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RESUMO

O comportamento ingestivo € regulado,
entre outros, por factores afectivos, os
quais determinam diferentes preferéncias.
A escolha da dieta depende de experiéncias
anteriores, bem como do nivel de percep-
¢do gustativa, estando a saliva envolvida
neste ultimo. As proteinas salivares
desempenham papéis muito diversos que
incluem a lubrificacdo, digestdo, protec¢do
contra microorganismos e factores antinu-
tritivos, e tém um papel decisivo na trans-
ducdo do gosto. A nossa abordagem ao
estudo do comportamento ingestivo utiliza
a protedmica para identificar e monitorizar
a expressdo das proteinas salivares. A
palavra protedmica € utilizada para descre-
ver o estudo do proteoma, ou seja, a medi-
cdo simultanea da totalidade de proteinas
de uma matriz biolégica. Temos como
objectivo contribuir para uma melhor com-
preensdo dos mecanismos envolvidos na
regulacdo do comportamento em pastoreio,
através do estudo do proteoma salivar de
cabras e ovelhas, cujas preferéncias gusta-
tivas diferem.

ABSTRACT

Ingestion behavior is controlled, among
others, by affective factors, which lead to
different preferences. Diet selection de-
pends on animal past experience as well
as taste perception, in which saliva is in-
volved. Salivary proteins have diverse
functions, which include lubrication, di-
gestion, protection against microorgan-
isms and antinutritional compounds and
have an important role in taste transduc-
tion. Our approach to the study of feeding
behavior uses proteomics to access ex-
pression profile and to identify salivary
proteins. The word proteomics is used to
describe the study of proteome, i.e. the
simultaneous measurement of the entirety
of proteins from a biological matrix. We
aim to contribute to a better understanding
of grazing and browsing control mecha-
nisms through the study of sheep and
goats salivary proteome, species that
show different diet preferences.
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INTRODUCAO

O termo proteoma esta associado a identi-
ficacdo e caracterizagdo de um grande nliime-
ro de proteinas, constituintes simultaneos de
uma matriz bioldgica (organelo, célula, orga-
nismo, fluido bioldgico) que sdo produzidas
num determinado momento e sob determina-
das condigdes. O estudo do proteoma, permi-
te obter informagéo sobre os perfis de expres-
sdo das proteinas, quer referentes a sua abun-
dancia e localiza¢do, quer ainda a modifica-
¢des quimicas ou interacgdes. As técnicas
mais vulgarmente utilizadas s3o as que recor-
rem a separacdo das proteinas por electrofo-
rese bi-dimensional combinada com a sua
posterior identificacdo através de métodos de
espectrometria de massa.

Como este tipo de abordagem possibilita
que, com um unico ensaio, se consiga identi-
ficar e comparar o nivel de expressdo de um
grande nimero de proteinas e ainda caracte-
rizar as suas modificagdes pos-translaccio-
nais, o interesse pela aplicagdo da protedmica
cresceu bastante na Ultima década. A pro-
teomica tem sido aplicada a uma grande
diversidade de areas de estudo, nomeada-
mente no estudo de diversas patologias como
a diabetes (Scott et al., 2005), ou diferentes
tipos de cancro (Hamler e al, 2004; Fried-
man et al, 2004), em toxicologia (Aardema e
MacGregor, 2002), ou ainda na pesquisa de
proteinas que possam ser utilizadas como
marcadores biologicos de varias doengas
(Turck et al, 2005; Blake, 2005). Também na
produgdo animal comeca a haver um interes-
se crescente na utilizagdo da protedmica.
Burgess (2004) refere a sua aplicabilidade ao
estudo do sistema imunitario de espécies
avidrias. Areas como a parasitologia (de
Venevelles et al., 2004), reprodugdo (Strze-
zek et al, 2005) e nutricdo (Fuchs et al.,
2005) também tém beneficiado com a utiliza-
¢ao de uma abordagem protedmica e das téc-
nicas experimentais que lhe estio associadas.

As possibilidades decorrentes da utilizagdo
destes tipos de estudos estdo, no entanto, ain-
da longe de serem esgotadas. Referindo-nos
apenas a nutrigdo, varias situacdes poderiam
beneficiar desta abordagem. Neste texto ire-
mos referir-nos apenas ao estudo do compor-
tamento de ingestdo, processo extremamente
complexo e variavel. E reconhecida a capaci-
dade que os animais t€m de, em pastoreio,
ajustar a ingestdo, combinando os diversos
alimentos que tém a disposi¢do, de modo a
ingerir uma dieta que lhes proporcione mais
beneficios nutricionais ou psicologicos (Vil-
lalba & Provenza, 2005). No entanto, como a
maior parte dos estudos se baseia na observa-
¢do de preferéncias e quantidades ingeridas,
este conhecimento ¢ apenas aplicavel a con-
di¢des semelhantes, pouco contribuindo para
compreender os mecanismos que controlam
a ingestdo. A utilizacdo de técnicas experi-
mentais que permitam avaliar e comparar a
expressdo proteica em determinados momen-
tos, nomeadamente em resposta a diferentes
dietas, sdo de grande utilidade no estudo do
comportamento ingestivo. No entanto, ape-
nas Ishihara et al. (2005) utilizaram uma
abordagem protedmica no estudo da inges-
tdo, através da qual obtiveram padrdes de
expressdo de proteinas do cérebro de ratos, e
compararam o seu perfil proteico quando
estes foram sujeitos a regimes alimentares
diferentes.

Para uma melhor compreensdo dos prin-
cipios e técnicas utilizadas em estudos de
protedmica recomenda-se a consulta da
revisdo efectuada por Dhingra et al. (2005).

O COMPORTAMENTO DE INGES-
TAO

O comportamento de ingestdo resulta da
interaccdo de uma variedade de factores,
que vdo desde mecanismos homeostaticos,
os quais estdo relacionados com os circui-
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tos de informag@o no cérebro e que assegu-
ram um aporte adequado de energia e nu-
trientes, a mecanismos heddnicos, que t€m
a ver com sensacOes de prazer. Dentro des-
tes ultimos destacam-se 0s mecanismos
gustativos, determinantes na escolha da di-
eta.

A palatabilidade € um factor determinan-
te nos processos de escolha e ingestao dos
alimentos. Este € um processo complexo
que integra o odor, o sabor e a textura dos
alimentos com os efeitos pds-ingestivos
destes em termos de nutrientes e toxinas
(Provenza, 1995). A percep¢do do aroma
por parte dos animais resulta da recepgao
dos estimulos gustativos, olfactivos e tac-
teis por parte dos receptores sensoriais
situados na cavidade bucal. Normalmente
os animais apresentam preferéncia para os
sabores doce e salgado e aversdo para
compostos acidos e amargos, comporta-
mentos estes, que parecem ter um valor
adaptativo, na medida em que o sabor
amargo estd frequentemente associado a
alcaléides, muitos deles anti-nutritivos, € o
sabor 4cido a produtos que ainda se encon-
tram em fases precoces de maturacdo e,
por isso, pouco nutritivos, enquanto que 0s
sabores salgado e doce estdo associados a
nutrientes com importancia para a sobrevi-
véncia.

Nos tltimos anos tem-se avancado na
compreensdo da discrimina¢@o dos sabores
a nivel molecular. Foram identificados os
genes para VArios receptores gustativos
(Lindemann, 2001). Verificou-se que exis-
tem diferencgas entre as vdrias espécies ao
nivel do nimero e distribuicao dos recepto-
res gustativos, o que pode levar a diferen-
tes niveis de percepgdo para os diferentes
gostos (Miller & Whitney, 1989; Duffy &
Bartoshuk, 2000). No entanto, continua por
compreender o modo integrado como a in-
formagdo gustativa determina o compor-
tamento ingestivo. E igualmente reconhe-

cida a importancia que a morfo-fisiologia
desempenha na determinagdo das preferén-
cias alimentares (Hofmann, 1989). As
glandulas salivares e a composico da sali-
va apresentam diferengas entre os varios
grupos de animais com comportamentos de
ingestdo diferentes (Kay et al., 1980). As
espécies que estamos a estudar, ovinos e
caprinos, constituem um exemplo de espé-
cies que, apesar de estarem ligadas filoge-
neticamente, apresentam diferencas mar-
cadas ao nivel da seleccdo dos alimentos.
As ovelhas sdo animais que se alimentam a
base de monocotiledoneas (grazers), en-
quanto que as cabras apresentam uma dieta
cuja composicdo varia de acordo com a
disponibilidade de alimento, predominando
as monocotiledéneas ou as dicotiledéneas,
na sua dieta, consoante a época do ano,
apresentando assim um comportamento in-
termédio entre grazers e browsers e tendo
por isso sido classificadas de intermediate
feeders.

SALIVA

A saliva é maioritariamente produzida
por 3 pares de glandulas salivares (par6ti-
das, submandibulares e sublinguais) adju-
vadas por numerosas glandulas salivares de
menores dimensdes, entre as quais as glan-
dulas labiais e as glandulas de von Ebner.
A secre¢do salivar € controlada pelos ra-
mos simpético e parassimpatico do sistema
nervoso auténomo. Todas as condicdes,
extrinsecas e intrinsecas ao animal, que
afectem os sistemas adrenérgico e colinér-
gico vao produzir alteracdes na taxa de se-
crecdo de saliva e/ou na sua composi¢ao.
Os estimulos que afectam a secregdo de sa-
liva podem ser intra-orais, como € 0 caso
do sabor ou de estimulos mecanicos, ou
extra-orais, tais como factores ambientais,
odor ou mesmo factores psiquicos, como
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expectativas (Christensen e Navazesh,
1984). A estimulac@o mecanica provocada
pelos alimentos induz a secregdo de saliva
(Richardson & Feldman, 1986). Estimulos
quimicos diferentes, como sdo os diferen-
tes sabores, conduzem a producdo de flu-
xos de saliva diferentes. Alimentos com
caracteristicas que irritam a cavidade oral
também parecem induzir um intenso fluxo
de saliva, o que pode servir para a sua pro-
teccdo (Martin & Pangborn, 1971) Existe,
assim, uma relagdo mitua entre a secreciao
de saliva e a composi¢do da dieta. O tipo
de alimento ndo s6 influencia a producio
de saliva, como esta, por sua vez, afecta a
percep¢do sensorial dos alimentos (Mat-
suo, 2000).

De entre os constituintes da saliva, as
proteinas salivares sdo componentes com
fungdes muito diversas, entre as quais se
destaca um papel decisivo ao nivel da
ingestdo. As protefnas que se encontram na
saliva sdo, na sua maioria, sintetizadas de
novo nas glandulas salivares. No entanto,
na saliva também se podem encontrar pro-
tefnas cuja proveniéncia sdo microorga-
nismos (principalmente bactérias) (Mcar-
thur & Jacques, 2003), sangue (Huang,
2004) ou células e tecidos da cavidade oral
(Kojima et al., 2000). Algumas proteinas
salivares podem influenciar a lubrificag@o
e consequentemente a percepgao de certos
atributos dos alimentos, tais como a macie-
za ou a adstringéncia (Noble, 1995). Certas
proteinas salivares sdo induzidas em res-
posta a ingestdo de certas substancias pre-
sentes nos alimentos, com o objectivo de
suprimir os efeitos negativos provocados
por estas. E o caso de algumas cistatinas
salivares que, em condi¢cdes normais, estao
ausentes na saliva dos roedores, mas que
sdo induzidas pela ingestdo de alimentos
“agressivos” para a mucosa oral (Bedi,
1991). Do mesmo modo, a ingestdo de
substancias com a propriedade de inibir a

detec¢@o do gosto doce induz, nos ratos, a
producdo de proteinas salivares com afini-
dade para essas substancias, servindo como
defesa (Katsukawa et al., 1999). Um dos
grupos de protefnas salivares que aparece
ligado ao tipo de dieta dos animais € o gru-
po das proteinas com afinidade para tani-
nos. A saliva de animais cuja dieta habitual
inclui niveis elevados de taninos apresenta
na sua constitui¢do este tipo de proteinas,
enquanto que noutros animais a sua produ-
¢do ¢ induzida pelo aumento do nivel des-
tes compostos secunddrios nos alimentos.
Em humanos e ratos, as proteinas salivares
ricas em prolina (PRPs) sdo as mais apon-
tadas como tendo uma elevada afinidade
para os taninos, servindo como defesa para
o animal, ao formarem complexos estaveis
com esses compostos, impedindo-os de
exercer efeitos nefastos para o animal (Lu
& Bennick, 1998; Baxter et al., 1997). Os
humanos apresentam ainda as histatinas
(proteinas salivares ricas em histidina), que
também tém elevada afinidade para os ta-
ninos (Wroblewski et al., 2001; Naurato et
al., 1999; Yan & Bennick, 1995), mas a
sua presenca ainda ndo foi referida na sali-
va de outras espécies animais.

PROTEOMICA, SALIVA E COM-
PORTAMENTO DE INGESTAO

O proteoma é um sistema altamente di-
namico, uma vez que as proteinas estdo su-
jeitas a constante biossintese, modificagdo e
degradacdo. Ainda que os fendmenos de
traducdo se iniciem com os RNA mensagei-
ros, muitas vezes ndo se consegue estabele-
cer uma relacdo entre os niveis destes e 0s
das proteinas por eles codificadas. Para
além disso, a variedade de proteinas expres-
sas é muitas vezes superior a variedade de
RNA mensageiro, devido a modificacoes
pés-transcripcionais e pés-traducionais (fos-
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forilagdes, glicosilagdes, protedlise), que
podem ser determinantes para a fungdo das
proteinas, pelo que a informagdo obtida a
partir da andlise do RNA mensageiro se tor-
na limitada.

A utilizagdo da proteémica no estudo da
saliva humana tem vindo a crescer de inte-
resse, de hd uns anos para cd, com resulta-
dos promissores (Amado et al., 2005). A
andlise das proteinas da saliva € atractiva, na
medida em que a saliva é um fluido cuja
recolha € rdpida e ndo invasiva. A maior
parte da investigacdo que tem sido feita, ao
nivel da saliva, recorrendo a técnicas de pro-
teOmica, tem sido realizada em humanos,
principalmente em estudos relacionados
com a saude da cavidade oral (Huang,
2004), ou com a identificacdo de bio-
marcadores salivares que possam servir para
monitorizar o estado de saide dos indivi-
duos ou para diagnosticar doengas. Algumas
das proteinas identificadas na saliva humana
incluem: cistatinas, lizozimas, PRPs acidas,
basicas e glicosiladas, imunoglobulinas,
peroxidases, histantinas, entre outras. Para
uma listagem mais exaustiva e completa das
proteinas salivares identificadas em huma-
nos ver Amado et al. (2005) e Hu et al.
(2005).

Informac@o referente ao proteoma de ou-
tras espécies de mamiferos é praticamente
inexistente, se exceptuarmos a utilizagdo de
animais como ‘“‘modelos” humanos, nomea-
damente roedores e suinos (Amasaki et al.
2001; Williams et al. 1999a; Williams et al.
1999b). Sendo a saliva um fluido complexo,
constituido por uma variedade de proteinas
que podem variar, qualitativa e quantitati-
vamente, de acordo com vdrios factores re-
lacionados com a ingestdo, técnicas que
permitam separar e identificar essas protei-
nas sdo poderosos aliados no estudo do
comportamento ingestivo. O conhecimento
da composicdo proteica da saliva, bem
como a monitorizagio das alteragdes indu-

zidas por factores ambientais, nomeadamen-
te através da composicdo da dieta, podem
contribuir para uma melhor compreensao da
fisiologia digestiva e da capacidade adapta-
tiva dos animais. Apesar desta evidéncia, e
dos herbivoros constituirem um grupo de
animais com uma dieta varidvel e dependen-
te das espécies vegetais disponiveis, a apli-
cagdo das técnicas de protedmica ao estudo
da saliva destes animais nunca foi realizada.

Tal como foi referido anteriormente,
cabras e ovelhas escolhem alimentos com
caracteristicas diferentes, em pastoreio.
Uma das grandes diferencas na composicao
desses alimentos regista-se nos niveis de
metabolitos secunddrios presentes, com as
cabras a ingerirem uma maior quantidade de
substancias consideradas adstringentes e
amargas, nomeadamente taninos, compara-
tivamente as ovelhas. Os humanos e algu-
mas espécies animais, nomeadamente ratos,
apresentam uma familia de proteinas saliva-
res, as PRPs, as quais t€m uma afinidade
particular para estabelecer ligacdes a tani-
nos. Nalgumas espécies essas proteinas sdo
sintetizadas em resposta a um aumento do
nivel desses compostos na dieta, sendo con-
sideradas como “linha de defesa” contra os
efeitos nefastos desses compostos. Estudos
realizados em ruminantes sugerem que a
producdo de proteinas com afinidade para
taninos depende dos niveis e tipos de tani-
nos presentes nas dietas normalmente con-
sumidas por esses animais. Desta forma,
Hagerman e Robbins (1993) sugerem a pre-
senca constitutiva de proteinas com afinida-
de para taninos na saliva dos browsers, a
sintese dessas proteinas na saliva de inter-
mediate feeders, induzida por niveis eleva-
dos de taninos na dieta, e a sua auséncia na
saliva dos grazers.

O trabalho que estamos a desenvolver
envolve o estudo do proteoma da saliva pa-
rotidea destas duas espécies domésticas de
ruminantes.
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A metodologia analitica que utilizamos,
inclui a separa¢do das proteinas da saliva
em electroforese em gel de poliacrilamida a
duas dimensdes e a andlise do padrio de
separagdo, seguida de identificagdo das pro-
teinas por espectrometria de massa, através
de espectros adquiridos num equipamento
do tipo MALDI-TOF (matriz assisted lazer
desorption ionization — time of flight). A
separagdo dos extractos de proteinas saliva-
res por electroforese bidimensional implica
uma primeira separagdo por focagem isoe-
Iéctrica, em fungdo da carga das proteinas, e
uma segunda separagdo em condigdes des-
naturantes, em fungdo da sua massa molecu-
lar. Os géis obtidos sdo posteriormente ana-
lisados através da utilizagdo de software que
possibilita uma comparagdo do perfil das
proteinas expressas em cada uma das dife-
rentes condigdes. Depois da andlise de ima-
gem, as proteinas de interesse sdo identifi-
cadas. Os spots correspondentes a essas pro-
teinas sdo cortados e cada uma das proteinas
digerida in gel, utilizando uma protease
especifica. A massa dos péptidos resultantes
da digestdo ¢ determinada por espectrome-
tria de massa. O padro do espectro de mas-
sa ¢é caracteristico de cada proteina e funcio-
na, por isso, como uma espécie de impres-
sdo digital da proteina. Comparando o con-
junto das massas de péptidos determinado
experimentalmente com as massas dos dige-
ridos tedricos das sequéncias de proteinas
depositadas em bases de dados, é possivel
identificar as proteinas. Esta busca nas bases
de dados ¢ facilitada pela utilizagdo de sofi-
ware especifico. A estratégia descrita para a
identificagdo de proteinas ¢ denominada
peptide mass fingerprinting.

Esta abordagem ird permitir-nos conhe-
cer, numa primeira fase, os padrdes protei-
cos caracteristicos da saliva de cada uma
das espécies animais referidas, o que podera
ajudar a compreender melhor as decisdes,
em termos de selec¢do dos alimentos, por

parte de cada uma delas. Para além disso,
pretendemos comparar o proteoma da saliva
de cada uma das espécies, quando sujeitas a
dietas diferentes, nomeadamente ao nivel de
compostos fendlicos, de modo a investigar
se induzem alteragdes na composi¢do pro-
teica da saliva que possam explicar os dife-
rentes comportamentos de ingestao.

Em trabalhos preliminares (Lamy e? al.,
2003), verificimos a existéncia de diferen-
¢as entre ovinos e caprinos no que diz res-
peito ao perfil proteico da saliva das glandu-
las parotidas. Qualquer um destes perfis
difere também dos existentes na bibliografia
para a saliva proveniente das glandulas
pardtidas de humanos. Algumas das protei-
nas identificadas até ao momento incluem
albuminas, lactoferrinas, anidrase carbonica
VI, enolases, entre outras. As proteinas cor-
respondentes as diferencas detectadas ainda
ndo foram identificadas, continuando-se a
desenvolver o trabalho laboratorial necessa-
rio.
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