?83}, Igh~Gepharose (ROGUE-BARREIRA =
CAMPOS NETO, 19B4) .

futras publicagBes demonstraram que =3  Jjacalina reage
com IgAl humana, porém ndo vecanhece a Iga2 (HAGIWARA, iyps) .

PILAITE (1989} relatou a interasZp destz lectina com a
protelna Ci do sistema complementar humano.

A interagdo entre jacalinm ¢ glicoproteinas salivares
foi observada spor PAULING Da CUST# (1989), demonstvyandg que @ sa-
liva de individups normais e portadores de deficiéncia cong®nita
de Igd vreaglam com a jacalina, sugerindo gque esta  lectina reage
com mals de uma glicoproteina salivar. Nenhum oubtvro trabalbo a
respeito dessa interagcdo foi encoantyado neste levantamento biblio

grafico.



3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 — BEMENTE DE JACA (Artocarpus integlitolia}

Az sementes de jaca foram obtidas de frutas da  regifo
de Piracicaba, SP. Apds remoglo mecinica das duas peliculas  ex-

-~

ternas, as sementes foram conservadas & ~10e0C,

3.2 — BALIVA

Saliva ndo estimulada, de 10 doadorss saudéveis, foi co
lagtada durante 30 mimutos em Becker imerso em banho de gelo, sens
do chamads de saliva humana inicial. A saliva fol ent¥p sisturada
2 centrifugada & 10.000g, durante 10 ainy & 4.C. 3 teor proteico

fot determinado.

3.3 — BORD ANTI-~Igh

0 soro de cabra anti-IgA humano foi cedido pelo Departa
menta de Microbinlogia e Imunclogia do  Instituto de Biologia-

UMICAME .
F.4 — HIDROXIAPATITA

Hidroxiapatita Biorad fol cedidas pelo Laboratdrico de

Bioguimica Ural da Faculdade de Odontologia de Piracicaba-UNITAMP.



3.3 ~ PREPARACZD DO EXTRATO BRUTO PROTEICD (EB)

0 extrato bruta proteico (EBY foi preparado de acordo
com PAULING DA COSTA (1989). As sementes foram trituradas em  li—
guidificadar pogr 10 min, na proporedo de 1q de ssmente parz 20 .l
de solucEo salina de MaECl Q,15M em tampio fosfato 0,010 pH 7,2,
conbendn NaN;’Q,DI% {solugdo PBS) a2 qual foi usada es todeos os
experimentos.

A extragio se processou em geladeira 3 40 por 24 hs
com aglitacio constante. Apds fililiragfo em funil de Buckner, com
papel de filtro Watman ne 1, o extrato foi centrifugade & 10.0004
par 20 min A 4-C, O sobrenadante foi dialirado contra 10 volumes

de PRE por 24 hs & 4+ ¢ apds dosagem de profteinas, o sxirato foi

distribulido em alliguotas e conservado & ~10-0.

3.6 ~ DOSABEM DE PROTEINAS

s dosagens proteicas foram feitas segundo o método  de

LOWMRY e cola. €1951), usando albumina boving sérica como padyrio.

3.7 ~ ADSORCAN DE PROTEINAS SALIVARES A HIDROXIAFATITA

Este superimento fol condurido segundo a3 metodologia

descrita por RATHMAN g cols. (198%), com algumas modificagdes.
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1g de hidroxiapatita previasente lavada em btamp®o fuzfg
to dmM pH 6,8 foi incubado com 10 ml de szaliva humana inicial,
previamente dialisada no mesmo tampZo durante duas horas, a tempe
ratura ambiente e sob agitagfo constante. Em sequida, o meterial
foi centrifugado 2 2.000g por 30 min e lavado trés veres com Sml
cada vez de tamp3o fosfato SmM pH 6,8. As proteinas ligadas & hi-
droxiapatits ?Dram inicialmente eluldas 3 veres em Sml de tampio
fosfato 0,2M pH 4,8 e subsequentemente com t;mpﬁa fosfata 1M pH
£,8 em igual numero de vezes e volume. 0 tempo de cada eluigio
foi de 10 minutos.

0 sehrenadante foi aliquotado & guardado 4 ~10-0 & o=
gluatos concentrados e liofilizador. O teor proteico das  amos-

tras mbtidas foi entfo determinado cone descrito em 3.5

S8 - REACAD DE PRECIPITACAC EM MEIQ SEMI-SSOLIDO. DUPLA DIFU-
SAD EM BEL DE ABAROSE

Z,5 ml de agarose a 1% em PBE foram colocados sobre 1ia—
minas de microscopia e,apds completa solidificagHo, orificios cir
culares de aproximadasente 4mm de didmetro  foram  isprimidos no
el com o auxilio de furador manual. Nos orifigios faram aplica-—
dos 20 ul de saliva, EB e sorg anti—Igd em concentragfies protei-
cam previamente igualadas. A difusiEo ocorred em camara umida  por
284 he & 4°8. As laminas foram lavadas em solucHn salina  isohbdni-—

ca (MaCl ,18M, contendo NaNg O,01%) por 48 hs sob agitagido cons-
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tante. Em seguida, as laminas forae secas & tenperatura  ambiente
¢ coradas com Comassie Blue O,08% em metanol (7ml), Acido acsti-

co (d9ml), dgua (68Bmil, por 12 hs. 0O eucesso de coranke foi reti-

redo com a mesma solugBo, sem 0 corante.
4.7 — ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA

Todas as eletroforeses foream feitas segundo DAVIS

1194643, O tampl3o de corrida foi Tris-—glicina 0,005M pH 8,3 e azul

de hromofenol 00,0019 coma inditadur‘de corrida. O tempo de corri-

da foi arampanhado pela migra¢io do corante, durante cerca de 120
minubkos.

Iniciazlmente & até gue o corante penslirasse no gel az am

peragem era de lmfh por tubo, passando, &2 seguir, para 4mA por tu-

b, fApds a corrida, os geis faram corados, cong descorito no ftem

Sa.8.
3.10 - INDICE DE MOBILIDADE RELATIVA (RM)

O indices de meobilidade relativa foram oalcoculados em
cada caso pela relagBo entre a distincia percorridas por determina

da proteina (A) & 2 percorrida pelo corante indicador (B):
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3.11 - ELETROFORESE EM AGAROSE

A eletroforese fol vealizada em placa CELKM  onde  foram
aplicados ixl de saliva ¢ ER (12 ma/ml). & corrida  foi feits &
tempevatura ambiente, durante 6@ min em cuba eletvoforetica  COR-
NIKG, usando 24 mA por placa & tampdo barbital 2,05 M pH 8,4,
Aptg a corvida, metade da placa foi covada em negyo de  amido 1%
eﬁ dcido acético S, A outra metsde foi usada para imunosletrofo-

rESE

3.12 - IMUNOELETROFORESE EM AGAROSE

fipds A sletroforese (ftem 3.9}, foram aplicados nas ca~
naletas aproximadamente 40 pl de EB (25 mg/ml) & soro anti-IgA. O
perindo de incubagdo foi de 24 h & 4°C em clmara Umida. Em  segui
da, a placa foi lavada em PBS poy 24 h  sob =agitag®o constante.
fpte a secégem em extufa & 37°C, a placa foi corada como descrito

gm 3.41.



4 - RESULTADOS

4.1 - PERFIL ELETROFORETICO DA SALIVA INICIAL, SOBRENADANTE E

DAS PROTEINAS ADSORVIDAS A HIDROXIAPATITA
0 perfil eletroforético em acrilamida das protetnas sa-
livares apresenta seis bandas proteicas, como pode ser visto na
Fig. 1. Apds incubag2o com hidroxiapatita, verificz-se que a maig
ria dessas proteinas s3o adsorvidas, restando no sobrenadante ape

nas duas bandas (Fig. 2).

RM
: 0.03

011
0,18

T

T

0.33
0.44

- 0,80

Figuraz 1 — Eletroforese em acrilamida e RM m&dios das bandas pro-
teicas da saliva humana inicial.
Foram aplicados 100upg de proteina no gel.
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Figura 2 - Perfil eletroforético em acrilamida & RM médios das
protefnas salivares que n%o se ligaram & hidroxiapati-
ta durante o processo de adsorg3o-scbrenadante, rela-

tivo a um periodo de 2 horas de incubagio.

Foram aplicados 100 ug de proteina no ael ,

A elui¢Xo das glicoprotefnas adsorvidas a hidroxiapati-
ta feita com tampZo fosfato 0,2M pH 6,8 mostra um perfil eletro-
forético com quatro bandas proteicas (Fig. 3), enguanto que 2 elui
c%o subsequente das protefinas salivares em tamp3o fosfato 1,0M pH

6,8 revela a presenga de trés bandas de proteinas (Fige 4=



- 0,80

3 - Eletroforese em acrilamida e RM médions das protefnas

salivares adsaorvides a Hidroziapatita, «luidas =2m tam-—
-

pZo fosfato 0,2M pH 6,8 (la.eluig3o) periodo de 2 ho-

ras de incubag¢io).
Foram aplicados 100 ug de protefina no gel.
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RM
[ 0,01
L 008

- 0,80

Figura 4 — Eletroforese em acrilamida e RM neutros das proteinas
salivares adsorvidas a Hidroxiapatita (periodo de 2
horas de incubag¢fo), eluidas em tampZo fosfato 1,0M pH
66,8 (2a. eluigZo).

Foram aplicados 100 ug de proteina no gel.

4.2 — DUPLA DIFUSAZ0 EM AGAROSE

A Fig. 5 maostra que linhas de precipitagino ocorreram

entre lectina de jaca e glicoproteinas presentes na saliva humana



inicial, sobrenadante, primeira e segunda elui¢Ses.
Padrio de reag¢3o semelhante pode ser observado na Fig.
6 onde soro anti-IgA reagiu e precipitou com zmostras de saliva

inicial, do sobrenadante e das eluigSes.

1-EB de jaca 1mg/ml 2-Saliva inicial 1mg/ml
3- Sobrenadante 1mg/ ml 4-1% eluicao  Tmg/ml
5-2= eluicdo 1mg/ml

Figura 5 — Reagf@o da dupla difusZio em agarosz entr= It de iaca,
saliva inicial, sobrenadante, lua. e 2a. eluigdes.
Foram aplicados 20 ul de proteina no orificio.
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1-Soro anti IgA Tmg/ml 2- Saliva inicial 1mg/ml
3-Sobrenadante 1mg/ml 4- Eluato1 Img/ml
5-Eluato 2 Img/nl

Figura 6 — ReagZo de dupla difusZo em agarose entre soro anti IgA
e saliva humana inicial, sobrenadante, la. & Za. elui-

¢oeS.
Foram aplicados 20 pg de proteina no orificio.

4.3 - IMUNOELETROFORESE EM AGAROSE

A eletroforese da saliva seguidz de incubagio com lectbi
na de jaca e soro anti-IgA, revela que o extrato bruto de =emen—

tes de jaca reage com duas bandas de glicoproteinas salivares,
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sendo uma coincidente com a regiZo da linha de precipitag¢Zo ocor-

rida com o soro anti-IgA e outra com mobilidade eletroforética

mais anddica (Figs. 7 e B).

1-Saliva Humana Inicial 10mg/ml
2- Saliva Humana Inicial  10mg/ml

Figura 7 — Imunceletroforese em agarose entre saliva humana ini-
cial e EB de jaca.

Faoram aplicados 10 pug de proteinz no gel. Apds a sepa-
ragdo eletroforética das proteinas da saliva, foram

aplicados nas canaletas 40 pl de EB de jaca 10 mg/ml.
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1-Saliva Humana Inicial 10mg/ml
2-Saliva Humana Inicial  10mg/ml
Figura 8 — Imunoeletroforese em agarose entre saliva humana ini-—

cial e soro anti—-IgA humana.
Foram aplicados 10 pg de proteina no gel. Apds a sepa-—

rac%o eletroforética das proteinas salivares, foram
aplicados nas canaletas 40 ul de soro anti—-IgA.



5 - DISCUSSAO

Muitos mdtodos tém sido usadoas para caracterizar a com—
posiclo gquimica da pelicula adguirida, como por exemplo, os his-
toquimicos, imunoldégicos, a eletrpforess em acrilamida 2 a angli—
se de aminodcidos. A andlise de aminodcidos, apssar de fornecer
dados e informagBes limitadas sobre as proteinas gue comp®enm a pe
itculas adguirida, parece ser a mais utilizada pelos pesguissadoraes
da aresa (EGGEM = ROLLA, 1983, o gue nos dificultou uma confronta
nan mails ampla snire oz resultados doste frabalho & 3¢ obhseryas-
goes mitadas pela literaturay emboraz o cochecimento de gue as lec
finas reagem especificamente com reslduoes de ag¢urares possa tam—
hém contribuir para o estudo das protelinas gue compBem a pelicula
adguirida in vitro, uma vez que a composiciEn 4os agucaras Nas peo
teinas < bem conhecida.

A andlise dos coeficientes mddios de mobilidads slebeo-
fordtica (BM} mostra gue o parfil eslebtroforstico das proteinas do
sobrenadante da saliva tratada com hideoxiapatita zpresenta  duass
barelas proteicas, todas com baixg BM medio (Fig. 2.

A banda proteica de RM 0,80 encontrada no padrio eletro
fordtico da saliva inicial (Fig. 1) deszaparsceu completaments  do
sobrenadante, fato sste contraric as observacBes feibas por HAY,
am 1947 onde aparecem trds bandas de alto BM no sobrenadante da
saliva tratada com hidroxiapatita. Deve-se ressaltae asgodl gus ame

bos os esxzperimentos foram realizados sob diferentes condigfes tac
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nicas, O que, certamente contvibuiu para explicav, esm  parte, ==
diferentes observacBies citadas.

0 perfil eletroforético das protelinas adsorvidas & hi-
droxiapatita, eluidas em tampXo fosfato &,2H (Fig. 3) & semelhan—
te aoc padrio eletvofordtico da saliva inicial (Fig. 1), como &
havia observado HAY em 1947, embora note-se que ocaorvrrvem  paudanyas
em tevomos de mobilidade sletroforética e nitidez das bandas, ha-
vendo uma maior concentvyagdo de proteinas no infcio do gel, ou
seja, no ponto de apiicaqﬁa, sugeyindg a existdncin de um proces—
sz de desnaturagfo proteicn durante o experimento.

A banda de RW médio 9,89 que havia desaparecido do  so-
brenadante, aparece aqui, mostrando a grande afinidade gue exibe
esta proteina & hidrosigpatita (Fia. )Y, o gue estd em Cconcordin-
cia com HAY (i%47) que, embora em seu experimento houvessem trés
bandas proteicas de alta mobilidade eletroforetica, concluiv  que
as bandas de RH elevado s8o adsorvidas mais selstivamente & hidro
#iapatita. & presenga de bandas de baixo RM fﬂ?tementé coradas s
deve provavelmente a questfes de concentragio, desnaturagdo pro-
teica ou ambos, £ nio de afinidade, pois estwns aspavecem ftanto no
sobyrenadante guanto nos eluatos, sugerindo ogue essas  protelnas
s3o gluldas apenas parcialwente durante o perlodo de incubagiao =
geluigic estudados.

Compavandsa s R médics das bhandas prateicas nos dife-
rentes sluatos, observa-sg a ausencia dz banda de KM 9,49 do per-

¥i1 sletroforédético das glicoproteinas salivares elvidas em bampia
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faosfato 1,0M {(Fig. 4), sugerindo gque esta proteina tenha sido to-
talmante elufda préviamente com tampHo fosfateo 0,2M. 4 banda de
alta mobilidade eletrofordtica ainda pode ser svidenciada eonfir-
mando a grande afinidade desta proteinag pela hidrosiapatita.,

Segundo HAY {19&7), mudangas parecem poorrer nas protel
nas apds 08 processos de adsorgdo, sendo muito dificil s as veres
impossivel de eluir determinadas proteinas apds um perfiodo  supe-—
rior a 4 horas de incubacBo. Isso talvezr ocorra ein funce®o da o
solubilidade da pelicula adguirida. Em nosso eyperimento, nas oon
digles enpregadas, ndo nos fol possivel confrontar essas afticma-
s¥es, smbora haja diferengas entre zs proteinas eluidas em tampdo
fosfato 0,2 =2 1,0M.

A anidlize dos perfis eletrofordiicos do  sobrensdante,
drns diferantes eluatos @ da saliva inicizal, mostra olarvazoente 3
presenga de um processo de desnaturagio proteica gue pode ser mes
ihor visualizado na regifo de proteinas de baixeo BRM, embora nos
faltasse aqui um controle, ou seja, saliva total incubada no mes-
me intervalo de tempo e temperatura sob agitaglo constants e em
contatn com superficies sdlidas gue ndo a bidroxiapatita, o que
implicaria na elaboraclo de novos estuados.

Existom varias evidéncias da interaqdn entre lectinas e
glicoprotelinas séricas (SBHARON e LIS, 1797323 YAZIAWA e cols., 1990,
antre oubtros), pordm hé muito pouco documentado sobre psta ag&o

no qgue diz respeito as proteinas salivares. GIBBONS = DANKERS mog

traram que exiratos de varias lectinas reagiam com saliva tratada
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con bidroxiapatiba, sugerindo gue uma das funcfes salivares pos—
za2 S8r 4 de reduzir a interaglo de lectinas da distz com as super
ficies mucosas da boca.

PAULING DA COBTA, em 1989, demonstrou gque a  Jacalina
reage con pelo menos doas glicoproteinas salivares, uma delas sen
do a Igh e este ¢ 0 Unico trabalho encontrado na literatura pes—
gquisada z este respsito.

fAs figuras 5 g & mostram respectivanente gue o ER de ja
ca & soro anti IgA reagenm com p sobrenadante e com 85 protelinas
adsorvidas a hidroxiapatita, sugerindo que esta lecting reage com
glicoproteinas salivares gue participas do processeo de  forpacio
da peliculs adguirida in vitro e gue a Igd ests pPQEéﬁta fiz  pe2-
licula adguirida.

ASLLA & cols,. (1983 jé4 haviam demoostrado g pressngs
de IghH na composicglio da pelicula sdguirida, porés, em nosso sepe-
rimento podemos inquirir que esta  isunoglobulinag possui grande
afinidade pela hidrogiapetite j& gue ela ndo fol tobtazlments glul-
da em tamp¥o Tosfato 0,2M, sugerindo a2 necessidade de novos estu-
dos o sentido de melhor elucidar este fabo & luz das fungidss  da
Igh na boca.

A lectina presente no EB de jaca reage com pelo menos
dizas glicoproteinas da saliva (Fig. 7}, uma ne regiio prduima ao
panto de aplicag¢En, indicando ser esta proteina de baixo RM =2 gque
& roincidente com a2 linha de precipitag3o do soro anti IghA 2 sa-

liva (Fig. B)Y, porédm, nfo podemos afirmar ser eztz proteina reco-
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mhecida pelo EB como sendo a Igh pois sabes-se gque a  resgdo bipo
iscting se da a5 nivel de residuos de agicares g o oom a moldouy-
ia proteica em si.

& presenga de uma oubtra linha de precipitacio na imuno-
sletroforese de ER de jaca = saliva en regliio mals anddiog,  oone
firma as obssgrvacBes feitas por PAULING DA COSTA (1989), gus =u-—
geriu reagirc a jacaling com pelo menos duas glicoproteinas sali-

vares (Fig. 7).
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6 ~ CONCLUSAO

EE de jaca reage in vitro com glicoproteinas gue se
adsorven & hidrowizapatita,; sugerindo gue isto pode ter  in vieoe

implicac®es na ecologia da cavidade bucal.



7 ~ RESUMO

A interagdo entre lectina de jaca e glicoproteinas gue
compden a pelicula adguirida in vitro fol estudada através de ele
troforese em acrilamida, dupla difus¥o em agaross g imunoaletrofo
rese 2m agarose. Saliva humana inicial foi incubada com hidroxia-
patita por duas horas A temperaziura ambiente e sob agitag¥o cons-—
tante, sendo, em seguida, eluida primeiramente em tampZo fosfato
G,2M pH 6,8 & em seguida em tampBo fosTato 1,0M pH &6,B. O sobrena
dante & os eluatos foram analizados eletrofordticamente »  testa-
dos em dupla difusio contra lectina de jace e soro de cabra anti—
Igf humana. Paralelaments z gostes experimentos  fol condugids a
imunoelatrpforese das proteinas salivares contra lectinsg de jaca
e sorg anti—-IgA humana. Os resultados mostraram gue & IgA  esis
presente na composi¢Bo da pelicula adguirida is vitre 2 que a lec
tina de jaca reage com as glicoproteinas salivares gue possuem

afinidade pela hidroxiapabita in vitro.



4é

8 - SDUMMARY

The interaction between lectin from jackfruit and gly~
coproteins that compose the zcquired pellicleg in vitro was  stu-
digd by poliacrilamide gel elecirophoresis, double-difusion in
agarose and immonoelectrophoresis. Human saliva was  incubated
with hydroxyapatite for 2 hours at room teapersture under conbi-
mous agitation and then elubted in O,2M phosphate buffer pH 4.8
and in the same buffer at 1,0M, The supsrastant and the eslubted
profins were analysed elecirophoretically amd tested by double
difusion against lectin from jackfruit amnd anti-IghA goat serum.
At the same time immunoeletectrophoresis of human saliva anti-Igh
sprun and lectin from Jackfruit were perforsed. The resulils
mpiomed that Igh is pressnt in the proteins that  compose the
acgulired pesllicle in vitre and that the lectin from  jJackfruait
reacts with salivary glycoproteins that have aftfinity fopr thes

hydroxiapatite in vitro.
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