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Aos meus pais e a minha madrinha

“Toute reussite deguise une abdication.”

Simone de Beauvoir
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Influéncia do odor de alimentos no proteoma salivar: o

caso particular do odor do péo

Resumo

Cheirar um alimento desencadeia emoc0des e a salivacdo. Contudo, ndo se sabe
que alteracdes esse estimulo induz na composicao proteica da saliva.

Este trabalho tem como objetivo identificar alteragdes induzidas pelo odor do pé&o
no proteoma salivar, relacionando-as com emoc¢des desencadeadas e avaliando a sua
semelhanga com a mastigacéo. As técnicas utilizadas foram: quantificagdo em proteina
total, eletroforese bidimensional, ELISA e determinacéo de atividade enzimética.

Observaram-se aumentos nos niveis de expressao de spots proteicos de a-
amilase e cistatinas, com o cheiro, semelhantes as induzidas pela mastigacdo do
mesmo alimento. JA os niveis de imunoglobulinas ndo diminuem com o cheiro, ao
contrario da mastigacdo. O desejo desencadeado pelo odor do pao resultou em maiores
aumentos de taxa de secregdo, cortisol e amilase salivares. Conclui-se que, o proteoma
salivar responde ao odor dos alimentos e que algumas alteracdes sdo semelhantes as

resultantes da mastigacéo desse alimento.

Palavras-chave. Aroma alimentar: pao; protedmica salivar; percecao alimentar;

eletroforese bidimensional
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The influence of food odor in salivary proteome: the

particular case of bread odor
Abstract

Smelling food causes emotions and induces salivation. However, it is not known
which changes this stimulus causes in the salivary protein composition.

This paper aims to identify changes induced by bread odor in salivary proteome,
relating them to perceived emotions and assessing their similarity with changes induced
by chewing. The techniques used were: total protein quantification, two-dimensional
electrophoresis, ELISA and enzymatic activity quantification.

Increases in expression levels of a-amylase and cystatins’ protein spots, induced
by food odor were observed, which were similar to the ones induced by chewing the
same food. Immunoglobulin levels do not decrease with odor, by opposition to chewing.
The desire caused by the odor of bread resulted in higher increases in salivary secretion,
cortisol and amylase rates. It is concluded that salivary proteome responds to food odor
and some changes are similar to those resulting from chewing of this food.

Keywords: Food aroma; Bread; Salivary proteomics; Food perception; Two-

dimensional electrophoresis;



Laura Regula Eustaquio Carreira
Influéncia do odor de alimentos no proteoma salivar: o caso particular do odor do pdo




Laura Regula Eustaquio Carreira
Influéncia do odor de alimentos no proteoma salivar: o caso particular do odor do pdo

Capitulo | - Introducao




Laura Regula Eustaquio Carreira
Influéncia do odor de alimentos no proteoma salivar: o caso particular do odor do pdo




Laura Regula Eustaquio Carreira
Influéncia do odor de alimentos no proteoma salivar: o caso particular do odor do pdo

1.1. Saliva

A saliva é um fluido transparente que banha toda a cavidade oral. E constituido
por mais de 90% de agua, levemente acido (pH compreendido entre 6,2 — 7,4),
composto por uma mistura dos fluidos resultantes da secre¢é@o exdcrina das glandulas
salivares maiores (glandulas submandibulares, sublinguais e parétidas), das glandulas
salivares menores (como a glandula de Von Ebner, entre outras) e do fluido gengival
crevicular (Huang, 2004; Schipper et al., 2007; Neyraud et al., 2011; Neyraud, 2014; El
et al., 2019). Esta saliva designa-se saliva total (Nater & Rohleder, 2009). Todas as
glandulas possuem um elevado nivel de vascularizagdo que auxilia a troca de moléculas
com 0 sangue por transporte ativo ou por difuséo passiva (El et al., 2019; Sturque et al.,
2019). As glandulas salivares sdo constituidas por células mioepiteliais, células acinares
e ductos (Lamy, 2013). As células mioepiteliais estdo ligadas aos ductos e as células
acinares pela superficie externa e contraem para auxiliar na libertacdo de secrecdes
(Ellis, 1991).

A saliva tem como funcéo lubrificar a boca, proteger os dentes e toda a cavidade
oral de micro lesGes provocadas pelo atrito alimentar e/ou microrganismos patogénicos,
ajuda na mastigacédo, na formacéo do bolo alimentar, na degluticdo e na digestao, auxilia
na percecéo do aroma e do paladar, na fala e contribui para a homeostase e para o pH
da cavidade oral, tem acgdo antibacteriana, antiviral e antifingica (Huang, 2004; Neyraud
et al., 2011; Lamy, 2013; El et al., 2019; Roblegg et al., 2019).

E de salientar que a composicéo da saliva apresenta variabilidade inter-individual
devido aos fatores intrinsecos de cada um, tal como a idade, o sexo, a dieta, o estado
de salde, o stress e 0 uso de prétese dentaria (Mosca & Chen, 2017a). Embora exista
esta variabilidade, a saliva é um fluido frequentemente estudado como tendo potencial
para diagnostico, por possuir moléculas que variam em fungdo de determinadas
situagdes, como por exemplo o cortisol que permite avaliar o stress, e por ser de recolha
facil e ndo invasiva (Zhang et al., 2013; Garcia-blanco et al., 2016; Sienicka et al., 2018).
Existem algumas disfuncdes salivares como a xerostomia, que consiste na sensacéo de
boca seca; a sialadenite, que é uma inflamacé&o das glandulas salivares; e os célculos

na glandulas salivares semelhantes aos célculos renais (Roblegg et al., 2019).
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Um adulto saudavel produz diariamente entre 500 e 1000 mL de saliva com uma
taxa de fluxo salivar entre os 300-400 pL/ min (El et al., 2019).

O fluido salivar humano € constituido por eletrélitos, como o sédio, 0 potassio, 0
calcio, o magnésio, o bicarbonato e os fosfatos; por proteinas, entre elas enzimas,
mucinas, imunoglobulinas e por compostos azotados (Déléris et al., 2016; Mufioz-
Gonzalez et al., 2018). Os compostos azotados como a ureia e 0 amonio auxiliam na
manutencdo do pH e da capacidade tamponante da cavidade oral(Humphrey &
Williamson, 2001). Na saliva também existem hormonas tais como a insulina, a
glucagina, a leptina, a ocitocina, entre outras (Neyraud, 2014).

As glandulas salivares maiores (Figura 1) sdo compostas pelas glandulas
parotidas, pelas glandulas submandibulares e pelas glandulas sublinguais (Huang,
2004). Sao responsaveis por produzir saliva, maioritariamente em resposta a estimulos
nervosos, de entre os quais, os induzidos pela percec¢éo alimentar. As glandulas maiores
sao inervadas quer pelo sistema autdnomo simpatico quer pelo parassimpético, sendo
que este Ultimo com o0s seus recetores muscarinicos e colinérgicos € normalmente
responsavel pelo aumento do fluido salivar, enquanto que o sistema autbnomo simpatico
com os recetores [3-adrenérgicos é responsavel pela sintese proteica ( tais como os

recetores de imunoglobulinas, a-amilase, entre outros) (Emmelin N, 1987).
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Figura 1: Localizagéo das glandulas salivares maiores: 1- glandula parétida; 2- glandula

submandibular; 3- glandula sublingual (Roblegg et al. 2019).

Nas glandulas submandibulares o fluido produzido é um fluido seromucoso. Estas
glandulas estdo localizadas sob a mandibula, de cada um dos lados, como o proprio

nome indica (Dinnella et al., 2010). Pesam entre 7-16 g (cada) e possuem uma
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consisténcia mais dura que as outras glandulas. Sao inervadas parassimpaticamente
pelo nervo facial e simpaticamente, tal como as glandulas paroétidas, pelo nervo espinhal
(Sienicka et al., 2018). Nalgumas espécies, de entre as quais se destacam os roedores,
as glandulas submandibulares séo constituidas por um tipo de ductos caracteristicos,
os ductos granulares (Ellis, 1991).

As glandulas sublinguais séo responséaveis pela secre¢édo de um fluido mucoso,
sendo estas glandulas as mais pequenas dos trés pares de glandulas salivares maiores,
com cerca de 3-5 g (Dinnella et al., 2010). Encontram-se por baixo da lingua cobertas
por uma membrana mucosa (Sienicka et al., 2018). Estas glandulas produzem um fluido
rico em glicoproteinas e pobre em enzimas (Leite, 2006).

As glandulas parétidas sdo as de maior tamanho, tendo entre 15-30 g, cada
(Dinnella et al., 2010). Produzem um fluido seroso, proveniente de células serosas
(Wang et al., 1994) e ficam localizadas de ambos os lados da cavidade oral, por baixo
das orelhas e sensivelmente préximas das glandulas submandibulares. As glandulas
parétidas encontram-se encapsuladas em tecido conjuntivo e s&o inervadas
parassimpaticamente pelo nervo glossofaringeo e simpaticamente pelo nervo espinal
(Sienicka et al., 2018). A saliva produzida por esta glandula ndo possui mucinas nem
niveis elevados de outras glicoproteinas o que lhe confere uma viscoelasticidade perto
do valor da 4gua (Carpenter, 2013).

As glandulas salivares menores estao distribuidas pela mucosa oral, localizando-
se em diferentes zonas como o labio inferior, lingua, palato, bochechas e faringe (Mosca
& Chen, 2017b). As glandulas menores serosas sdo as glandulas de Von Ebner
enquanto que todas as outras produzem um fluido mucoso (Carpenter, 2013).

As glandulas salivares maiores possuem um ducto principal (Figura 2) que se
ramifica, dando origem a varios ductos estriados progressivamente menores, que por
sua vez também se ramificam em ductos intercalares, terminado em &cinos (Ellis, 1991).
Os acinos sdo compostos de células acinares, as quais sédo responsaveis pela producéo
de saliva. (Ellis, 1991). As células acinares serosas produzem proteinas ricas em
prolina, amilase, histatinas e cistatinas, que sdo fundamentais para o processo de
ingestao de alimentos. Os acinos das glandulas paroétidas e as glandulas de Von Ebner

séo constituidas por estas células (Dinnella et al., 2010). J& no que diz respeito as
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células mucosas, estas produzem um fluido rico em mucinas que sao responsaveis pela
lubrificacdo (Dinnella et al., 2010) . O processo de secrecdo das proteinas salivares é
composto pela sintese, armazenamento e libertacdo. Cada uma destas fases é regulada
pela fosforilacdo de proteinas alvo, como € o caso da proteina cinase A, que esta
dependente do AMP ciclico (Nater & Rohleder, 2009).

Ducto
intercalar

/\\’ Ducto
estriade

Ducto
excretor
Ly

miocepitelial
Figura 2: Anatomia de um ducto salivar (adaptado de Regezi et al. 2017).

As células acinares estdo, constantemente, a expelir constituintes salivares, no
entanto esta secrecdo pode ser aumentada ou diminuida por estimulos,
maioritariamente provenientes dos nervos simpaticos ou parassimpaticos (Nater &
Rohleder, 2009).

A grande maioria das proteinas, de origem glandular, sdo sintetizadas pelas
células acinares, passando estas e eletrélitos para o sistema de ductos. Este movimento
de ides no lumen acinar da origem a um gradiente osmético, que resulta numa saida de
agua passivamente, para fora da célula. A solucdo que sai das células acinares é
hipoténica. Nos ductos o sddio é, maioritariamente, reabsorvido enquanto que o
potassio e o bicarbonato sdo excretados para o fluido final (Harris M, Edgar M, 1998).

Se esta saliva for produzida sem que seja em resposta a algum estimulo, designa-
se saliva ndo estimulada e tem baixa taxa de fluxo salivar, 0.1 — 0.5 mL/min (Mosca &
Chen, 2017a), e alta concentracdo de mucinas (Dinnella et al., 2010). Nesta situag&o de
auséncia de estimulo, sdo as glandulas submandibulares que tém maior contribuicdo

(Brandéo et al., 2014). Em situagéo de estimulagdo (mecéanica ou sensorial), a taxa de



Laura Regula Eustaquio Carreira
Influéncia do odor de alimentos no proteoma salivar: o caso particular do odor do pdo

fluxo salivar € mais elevada, variando entre 1.0 — 3.0 mL/min (Mosca & Chen, 2017a), é
segregada como resposta a um estimulo visual, olfativo, orofaringeo ou esofagico. As
glandulas parotidas tém uma contribuicdo elevada para a saliva estimulada (Dinnella et
al., 2010), a qual € libertada junto dos molares, ajudando assim na digestédo (Carpenter,
2013). Em Humanos, a saliva recolhida € uma secre¢éo mista, devido a anatomia dos
ductos salivares. Todavia é possivel recolher saliva glandular mas ndo de forma
completamente ndo invasiva, e 0s sistemas que nos permitem fazé-lo diretamente da
pardétida, recolhem quantidades limitadas e é dificil faze-lo sem estimulagdo (Carpenter,
2013).

1.2. Proteoma Salivar

A definicdo de proteoma diz respeito ao conjunto de proteinas sintetizadas por um
organismo. O termo “proteoma” resulta da contragdo da palavra “PROteina” codificada
por um determinado "genOME” (Esteves et al., 2019).

O estudo do proteoma salivar comecou a ganhar interesse ha menos de 2
décadas, o que se deveu, por um lado aos grandes avancos no desenvolvimento de
métodos e equipamentos, e consequentemente, na utilizacdo de abordagens
protedmicas, e por outro lado, as crescentes evidéncias de que a saliva pode ter
potencial para utilizacdo em diagndstico (Amado et al., 2013; Esteves et al., 2019). Para
além da utilizacdo na pesquisa de biomarcadores de patologias orais e sistémicas, a
saliva comecga agora também a ser estudada em termos de envolvimento na ingestéo e
percecdo dos alimentos.

O proteoma salivar € influenciado pela taxa de fluxo salivar, pelo ritmo circadiano,
tipo e tamanho da glandula, duragéo e tipo de estimulo, dieta, a toma de medicamentos,
nivel de exercicio fisico, idade, sexo, tipo de sangue e estado fisiolégico (Schipper et
al., 2007; El et al., 2019; Sarkar et al., 2019). Por isso, a mastigagéo, que se trata de um
estimulo mecanico, induz a salivagédo (Carpenter, 2013).

Foram j& identificadas mais de 3000 proteinas presentes na saliva (Amado et al.,
2013). As proteinas presentes na saliva sdo diversas, tais como a a-amilase, albuminas,

imunoglobulinas, lizosimas, histatinas, estaterinas, proteinas ricas em prolina,



Laura Regula Eustaquio Carreira
Influéncia do odor de alimentos no proteoma salivar: o caso particular do odor do pdo

aglutininas, enzimas com ac¢ao antimicrobiana, mucinas entre outras glicoproteinas,
cistatinas (Huang, 2004; Lamy, 2013; Roblegg et al., 2019). Grande parte das proteinas
que constituem o proteoma salivar tém acdo enzimatica ou de transporte (Neyraud,
2014).

As abordagens usadas para o estudo do proteoma baseiam-se, principalmente,
na separagao proteica e na espectrometria de massa. Ha abordagens “gel-based” e
“‘gel-free”. As primeiras dizem respeito a abordagens que consistem na separacao das
proteinas, por eletroforese em gel, antes da sua identificagcdo por espectrometria de
massa, enquanto que nas “gel-free” a amostra é tratada sem que ocorra a separagao
das proteinas em gel (Rabilloud et al., 2010; Scherp et al., 2011; Lamy et al., 2015a).
Pode haver uma separacdo das proteinas prévia a espectrometria de massa, por
cromatografia ou por eletroforese capilar, por exemplo, e pode haver uma digestao
conjunta das proteinas constituintes da amostra, sendo a mistura resultante submetida
a espectrometria de massa, para identificagdo das proteinas presentes. Esta ultima
abordagem é aquela frequentemente usada quando se fala em estudos “bottom-up” ou
de “high throughput”, pois permitem o “jorrar’ de uma grande quantidade de informacéao
(Rotilio et al., 2012).

A abordagem baseada em gel consiste numa separagao prévia das proteinas por
eletroforese. Neste caso, pode fazer-se uma separacdo apenas numa dimens&o, por
massas moleculares (SDS-PAGE), ou por ponto isoelétrico da proteina (focagem
isoelétrica), ou pode optar-se por uma separacao das proteinas através de eletroforese
bidimensional, permitindo uma maior separacao. Neste Ultimo caso, as proteinas sao
separadas, numa primeira fase, pelo seu ponto isoelétrico nativo e numa segunda fase,
pelas suas massas moleculares (Rabilloud & Lelong, 2011; Bernhardt, 2018). Os
métodos baseados em gel apresentam a desvantagem de ser métodos morosos e
exigentes, em termos de tempo. Para além disso, s6 permitem que se trabalhe com
proteinas que tenham caracteristicas de ponto isoelétrico e massa possiveis de ser
separadas em gel. Ou seja, proteinas cujas massas estejam compreendidas entre os
250 e os 5kDa (Ratilio et al., 2012). Também proteinas de pontos isoelétricos extremos,
ou muito hidrofébicas e dificeis de solubilizar, acabam por ndo ser passiveis de

separacdao por eletroforese bidimensional (Rotilio et al., 2012). No entanto, a eletroforese
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bidimensional tem uma grande vantagem, a qual € particularmente importante para
amostras como as de saliva, que é o facto de permitir a separacéo e visualizacdo de
diferentes formas de uma mesma proteina (por exemplo, resultantes de glicosilacao,
fosforilagéo, protedlise, etc.) (Gorg et al., 2004; Bernhardt, 2018). No caso da saliva (e
de muitos outros fluidos corporais) varias proteinas existem nestas diferentes formas,
podendo essas formas corresponder a funcdes diferentes, ou representar processos
diferentes, informacéo essa que seria perdida usando uma abordagem de protedmica
“gel-free” (Hu et al., 2006).

De entre as proteinas que constituem o proteoma salivar, as mucinas séo as
glicoproteinas mais abundantes, sendo segregadas pelas glandulas submandibulares e
pelas sublinguais (Carpenter, 2013). As mucinas tém uma elevada massa molecular
com uma longa estrutura que confere viscoelasticidade a saliva (Carpenter, 2013). Estas
glicoproteinas sédo fortemente glicosiladas possuindo varios dominios hidrofébicos e sdo
responsaveis pela lubrificacéo e pela protecdo da cavidade oral (Mouta, 2011; El et al.,
2019). As glicoproteinas em questdo sdo proteinas com ponto isoelétrico negativo, e
como tal repelem-se mutuamente, no entanto na boca elas podem agregar-se porque o
pH e os sais existentes na cavidade oral podem “mascarar’ o ponto isoelétrico da
proteina, e esta agregacao pode alterar a viscosidade (Roblegg et al., 2019). As mucinas
(MUC) podem ser classificadas em sollveis e insollveis. Dentro das solaveis, a MUC5B
€ a mucina mais abundante na saliva, sendo a que possui a maior massa molecular e é
segregada nas glandulas submandibulares e sublinguais. A MUC7 possui aminoacidos
como a serina, a prolina e a treonina. Dentro das insollveis, existem a MUC4, MUC16
e a MUC1 que é segregada pelas glandulas salivares e também pelas células da
superficie do epitélio (Roblegg et al., 2019).

A o-amilase é a enzima mais abundante na saliva, com estrutura tridimensional
possui duas variantes, uma delas é glicosilada e a outra ndo, com massa molecular
entre os 55 - 67 kDa (Nater & Rohleder, 2009; Ployon et al., 2017a). E é a enzima que
esta diretamente ligada a digestéo alimentar, pois é a responsavel pela degradacdo da
ligacao a-1,4 do amido, transformando-o em maltose, o que desencadeia a digestao dos
polissacarideos no entanto, ao contactar com o acido gastrico fica inibida (Carpenter,

2013). Esta enzima é segregada por todas as glandulas salivares, no entanto é mais
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abundante na saliva proveniente das glandulas parétidas (Roblegg et al.,, 2019). A
amilase, por ter afinidade com a hidroxiapatite, ajuda na formacéo do esmalte (Vacca
Smith & Bowen, 2000). Esta é ainda um biomarcador de stress sendo que a sua
secrecdo é aumentada nessas situacdes (Nater & Rohleder, 2009; Petrakova et al.,
2015).

O papel das enzimas presentes na saliva é de atuagcdo curta pois degrada o
alimento, apenas durante o tempo em que este permanece na cavidade oral. E € durante
esta degradacao que algumas moléculas sao libertadas e percebidas na cavidade oral,
como a maltose que associamos ao gosto doce (Neyraud et al., 2011).

Existem, também na saliva, outras proteinas tais como as proteinas ricas em
prolina (PRPs), que podem ser basicas, acidas ou glicosiladas, as estaterinas, as
histatinas e as cistatinas. As cistatinas do tipo S, maioritariamente produzidas pelas
glandulas submandibulares, séo inibidoras de protéases e de lisozimas e a diminuigédo
da sua expressao parece estar correlacionada com a percegdo da cafeina (Neyraud,
2014), auxiliando também na protecdo contra microrganismos. As estaterinas tal como
as PRPs acidas auxiliam na fixacao do calcio, enquanto a histatina € uma proteina que
forma uma pelicula que reveste o esmalte dentario e também controla o crescimento
fungico. As PRPs bésicas foram referidas como tendo uma participacdo na ligagdo aos
taninos. Nalgumas espécies animais, elas foram referidas como tendo funcdes de
defesa contra os seus potenciais efeitos negativos, sendo capazes de “neutraliza-los”
(Beverly et al., 2012; Carpenter, 2013; Brandéo et al., 2014). Por esta sua capacidade
de complexar taninos, as PRPs bésicas foram referidas também como tendo um papel
importante na percecdo da adstringéncia. As PRPs sédo produzidas pelas glandulas
parétidas, tanto as 4cidas como as alcalinas, no entanto estas Ultimas também parecem
ser produzidas nas submandibulares (Carpenter, 2013).

Existem proteinas que sdo comuns em todas as secrecdes salivares,
independentemente da glandula onde esta seja produzida, tal como a proteina
transportadora do principal anticorpo da saliva, a imunoglobulina A (Carpenter, 2013).
Esta é produzida por células plasmaticas dos tecidos conjuntivos e sdo transportadas

pelo recetor de imunoglobulinas poliméricas, pelas células acinares e ductais das
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glandulas, posteriormente excretadas. As IgA combatem os microrganismos extrinsecos
na cavidade oral (Roblegg et al., 2019).

A anidrase carbdnica € uma enzima que contribui para a manutencao do pH, pois
neutraliza os &cidos provenientes do metabolismo bacteriano (Lamy, 2013; El et al.,
2019). Esta enzima foi também associada a individuos com variagdes na percecao do
paladar dos alimentos (Neyraud, 2014), associa¢do essa que se deve, em parte a sua
capacidade para se ligar ao zinco. Déficits nesta proteina foram associados a menor
ligacdo ao zinco e consequente menos desenvolvimento dos gomos gustativos (Henkin
et al., 1999; Patrikainen et al.,, 2014; Morzel et al., 2017). Esta enzima encontra-se
também correlacionada com a percecao dos refrigerantes (Neyraud, 2014).

A lisozima € outra proteina abundante no proteoma e contribui para a imunidade
salivar pois hidrolisa a parede celular das bactérias (El et al., 2019).

As lipases digerem a gordura proveniente dos alimentos (El et al., 2019). E ha
estudos que correlacionam a atividade da lipase em repouso com a percecdo de
solucdes ricas em triglicerideos, pois ao serem hidrolisados por esta libertam acidos
gordos (Neyraud, 2014).

1.3. Saliva e consumo alimentar

Como ja referido ao longo deste trabalho, alguns estudos tém sugerido a
existéncia de relacdo entre a saliva e a percecao oral. Para além disso, ha também
associacao entre a composicao deste fluido e o tipo de alimentos consumido.

A relagdo da saliva com a percec¢édo alimentar ndo pode ser ignorada. Durante a
mastigacao, o fluido que banha a cavidade oral mistura-se com os alimentos, servindo
de solvente e de meio de transporte para que as particulas dissolvidas atinjam os locais
de rececdo do gosto. Para além disso, 0s constituintes salivares, ao serem misturados
com os alimentos, podem também interagir com estes, fazendo com que o que é
percebido pelo individuo ndo sejam as caracteristicas basicas do alimento, mas sim as
caracteristicas desta mistura (Neyraud, 2014). Sendo o paladar uma das propriedades

organoléticas dos alimentos que definem a aceitabilidade do mesmo pelo consumidor
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(Pagés-hélary et al., 2014a), esta relacdo entre saliva e paladar pode ter uma
importancia maior em termos de percecao e aceitacao dos alimentos.

Estudos como o de Davies et al., 2009, demonstram que o papel da saliva no
transporte das moléculas para os locais de rececdo dos estimulos é muito importante,
pois ter a boca hidratada é essencial para que o consumidor consiga entender as
diferencas entre os alimentos.

Algumas proteinas produzidas por glandulas salivares menores, localizadas
muito préximo de papilas gustativas, como é o caso das glandulas de Von Ebner, que
se localizam junto das papilas circunvaladas, foram apontadas como grandemente
responsaveis pela sensibilidade ao gosto amargo (Henkin et al., 1999; Neyraud, 2014;
Patrikainen et al., 2014).

Alguns estudos realizados em ratinhos ilustram que a glandula submandibular e
sublingual s&o menos reativas a composi¢ao da dieta, isto é, estas contribuem para o
fluxo total salivar mas a sua resposta néo altera tanto em fungéo desta quanto a glandula
parétida (Hall & Schneyer, 1964, citado por Carpenter, 2013). Existem trés estimulos
gue induzem a salivagdo: o estimulo mecanico, isto € a mastigagdo, o estimulo
gustativo, como por exemplo o estimulo acido, e o estimulo olfativo, como por exemplo
0 aroma a baunilha (Mosca & Chen, 2017a). Nos ultimos tempos tém surgidos inlmeros
estudos que tentam correlacionar a ingestédo de diferentes alimentos com a alteracdo da
composicdo salivar, isto porque percebeu-se que diferentes estimulos, sejam estes
internos a cavidade oral, como a agdo mecanica ou o sabor dos alimentos, ou externos
a boca, como é o caso dos odores, podem causar alteracdes no proteoma salivar ou na
taxa de fluxo (Engelen et al., 2003).

Para além da relagdo entre anidrase carbdnica VI (CA VI) e gosto amargo,
referida anteriormente, a relagdo entre o proteoma salivar e a sensibilidade gustativa
tem vindo a ser reforcada em estudos recentes. Proteinas como a CA VI, cistatinas e
amilase, foram observadas como estando expressas em niveis diferentes em individuos
muito e pouco sensiveis aos gostos amargo (Rodrigues et al., 2017a) e doce (Rodrigues
et al., 2017b). Uma relacdo entre o proteoma salivar e a sensibilidade ao gosto foi
também referida para o salgado (Stolle et al., 2017). A relacdo entre a composi¢ao

proteica da saliva e a alimentacao foi também evidenciada em trabalhos que mostram
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que populacbes com habitos alimentares diferentes, nomeadamente populacdes que
diferem no consumo de amido, apresentam copias de genes para a proteina alfa-
amilase em numero diferente (Mandel et al., 2010; Santos et al., 2012). Esta relacao
entre habitos alimentares e composi¢ao proteica da saliva € também suportada com a
observacdo de proteomas salivares diferentes entre espécies animais com tipos de
alimentacéo diferentes (ex. Shimada, 2006; Lamy et al., 2009).

Apesar de ainda existir um ndmero limitado de estudos acerca do efeito que a
alimentagdo tem no proteoma salivar, alguns estudos realizados no nosso laboratério
vao no sentido de alteragcbes nalgumas proteinas, apés o consumo dos alimentos.
Curiosamente, algumas dessas alteragGes parecem ser especificas do tipo de alimento
consumido (Carreira, 2017).

O proteoma salivar parece apresentar também resposta de curto prazo a
estimulos gustativos especificos. Neyraud et al., 2006 referiu altera¢cdes no proteoma

salivar especificas do tipo de gosto basico testado.

1.4. Relacao entre o olfato e a percecéo de alimentos e

a salivacao

Os alimentos possuem diversas propriedades organoléticas, entre as quais 0
cheiro ou odor. O odor é considerado um estimulo alimentar que desencadeia uma
resposta em termos de salivagdo. Empiricamente isso € facil de compreender, pelo
grande aumento de volume de saliva que ocorre, numa situacao de apetite, em presenca
do cheiro de um alimento apreciado. Ha estudos que sugerem que o odor dos alimentos
desencadeia uma resposta por parte das glandulas submandibular e sublingual (V. Lee
& Linden, 1992; V. M. Lee & Linden, 1992; llangakoon & Carpenter, 2011). Sabe-se que
a percecédo que temos de um alimento na cavidade oral € a combinagéo da percecao do
aroma, do paladar e da textura; como o odor interage com os outros sentidos presentes,
torna 0 mecanismo de percecdo alimentar mais complexo (Charles et al., 2013). Tal
como, quando se estd a degustar um alimento ndo conseguimos isolar o paladar do

odor do alimento, e a percecao que temos do alimento é a juncdo do paladar com o
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olfato (Charles et al., 2013), tal como ocorre com o odor e a textura, correlacdo que se
tentou explicar no Roudnitzky et al. 2011.

O olfato tem um papel muito importante no nosso comportamento alimentar, ndo
apenas no momento da ingestdo, quando o odor atinge os recetores olfativos pela via
retronasal, mas também no momento que o precede, pois a verdade é que os alimentos
cujos odores nos séo agradaveis podem estimular a salivagdo e até provocar apetite
(Ployon et al., 2017b; Proserpio et al., 2017b). Verifica-se que o odor pode direcionar as
nossas escolhas alimentares. Num estudo (Proserpio et al., 2017a) observou-se que,
como consequéncia da exposicdo a um ambiente com um aroma frutado, o individuo
tendencialmente escolherd uma pecga de fruta para ingerir.

N&o so6 é importante a relacdo que a saliva tem com o odor, porque este Ultimo
pode mudar a salivagdo, mas também porque a propria saliva pode afetar o aroma.
Neste caso, a acdo da saliva podera ser no aroma que é percebido por via retronasal.
Existem trabalhos que verificaram diferengas na perce¢édo do odor dependentes da via
pela qual atingem os recetores olfativos (Ployon et al., 2017a). Ha também que ter
atencdo ao facto dos compostos volateis, para atingirem os recetores, precisarem de
ser solubilizados pela saliva, o que vai originar um problema para 0os compostos
hidrofébicos, sendo assim necessaria uma molécula capaz de solubilizar estes
compostos. Uma molécula com estas caracteristicas, existente na saliva, designa-se
por lipocalina e tem a capacidade de transportar os compostos volateis até aos recetores
olfativos (Neyraud, 2014). Assim, a saliva pode complexar-se com volateis libertados,
aguando da mastigagdo, modulando a forma como os mesmos atingem o bolbo olfativo,
para a sua detecéo e percecéo.

Recentemente, Mufioz-gonzélez et al., 2018 demonstraram que a composi¢ao da
saliva influencia a libertagcdo de compostos volateis durante o consumo. E a interacéo
das proteinas com estes pode modificar a sua libertacéo e percecéo, dependendo da
conformacdo da proteina e da modificacdo causada por ela. Por exemplo, a B-
lactoglobulina inclui uma zona hidrofébica o que vai permitir a ligacdo a ligantes
hidrofébicos (Ployon et al., 2017b).

Assim, existem diversos fatores que podem influenciar a libertacdo de aromas na

cavidade oral, como por exemplo, o volume existente na boca, o fluxo salivar e o fluxo
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de ar (Genovese et al., 2014), assim como as, anteriormente referidas, propriedades
quimicas das préprias moléculas volateis presentes nos alimentos e as caracteristicas
fisico-quimicas destes ultimos, que também contribuem para influenciar o aroma
(Ployon et al., 2017b). Estudos cujo objetivo é diferenciar o olfato ortonasal e o olfato
retronasal (Figura 3), mostram que os recetores olfativos envolvidos na detecao destes
s&o os mesmos (Charles et al., 2013).

Ortonasal Retronasal
Bokx Bolbo
offatorio TS offatério

Percegéo do | Percegéo do odor

Recetor Recetor
olfatério olfatério
WA

Odor externo Odor interno

Figura 3: Localizacdo da via retro e ortonasal. (adaptado de
http://blog.monell.org/05/19/the-journey-from-wow/).

Tal como referido anteriormente, a perce¢éo oral € um mecanismo complexo que
é auxiliado pelos compostos volateis dos alimentos (Poinot et al., 2009). Os odores
libertados pelos alimentos s&o uma mistura complexa de aromas e ndo um aroma
monomolecular e a intensidade do odor esta relacionada com a concentracdo da
molécula odorifera (Ployon et al., 2017b). A mistura de odores pode ser percebida como
homogénea quando os varios odores se combinam e o que é percebido pelo individuo
€ um novo odor, ou percebida como heterogénea, onde o individuo consegue distinguir
os varios odores da mistura. Também ha a hipétese de perceber um odor como
homogéneo e ele na realidade ser um mistura, cuja composicao tem um odor muito
intenso ou uma proporg¢ao tdo elevada que “mascara” os odores menos intensos e
abundantes (Ployon et al., 2017b).
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O odor dos alimentos tem uma grande influéncia no processo de aceitacdo e
escolha dos mesmos, como ja foi referido. Essa influéncia tem muito a ver com as
emocdes desencadeadas por esses alimentos.

A autora Sara Spinelli, tem estudado as emoc¢bes, mostrando que estas se
relacionam com a forma como percebemos algumas carateristicas sensoriais e com a
aceitacdo dos alimentos (Spinelli & Jaeger, 2019). A ligacdo entre as propriedades
sensoriais de um alimento e as emoc¢des depende da classe a qual o alimento pertence
(Spinelli et al., 2019). Scott e Burgess (2019) estudaram as emoc¢Oes sentidas pelo
painel de provadores aquando a de adicdo de pimenta a uma sopa, sendo que a emocao
nojo foi aumentada e a sensacao relaxado diminuida a medida que a concentracao de
pimenta na sopa aumentava (Scott & Burgess, 2019).

O efeito do cheiro nos niveis de cortisol ainda ndo se encontra muito descrito, no
que diz respeito aos alimentos. No entanto, para odores ndo alimentares, a capacidade
de diferenciar o odor e os niveis de cortisol foram relacionados, estando estes
aumentados nas mulheres que tém maior capacidade de identificar o cheiro do seu bebé
(Fleming et al., 1997). No estudo de Fukui, verificou-se que o odor citrico tal como o de
rosas reduz os niveis de cortisol, no entanto este efeito difere entre sexos (Fukui &
Toyoshima, 2014).

Assim, tendo em conta que os niveis de cortisol foram ja associados a alteragdes
na ingestao de alimentos (Epel et al., 2001; Neseliler et al., 2017), compreender de que
forma os mesmos variam em resposta ao estimulo olfativo de um alimento poderia ser
interessante. Mas, que seja do nosso conhecimento, ndo ha estudos que avaliem esse
efeito.

O efeito que o estimulo olfativo pode ter a nivel de salivagdo ndo esta bem
compreendido. Pensa-se que o fendbmeno de “agua na boca” corresponde a uma
resposta muito breve das glandulas submandibulares. Este fenémeno pode ter a ver
com alguma acéo direta do estimulo olfativo, ou com um processo de aprendizagem,
em que esse estimulo é ligado a um efeito conhecido. Por exemplo, na experiéncia de
Pavlov a 1910, um estimulo alimentar é precedido por um estimulo neutro
repetidamente, consequentemente produzindo uma resposta, como 0 aumento do fluxo

salivar. Ao realizar repetidamente este processo, o ato de aumento do fluxo salivar
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aumenta apos o estimulo neutro, sem que exista o estimulo alimentar. Pensa-se que
este processo de aprendizagem va permitir preparar organismo para a alimentacao, ou
seja é uma maneira de aprender como a visao ou o olfato produz sensacdes na boca
(Kershaw & Running, 2018).

Um estudo recente de Paulina Morquecho-Campos, avaliou o efeito de odores
alimentares e ndo alimentares na salivacéo e verificaram que existem, de facto, algumas
diferencas quando recorreram ao estimulo olfativo alimentar, no entanto eles néo
avaliaram as alteracfes no proteoma salivar (Morquecho-campos et al., 2019). E que
seja do nosso conhecimento, ndo ha mais artigos que refiram modificacdes salivares, a
nivel de composicdo proteica, de modifica¢cbes salivares induzidas pelo cheiro de

alimentos.
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Capitulo Il - Problematica e Objetivos
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2.1. Problematica

E do conhecimento geral que a salivagdo varia em resposta aos diversos
estimulos a que o individuo estd exposto. H& estudos que mostram que a composi¢ao
da saliva responde a estimulos alimentares, como por exemplo a presenca de niveis
elevados polifendis (ex. frutas e vinho tinto). Existem também trabalhos que mostram
que a composicao da saliva é influenciada por outras propriedades organoléticas dos
alimentos, como o caso da textura e da estimulacdo com gostos basicos. No entanto,
no caso do odor ha muito pouca informag&o acerca do que pode variar.

O odor dos alimentos é algo intrinseco aos mesmos, impossivel de isolar. O ser
Humano é estimulado pelo odor, com este sentido a permitir antecipar as caracteristicas
sensoriais dos alimentos que vao ser ingeridos. As glandulas salivares vao responder a
este estimulo, aumentando a secrec¢do. Sabe-se também que o odor dos alimentos é
um dos estimulos importantes na fase cefalica da ingestdo (fase pré-ingestiva),
sabendo-se que nessa fase ha uma regulacéo fisiolégica que prepara e antecipa a
chegada de alimento. Alguns estudos colocam a hipétese do odor dos alimentos nos
dirigir nas nossas escolhas alimentares, e até aumentar o apetite por alimentos
semelhantes ao odor sentido. Nesse sentido, é possivel pensar que cheirar um alimento
possa provocar alteragbes também na composi¢cdo da saliva, em resultado da
antecipacédo da ingestdo desse alimento.

Por outro lado, sabe-se que as pistas olfativas tém uma elevada capacidade de
desencadear emoc¢des. No caso dos odores de alimentos, essas emoc¢des podem ser
positivas e impelir para o consumo, ou negativas e resultar em aversdo. Apesar desta
ser uma questao que parece evidente, de forma empirica, ha falta de estudos que
mostrem se os efeitos (fisiologicos), desencadeados por este tipo de estimulacao,
variam em funcéo do tipo de emocao desencadeado.

O pdo é um alimento frequentemente consumido por toda a populacao
portuguesa. No entanto, ndo existem trabalhos que mostrem se o estimulo olfativo
resulta em alteragBes no proteoma salivar, nem se essas alteracfes sdo semelhantes

as gque existem quando ocorre a mastigacao e ingestao de péo.
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2.2. Objetivo geral

O objetivo do estudo € avaliar o efeito que o estimulo olfativo tem em parametros
associados a tomada de decisdo para a ingestédo de pdo, nomeadamente nas emocgdes
desencadeadas e nas alteracGes de caracteristicas do meio oral, como é o caso do
proteoma salivar.

2.3. Objetivos especificos

e Avaliar as alteragdes no proteoma salivar, induzidas pela estimulagéo
olfativa com o odor do pao, e se estas sdo semelhantes as alteracdes
observadas com a mastigacdo do mesmo alimento;

o Estudar as principais emocdes desencadeadas pelo odor do péao;

e Avaliar como as alteragbes na componente bioquimica da saliva,

induzidas pelo odor do pao, se relacionam com as emocgoes.
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Capitulo Il - Metodologia
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3.1. Estratégia

3.1.1. Local derealizacao

Laboratorio de Fisiologia Animal Aplicada- ICAAM, Pélo da Mitra, Universidade de

Evora.

3.1.2. Apoio de financiamento

Este trabalho foi financiado pela verba do Laborat6rio de Fisiologia Animal Aplicada e
pelo Projeto Interreg V (POCTEP)- Sabor Sur.

3.1.3. Periodo de realizacao

O periodo de realizacao deste trabalho foi de um ano letivo, 2018/2019.

3.1.4. Modelo biolégico

O modelo bioldgico utilizado o ser Humano, nomeadamente a sua saliva.

3.2. Ensaio

3.2.1. Parametros analisados

e Questionario emocional;

o Concentracao proteica de amostras de saliva mista;

o Perfil eletroforético proteico (eletroforese bidimensional) de amostras de
saliva;

e Atividade enzimatica da proteina a-amilase;

e Concentracao de cortisol salivar.
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3.2.2.

Técnicas utilizadas

Quantificacdo proteica pelo método de Bradford

O

O método que utilizamos para a quantificacdo de proteina presente
nas amostras de saliva, foi o método de Bradford pelas vantagens
gue este método possui, entre elas, 0 uso de um Unico reagente, a
rapidez, a sensibilidade, a estabilidade, a reprodutibilidade do método
e 0 baixo numero de interferéncias (Bonjoch & Tamayo, 2001). O
método de Bradford € caracterizado pela adicdo de um reagente
constituido pelo corante azul de coomassie G-250 a uma solugdo com
proteinas, havendo a formacédo do complexo reagente-proteina, que
provoca uma mudanga de cor na solugéo, de castanho para azul. O
complexo reagente-proteina surge, maioritariamente através do
aminoacido arginina das proteinas com os grupos sulfato do corante.
O maximo de absorvéncia do complexo é a 595 nm (Bonjoch &
Tamayo, 2001). O método é linear para concentracdes que podem
atingir concentragdes de 1000 pg/mL (Pierce, 2017). Acima deste
valor o método possui a limitagdo de ndo ser linear devido a
sobreposicdo espectral das duas formas &cida e alcalina do corante.
Alguns autores (Marshall & Williams, 1986; Zor & Selinger, 1996;
Grintzalis et al., 2015) tentaram prolongar esta linearidade com
alteracbes na composicdo do reagente ou na proporcao
amostra/reagente no entanto a solucdo n&o correspondia a um

aumento significativo na linearidade (Sherovski et al., 2018).

Eletroforese bidimensional

O

A eletroforese bidimensional € uma técnica que permite a separacao
e detecdo de proteinas, com uma resolucéo suficientemente elevada
para permitir a separagdo de isoformas com massas e/ou ponto
isolétricos diferentes, e, a partir desta separacao elaborar mapas de
proteinas intactas, que demonstram as alteracdes na expressao de
proteinas, de diferentes isoformas e de modificagbes muito subtis

(Gorg et al., 2004). Esta técnica eletroforética foi descrita passo a
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passo em 1960, aquando também ocorreu a descricdo da focagem
isoelétrica, isto € a separacdo das proteinas por pontos isoelétrico
(Bernhardt, 2018). Uma excelente contribuicdo foi a introducéo de
tiras comerciais com gradiente de pH imobilizado que permitiu maior
resolucdo e maior reprodutibilidade da localizacéo de spots (Bjellgvist
et al, 1982). Uma das maiores vantagens da eletroforese
bidimensional é permitir-nos estudar proteinas que tenham sido alvo
de alguma modificacdo pés-traducéo (fosforilacdo, glicosilacdo ou
protedlise) pois estas aparecem horizontalmente na mesma zona
(caso a modificacdo afete ponto isolétrico e ndo massa), ou
verticalmente na mesma zona (caso afete massa e ndo ponto
isolétrico) (Bernhardt, 2018). Para a preparagéo da amostra O’ Farrell
elaborou um protocolo que continha uma mistura de ureia com
nonidet p-40, anfélitos e B-mercaptoetanol, como agente redutor. No
entanto, existem outros protocolos que utilizam o CHAPS e DTT. A
tioureia também é utilizada em jungdo com a ureia, por ser um
composto bastante hidrofébico, o que resulta num aumento do poder
de solubilizagdo da mistura (Bernhardt, 2018). Todavia qualquer
protocolo de preparacdo da amostra necessitam de ser otimizados e
adequados de acordo com o tipo de amostra em estudo (Goérg et al.,
2004). E também necesséario garantir a reducdo das proteinas
(quebra das ligagbes persulfureto), para este efeito é frequentemente
usado o ditiotreitol, normalmente utilizando em excesso. Para a
alquilacdo € frequentemente utilizada a iodoacetamida, e pela
interferéncia existente entre este composto e a tioureia, todo este
processo de equilibrio deve ser realizado apds a focagem isoelétrica
e antes da segunda dimenséo.
o Determinacao da atividade enzimatica da a - amilase
o A a — amilase presente nas nossas amostras de saliva foi

determinada pelo Kit Amylase Kinetic Enzyme Assay (Salimetrics ®).
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O método utilizado neste kit baseia-se na clivagem da ligacdo de um
hidrato de carbono, a maltotriose, a um substrato cromogénico, 0 2-
cloro-p-nitrofenol. A a — amilase , que se encontra na saliva, ao clivar
a ligacdo vai libertar o substrato 2-cloro-p-nitrofenol, que tem uma
coloragdo amarela que é medida a 405nm. A coloracdo produzida é
diretamente proporcional a concentracdo de a — amilase presente
nas amostras.
e Quantificagéo do cortisol por ELISA

o A quantificagdo do glucocorticoide cortisol foi realizada a partir da
utilizacdo de um kit Cortisol Enzyme Immunoassay Kit (Salimetrics
®). O método presente neste kit € um imunoensaio competitivo, em
gue o cortisol presente tanto nas amostras de saliva como nos
padrBes compete com o cortisol que se encontra conjugado com a
peroxidase pela ligagdo ao anticorpo monoclonal anti-cortisol.
Quando o cortisol conjugado com a peroxidase se liga ao anticorpo
liberta a enzima peroxidase e esta reage com a tetrametilbenzidina
formando um composto azul, que passa a amarelo quando paramos
a reacdo com uma solugéo &cida. Como o que medimos através da
leitura da absorvéncia a 450 nm é a quantidade de cortisol conjugado
com a peroxidase que se ligou ao anticorpo, esta medida é

inversamente proporcional ao cortisol presente nas nossas amostras.

3.3. Procedimento experimental
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3.3.1. Desenho experimental
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3.3.2. Recolha de amostras

As amostras foram recolhidas a adultos voluntérios (N=30; 25 do sexo feminino
e 5 do sexo masculino), da populacéo estudantil da Universidade de Evora, com idades
compreendidas entre 19-43 anos. Todos os adultos forneceram o seu consentimento
informado (Anexo V) e foi-lhes pedido que preenchessem um questionario de apoio ao
estudo com questdes sobre saude em geral, se eram fumadores, os niveis de saciedade
sentidos, e para, numa escala de 0-6 assinalassem com que intensidade o cheiro do
pdo despoletava algumas emocgdes ( anexo V). Pediu-se a cada voluntario que nao
ingerisse qualquer alimento ou bebida, exceto agua, pelo menos 1h e 30 min antes das
recolhas. As amostras de saliva mista ndo estimulada foram recolhidas no periodo da
tarde.

Os 30 adultos foram divididos em dois grupos que em simultdneo tinham
contactos diferentes com o pao. Um grupo foi vendado, para que tivesse contacto
olfativo com o pao, sem ter o estimulo visual; outro grupo mastigou 10g de pao, durante
30 segundos e ingeriu-0. No caso do estimulo olfativo a recolha foi feita durante 4
minutos, durante o qual as pessoas continuavam a cheirar, enquanto que ha
mastigacgédo, a recolha de saliva foi feita durante o mesmo periodo de tempo, iniciando-
se imediatamente ap6s a mastigacdo. Um terceiro tratamento que foi aplicado, a
mastigacao de arroz branco cozido, em quantidade necessaria para ter o equivalente
ao pdo em termos de amido (19,89 arroz cozido). Este Ultimo tratamento serviu como
controlo, no sentido de ter um outro produto que, tendo necessidades masticatérias
semelhantes e quantidades de amido semelhantes, tivesse propriedades sensoriais
diferentes do pdo. Isso permite controlar se potenciais alteracbes séo efeito da
mastigacdo e composi¢ao do produto ingerido, ou efeito de caracteristicas sensoriais. A
guestdo do amido ser devidamente controlado tem a ver com o facto de uma das
proteinas salivares mais abundantes ser a a-amilase e esta ter funcdes especificas de
digestdo deste composto.

Em termos de desenho experimental, todos os individuos passaram pelos 3
tratamentos (cheiro do p&do, mastigacdo do pdo e mastigacdo do arroz), sendo que

metade (selecionada de forma aleatdria) iniciou com o cheiro do p&o e a outra metade
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com a mastigacao do pao. A mastigacdo do arroz foi sempre feita apds os 2 tratamentos
referidos anteriormente. Ainda que este tipo de design experimental possa ter a
desvantagem de termos um “efeito do pao” na recolha do arroz, tentou-se evitar que
houvesse 2 momentos de estimulo de mastigacdo antes da recolha do tratamento
“‘cheiro a pao”. De qualquer forma, tentou-se minimizar qualquer potencial efeito de
carry-over separando os tratamentos entre si em, pelo menos 15 minutos, tempo que,
aparentemente, serd suficiente para que a composi¢do da saliva ndo tenha influéncia
do estimulo prévio (dados nao publicados).

Para as recolhas de saliva, pediu-se aos individuos que enxaguassem a boca
antes de qualquer estimulo. Imediatamente apds o estimulo mastigatério (nos
tratamentos envolvendo mastigacgéo), os individuos voltaram a enxaguar a cavidade oral
imediatamente antes da recolha. Durante 4 minutos, foi pedido que se mantivessem
sem falar, sem estimular a salivacdo e sem engolir saliva, cuspindo sempre que
sentissem necessidade para um tubo. As amostras foram imediatamente colocadas em

gelo, onde se mantiveram até chegada ao laboratério, sendo congeladas a -28 °C.

3.3.3. Questionario emocional

Apo6s o estimulo olfativo foi pedido aos participantes que preenchessem um
guestionario sobre as emoc¢des despoletadas no momento do contacto com o odor do
pao (anexo V). Este questionario continha 18 emog¢des com uma escala que continha 7

pontos.

3.3.4. Remocdo do material insolavel das

amostras

As amostras de saliva foram descongeladas em gelo, pesadas (Balanca analitica
VWR) e posteriormente foram centrifugadas (Hermle Z323K) a 13 000 g a 4°C por 30
minutos, por fim, foi aliquotado o sobrenadante que foi utilizado para todas as andlises

laboratoriais.
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3.3.5. Quantificacdo de proteina total

A quantificacdo de proteina total presente nas amostras foi realizada através do
método de Bradford, para isso, preparou-se uma curva padrdo com albumina de soro
de bovino (BSA) com concentracfes de 0-200 pg/mL (Tabela 1). As amostras foram
descongeladas e diluidas (Tabela 2). Pipetaram-se 10 puL de amostra/padrdo e 200 pL
de reagente de Bradford. Leu-se a absorvéncia a 600 nm num leitor de microplacas
(Glomax da promega). O reagente de Bradford foi previamente preparado dissolvendo
vigorosamente 100 mg de azul de coomassie G-250 em 50 mL de etanol a 95%, e 100
mL de acido fosforico 85%, e perfazendo com agua destilada até 1 L de volume final.
Este reagente foi sempre armazenado no frigorifico a -4 °C, entre utilizacdes.

Os valores de concentracao proteica para as amostras da saliva sdo interpolados
na curva de padrao de BSA (Figura 4).

Tabela 1: Preparacéo das solugdo com diferentes concentracdes de BSA para a curva padréo.

[BSA] (ug/mL) V (solugéo BSA) (uL) V (agua ultrapura) (uL)

0 0 1500
25 250 da solucéo de 50 pg/mL 250

50 500 da solucédo de 75 pg/mL 250

75 750 da solucédo de 100 pg/mL 250

100 833,3 da solucéo de 150 pg/mL 416,7

150 999,9 da solucao de 200 pg/mL 333,4

200 150 da solucéo de 2000 pg/mL 1350

Tabela 2: Volumes para a preparacéo das diluicbes das amostras.

Diluicdo | V (amostra) (uL) | V (Agua ultrapura) (pL)
4 10 30
8 5 35
12 5 55
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Abs (600 nm) = 0,0017 [BSA (ug/mL)] + 0,0066
Rz = 0,9991
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Figura 4: Curva padréo de albumina de soro de bovino.

3.3.6. Separacao proteica com recurso a

eletroforese bidimensional

Considerando o nimero de amostras que recolhemos para cada individuo ( 6
amostras), e dadas as limitacdes técnicas e de analise respeitantes a eletroforese bidi-
mensional, selecionou-se uma sub-amostras de 7 individuos, em que Unico requisito foi
que contemplasse apenas 0 sexo feminino, sendo que a escolha dessas amostras foi
aleatoria. A sele¢do de amostras de participantes, apenas, do sexo feminino deveu-se
ao facto de se trabalhar com um N de apenas 7 individuos e de se saber que 0 sexo
podera ser um fator de variagdo. Decidimos n&o introduzir esse possivel fator de varia-
¢cdo aqui. Todas as amostras foram testadas em duplicado, para minimizar a variabili-
dade técnica, dadas as caracteristicas da metodologia.

A eletroforese bidimensional tem quatro etapas: a preparacdo das amostras,

a reidratacao das tiras de gel de acrilamida com um gradiente de pH imobilizado (3-10)
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de 7 centimetros (GE Healthcare) comerciais, focagem das tiras, e por fim, o equilibrio
e a corrida em SDS-PAGE.

3.3.6.1. Preparacéo das amostras

Para que possamos realizar a eletroforese bidimensional temos de concentrar
as amostras de saliva pelo método de centrifugacéo (a 13 000 g 4°C) (Hermle Z323K)
em membranas com um cut-off de 3 kDa (PALL). O tempo pelo qual as amostras sao
submetidas é variavel pois s6 podemos terminar quando tivermos concentrado 150 ug

de proteina total num volume inferior a 25 pL.

3.3.6.2. Re-hidratacé&o das tiras

A re-hidratagéo das tiras foi realizada com as amostras concentradas no ponto
anterior. A essas amostras foi adicionado o volume necessario de tampéo de re-
hidratag&o (7 M ureia; 2 M tioureia; 4 % (m/v) Chaps; 2 % (v/v) IPG buffer; 40 mM DTT)
para, misturado com a amostra, perfazer um volume final de 125 pL. Esta mistura ficou
a incubar durante uma hora a temperatura ambiente, sendo posteriormente centrifugada
a 10 000 rpm por 10 minutos (Eppendorf centrifuge 5424). Aplicou-se o sobrenadante
numa ranhura do sistema de re-hidratacdo (GE Healthcare), colocando-se as tiras de
gel [(com um gradiente de pH imobilizado (3-10) de 7 centimetros (IPG strips, GE
Healthcare)] comerciais, sendo que estas ficam em contacto com a amostra e cobertas

de 6leo mineral. A re-hidratagao das tiras foi feita overnight, a temperatura ambiente.

3.3.6.3. Focagem das tiras

A focagem das tiras de gel de acrilamida, ocorreu apds a re-hidratacdo das
mesmas. Estas foram colocadas no sistema Pharmacia Multiphor Il A focagem ocorreu

a 18 °C por 8 horas sendo dividida em quatro etapas como demostra a Tabela 3.
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Tabela 3: Caracteristicas da focagem isoelétrica.

Voltagem Tempo
Subida para os 300 V 15 minutos
Constante a 300 V 45 minutos
Subida dos 300 V para 0os 3500 V | 3 horas
Constante a 3500 V 4 horas

3.3.6.4. Equilibrio e separacao SDS-PAGE

O equilibrio e a separagdo por SDS-PAGE foram divididos em trés etapas
diferentes, que sdo: a preparacgéo dos geis, o equilibrio das tiras e a corrida em si.

Para a preparacao dos géis foram alinhados os vidros e montado todo o sistema
para a eletroforese unidimensional. Posteriormente, os géis foram preparados (14 %
(m/v) de Acrilamida/bis; 27,5 %(v/v) de H20 destilada; 0,375 M de Tris 1,5 M pH 8,8; 30
%(m/v) de SDS; 0,07% (m/v) de APS; 0,05 %(v/v) de TEMED). Apés colocacao da
solucdo correspondente ao gel, & colocada &gua destilada por cima, para evitar o
contacto da solug&o do gel com o oxigénio atmosférico, que inibe a polimerizagéo.

As tiras foram equilibradas num tampé&o ( constituido por 6 M ureia; 75 mM Tris-
HCI pH 8,8; 29,3 % (v/v) glicerol; 2 % (m/v) SDS; 0,002 % (m/v) de azul de bromofenol),
a que se adicionou DTT (1%) , no primeiro passo e iodoacetamida (2,5%) no segundo
passo. Foram adicionados 5 mL de cada uma destas solugfes a cada tira, incubando-
se, com agitagdo durante 15 minutos a temperatura ambiente. Seguidamente
descartamos a primeira solug&o de equilibrio (com DTT), para reducédo das proteinas e
alquilamos com iodoacetamida, num segundo passo de equilibrio. Também neste se
adicionaram 5 mL da solucao, incubando com agitacao por 15 minutos a temperatura
ambiente. Apdés este tempo, a solucao de equilibrio foi descartada.

Para a corrida as tiras foram lavadas com tampao de corrida (que é constituido
por 0,0025 M Tris; 0,0192 M glicina; 0,1% (m/v) SDS) , removendo 0 excesso. Depois
foram colocadas no topo de cada gel e adicionados cerca de 1mL de uma solucao de

50 % agarose (preparada em tampao de corrida). A corrida eletroforética ocorreu a uma
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voltagem constante de 150 V. Quando a frente de corrida, constituida por azul de
bromofenol, atinge o fim do gel, a fonte de alimentacao € desligada e a corrida para.

Apbs a corrida, os géis foram colocados em solucdo de fixacdo (10 % de &cido
acético, 40 % de metanol) durante 2 horas, sendo de seguida corados com uma solucéo
de azul brilhante Coomassie G-250 (0,125 % de coomassie G-250, 20% de etanol)
durante 2 horas e descorados em varias mudancas de agua destilada. No final, os géis
foram digitalizados com recurso ao scanner ImageScanner Il (GE Healthcare), usando
o software Labscan.

3.3.7. Determinacéo da atividade enziméatica da

amilase

Para a quantificacdo de a- amilase presente na saliva utilizamos o kit “salivary
a- amilase kinetic enzyme assay” (Salimetrics ®). Seguindo as indica¢des do fabricante,
as amostras foram diluidas 200X com o diluente constituido por tampé&o fosfato. Na mi-
croplaca, em cada po¢o colocamos 6 UL de amostra ou de um dos 2 controlos fornecidos
com o kit e 240 uL de substrato, constituido por 2-cloro-p-nitrofenol ligado a maltotriose,
aguecido previamente a 37 °C (Agitador orbital Grant-Bio). As leituras da microplaca
foram feitas a 405 nm, num leitor de microplacas (Biorad modelo 680) 1 e 3 minutos
apo6s a aplicacédo do substrato.

O célculo da atividade de amilase (U/L) foram feitos através da equacao:

AAbs

Actividade enzimatica (U/L) = 2
LXV xe

TXFD

, onde:

e AAbs/min - variagdo da absorvéncia por minuto;

e VT - volume total (0,246 mL);

e FD - fator de diluicdo (200);

e | —percurso otico (0,97 cm);

e V- volume de amostra ( 6 pL);

e ¢ — coeficiente de absortividade molar do reagente
(12,9 mM/cm).
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3.3.8. Quantificacéo do cortisol

Para a determinacdo da concentracdo em cortisol das amostras de saliva,
utilizamos o Cortisol Enzyme Immunoassay Kit (Salimetrics ®). Para uma microplaca
revestida com anticorpos monoclonais anti-cortisol pipetamos 25 pL de amostras/
controlos/ padrdes e adicionamos 200 pL de uma solu¢gdo composta por 24 mL do
diluente constituido por tampao fosfato e 15 pL do enzima conjugado (cortisol conjugado
com peroxidase de rdbano). Incubamos a placa durante 1h, a 25 °C, com agitacdo a
250 rpm (agitador orbital Grant-bio). Seguidamente lavamos a placa com tampéo de
lavagem (diluido 10 X), aplicando 300 uL em cada poco, por quatro vezes e tendo
particular cuidado em retirar esta solucao no final da dltima lavagem, batendo a placa
sobre papel na bancada. Adicionamos 200 pL de uma solugéo de tetrametilbenzidina
(TMB) e incubamos por 30 min, a 25 °C, com agitacdo a 250 rpm no escuro. Para parar
a reacao juntamos 50 pL de uma solucéo acida (solucdo STOP) e lemos a microplaca
a 450 nm num leitor de microplacas (Glomax da Promega).

Os valores da concentracdo de cortisol foram calculados através da equacao
gerada a partir da curva tracada com as concentracdes padrédo, de concentracdes
conhecidas (standards). Neste caso, os standards usados acompanham os proprios kits
tinham as seguintes concentragdes 0; 0,012; 0,037; 0,111, 0,333; 1,0; 3,0 pg/dL.

3.3.9. Analise estatistica

A andlise estatistica foi feita com recurso ao software SPSS, versao 24,
considerando um a=0,05.
Foram avaliadas a distribuicdo normal e a homocedasticidade para todos os

dados pelos testes de Shapiro-Wilk e Levene, respetivamente.

3.3.9.1. Avaliacédo da influéncia do contacto olfativo nas

proteinas do proteoma salivar

37



Laura Regula Eustaquio Carreira
Influéncia do odor de alimentos no proteoma salivar: o caso particular do odor do pdo

3.3.9.1.1. Alteracdes entre os dois periodos de recolha

Para avaliarmos as alteracdes induzidas por cada um dos tratamentos, nalgumas
proteinas constituintes do proteoma salivar, verificou-se inicialmente a
homocedasticidade e normalidade, como anteriormente referido, e seguidamente, foram
feitas comparagdes dos valores de % de volume dos spots entre a recolha “antes” da
estimulacdo e a recolha subsequente a estimulacdo (no caso do cheiro, durante a
estimulagao). Para esta avaliagéo foi realizado um test-T para amostras emparelhadas
e 0 equivalente ndo paramétricos Wilcoxon signed Rank. Estas comparacdes foram

feitas separadamente para cada um dos tratamentos.

3.3.9.1.2. Interacgéo entre os periodos e os tratamentos

Para avaliar se os tratamentos variam entre si, na alteragdo que induzem nos
niveis de expressao de cada proteina salivar, recorreu-se a um teste two-way ANOVA
de medidas repetidas — within subjects. Consideraram-se como fatores os tratamentos
(cheirar pdo, mastigar pao e mastigar arroz) e os periodos (antes e depois), dentro dos
tratamentos. Esta abordagem, para além de permitir avaliar a existéncia de diferencas
entre tratamentos e entre periodos, permite avaliar a existéncia de interacado entre eles.
Ou seja, permite avaliar se a variacdo entre os periodos € no mesmo sentido (auséncia

de interacdo) ou em sentido oposto (existéncia de interagao).

3.3.9.2. Avaliacdo da relacdo entre a componente
bioquimica da saliva e as emocdes

3.3.9.2.1. Analise fatorial — componentes principiais

Para avaliar como as alteracbes, em parametros salivares, induzidas pelo
contacto olfativo com o péo se associam com as emoc¢des que selecionamos, primeiro
foi feita uma tentativa de reducdo do nimero de variaveis (emocdes), através de analise
fatorial (andlise de componentes principais). Os fatores obtidos (componentes) foram
utilizados como varidveis explicativas, juntamente com varidveis como o0 nivel de
saciedade e o0 sexo, em modelos de regressdo linear, tendo como variaveis

dependentes a taxa de secrec¢do, a concentracdo proteica, a amilase salivar ou o
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cortisol. Foi usado o procedimento stepwise backward , apds o qual se examinaram as
alteracGes no R? ajustado de cada variavel adicionada (ou removida) manualmente. Os
pressupostos de normalidade dos residuos, colinearidade (VIF e tolerancia) e
independéncia do erro (Durbin-Watson) foram avaliados.

Estas analises de regresséo foram repetidas, da forma descrita, mas desta vez
considerando as variaveis emocionais individualmente (em vez das componentes
referidas anteriormente).

3.3.9.2.2. Correlacdes bivariadas

Para complementar a analise multivariada, descrita no ponto anterior, foi
avaliada a existéncia de correlagéo, entre cada variavel emocional e cada parametro
salivar (taxa de secrecdo, concentragdo proteica, amilase e cortisol salivar), de forma
univariada, ou seja, independentemente de potenciais efeitos que umas variaveis
possam ter noutras. Tendo em conta que a avaliacdo do nivel de emocao percebido foi

feita através de uma escala, optou-se pelo teste ndo paramétrico de Kendall’s.
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Capitulo IV - Resultados
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4.1. Influéncia do odor no proteoma salivar

Para avaliarmos as alterac6es induzidas pelo odor de um alimento nha composicao
proteica da saliva fomos avaliar quais as proteinas que se encontravam alteradas nos
perfis proteicos, realizados com o auxilio da eletroforese bidimensional. Tendo em conta
0s requisitos desta técnica, foi constituida uma sub-amostra para comparacao dos
proteomas por eletroforese bi-dimensional (N=7).

A taxa de secrec¢éao salivar ndo variou de forma diferente entre os tratamentos, mas
apresentou um aumento induzido pelo estimulo em todos os tratamentos (Erro! A o
rigem da referéncia ndo foi encontrada.). Para o estimulo olfativo observou-se um
aumento de 0,548 + 0,319 mL/min para 0,637 + 0,444 mL/min, no estimulo mastigatério
com o pédo temos acréscimo de 0,512 + 0,282 mL/min para 0,740 + 0,393 mL/min e no
estimulo mastigatério com o arroz aumentou de 0,639 = 0,317 mL/min para 0,802 +
0,422 mL/min (p-value <0,001, de acordo com o teste 2-way ANOVA medidas

repetidas).

Médias Marginais Estimadas de taxa

a0 condition
—1
—2

3

80+

Médias marginais estimadas
~
E]
1
\

50

509

time
Figura 5: Variagdo na taxa de secrec¢éo salivar (mL/min) nos dois momentos de recolha
[ (1- imediatamente antes do estimulo e 2- imediatamente apos o estimulo) (a azul esta
representado as oscilagbes da taxa de secrecédo salivar com o tratamento de cheirar o

péo, a verde a mastigacdo do pao e a amarelo a mastigacao do arroz)].
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A concentrac@o proteica total, calculada na amostra apds remo¢do do material
insolavel, ndo variou significativamente nem entre tratamentos nem entre periodos
(Figura 6). Para o estimulo olfativo observou-se um decréscimo de 621,2 + 70,6 pg/mL
para 478,8 £ 47,9 ug/mL, no estimulo mastigatério com o pdo a concentracdo manteve-
se de 585,5 + 55,8 ug/mL para 583,2 + 43,1 ug/mL e no estimulo mastigatério com o
arroz verificou-se também um decréscimo de 496,3 + 42,4 ug/mL para 440,9 + 40,6

pg/mL.

Estimated Marginal Means of MEASURE_1
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Figura 6: Variagdo na concentracao proteica total (ug/mL) nos dois momentos de recolha
[ (1- imediatamente antes do estimulo e 2- imediatamente apds o estimulo) (a azul esta
representado as oscilacdes da taxa de secrecdo salivar com o tratamento de cheirar o
pao, a verde a mastigacdo do pao e a amarelo a mastigacao do arroz)].

O cortisol salivar ndo difere significativamente entre tratamentos nem entre
periodos (Figura 7), embora exista um acréscimo sempre no momento apds o estimulo.
Para o estimulo olfativo observou-se um acréscimo de 0,213 + 0,022 pg/dL para 0,243
+ 0,270 pg/dL, no estimulo mastigatério com o pao os niveis de cortisol aumentam de
0,241 £ 0,037 pg/dL para 0,314 + 0,065 pg/dL e no estimulo mastigatério com o arroz
aumentam, também, de 0,182 + 0,222 pug/dL para 0,193 + 0,026 pg/dL.
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Figura 7: Variacao nos niveis de cortisol salivar (ug/dL) nos dois momentos de recolha
[ (1- imediatamente antes do estimulo e 2- imediatamente apds o estimulo) (a azul esta
representado as oscila¢cdes da taxa de secrecao salivar com o tratamento de cheirar o
pao, a verde a mastigacdo do pao e a amarelo a mastigacao do arroz)].

Y

Relativamente a atividade enzimatica da amilase, observou-se que ndo sofre
alteracdes significativas com os diferentes estimulos, nem entre momento de recolha
(Figura 8). No caso do estimulo olfativo observou-se uma atividade enzimatica constante
entre os dois momentos de recolha, 130,1 + 20,7 U/L para 129,3 + 21,0 U/L, para o
estimulo mastigat6rio com o pao ocorre um ligeiro acréscimo de 139,6 + 21,9 U/L para
168,4 + 18,4 U/L e no caso do estimulo mastigatério com o arroz ocorre um ligeiro
decréscimo de 133,9 + 21,9 U/L para 121,6 + 22,6 U/L.
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Figura 8: Variagdo da atividade enzimatica da amilase (U/L) nos dois momentos de
recolha [ (1- imediatamente antes do estimulo e 2- imediatamente apds o estimulo) (a
azul esta representado as oscilacdes da taxa de secrecédo salivar com o tratamento de
cheirar o pao, a verde a mastigacao do p&o e a amarelo a mastigacdo do arroz)].

Ao observar a Tabela 4 verificamos que ha sessenta proteinas cujos niveis de
expressao (% de volume) sofreram alteragBes induzidas pelos estimulos. Em alguns
casos as alteragdes foram apenas induzidas por um dos tratamentos, enquanto que
noutros foram alteragcbes em sentidos diferentes entre tratamentos diferentes. A
localizagdo destes spots proteicos esta indicada na Figura 9.

Por comparacdo com outros trabalhos onde se procedeu a identificagdo de spots
proteicos por espectrometria de massa (Lamy et al., 2015b; Rodrigues et al., 2017a,
2017b, 2019), conseguimos identificar vinte e quatro proteinas, entre as quais recetores
poliméricos de imunoglobulinas, proteinas induzidas pela prolactina, imunoglobulina J,
cistatinas, regides de algumas cadeias de imunoglobulinas, a- amilase s, anidrase

carbonica e a actina citoplasmatica (Tabela 4).
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Tabela 4: Proteinas onde se observou variacdo nos niveis de expresséao (% volume dos spots), induzida pelos diferentes tratamentos.

Periodo*
| MW Cheirar o pao Mastigar o pao Mastigar o arroz Tratamento
Spot | Proteina (Id) P aparente (p-value)
apal’ente (kDa)
Antes | Depois P Réacio | Antes | Depois P Racio | Antes | Depois P Racio
3 0605581 Oéogfgi 0253 | 0,28 o,ooggoi 0’012‘3‘71 0,238 | 359 160333; 060355; 0,041*| 0,05 | 0,006*
Recetores
4 | poliméricosde | 5,5 100 064(13;1; 0652§7i 0382 | 1,24 065f§4i 06397;; 0,020* | 0,74 065f326i 0635271i 0,039*| 0,64
imunoglobulinas ' ' ' ' ' '
0,063 | 0,071 = 0117 * | 0,093 * 0,092+ | 0,150 « -
7 0,054 | 0053 | 978 | 113 | 5557 | 0038 | 0*82 | 079 | hos0 | 0056 |00497] 1.74
Proteinas
8 | induzidaspor | 4.6 18 0’052291' 0’05261371' 1 | 105 065%; 0662?; 0128 | 1,36 Ofifli 066§ggi 0,028*| 1,65
prolactina ' ' ' ' ' '
Imunoglobulina 4,089 +|2,468 + 1,648 = | 5,273 + . 5,745 +| 7,565 + .
11 ! 3.9 22 Veae | iaes | 0001 |06 | TPe0E I2IS = oot | 32 | %R0 | T 0 F| 0287 | 132 | o010
19 6,7 2i639129i 45539* 0,009* | 1,77 26382551 4é536587i 0030% | 196 |20 * 3’17%1* 0,306 | 1,19
22 | Cistatina S 41 15 2i8§327t 5;555* 0,009* | 1,91 Silésﬁli 5é311896i 0,002 | 1,71 Oi4$8221 3’14;?; 0,493 | 7,07
23 43 3i9§§1i Oéofgoi 0,917 | 0,02 Oézfgsi 063??231 0,398 | 1,56 Oéofgzi 0605;‘8* 0,715 | 026 | 0,000*
29 %3?;‘; obsg§7¢ 0,808 | 0,97 0’043231' 0’07%; 0,004* | 1,76 0'05‘1124* 0’05223* 0634 | 1,00 | 0014
Proteinas
31 | induzidaspor | 4.6 17 Og‘;g; 065;‘801' 0,518 | 1,15 0’062851' 0’072201' 0,675 | 1,08 064f§oi 06655’21 0,046* | 1,44
prolactina ' ' ' ' ' '
Regido C da
39 | cadeiaK de 7.7 25 | 0078 10539 | 0003 | 6,78 | 0245 * | 039 =1 0018+ | 048 9011 #0352 10176 | 071 | <0,001*
imunoglobulinas ' ' ' ' ' '
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0 Taor | Gazs | 0004 | 03 | %008t |%dee | 0144 | 058 | Coies” | “ase | 0946 | 0.7
“ “oz40 | o088 | 0128 | 043 | %o 00," | "on1 | 0297 | 14 | Yoy |oaar |0018°| 221 | o035
z
4 | RegaoCda | 69 N 06?32531 16?57§oi 0,146 | 1,88 16‘,1395; 06?;8; 0,001* | 0,6 16?35’01 06‘?25560i 0,004 049 | 0,004
45 |imunoglobulinas| 6,1 065,%5 056,3%8* 0444 | 1,21 067139311 06?17(?; 0,0005* | 0,48 065,‘1‘;01 065,2221“ 0,723 | 093 | 0,011*
. o | [ T o [ or [y o s o [ oo o
47 05?2; 06111821 0,068 | 0,44 06?%; 06%5’585 0,034* | 0,49 0,01;;01 obc?ggli 0,221 | 0,56
48 Coogr | otee | 0269 | 194 | B0 E | Wreet [ 0039 | 05 | SN Sing’ [0015%| 03 | o012
49 O’O%ZZJ" 062;371' 0542 | 0,72 06‘,13241 06?29391 0,009* | 0,39 Obljgli Obljgﬁi 0,981 | 0,99
52 Yoo | oata | 0043 314 | 510" | Todra | 031 | 989 |%aer | Cooer |0028| 025 | 0002
52 “oaso | 0200 | %018 | 193 | %5z | Toes | %028 | 083 | “oeo” | “ose | O3 | 113 | 0008
54 oo | Soiase | 0,014 | 059 | O30 10508 1 0,119 | 076 | G | Gloa [0.016+| 051
55 Tato | oase | 0020 | 161 | PR | e | 0001 | oee | GO | Grea |00021| 051 | <o00n
56 "oz | Coam | 0028 | 029 | TGRG* | 900" | 0476 | 051 | %5 355" | Doas | 0463 | 048
57 Obl,ﬁzi Obllggzi 0,866 | 0,86 O’O‘Qjégli Ob%é; 0,046* | 0,22 0'01,‘1127* 0’01,1;31’ 0,499 | 0,78
%9 108 | oam | 0116 | 2 | e | oo | 0298 | 081 | Togs | Gose | 0206 | 078 | 0037
67 et | Caaar | 0128 | 388 | %00 ® | O200sT [ 0028 | 21 | 0500|0082 F | 0,249 | 072 | 0043
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7 Yo7 | ba0e | 0134 | 227 | G015 | Goeo | 0954 | 099 |°5o0” | Tooss | 0125 | 038 | o003
72 06,1891; 06(?3571 0,063 | 0,48 oé?ggoi 06%86; 0,318 | 1,56 06%371; Oé?gg; 0,128 | 0,61 | 0,049"
& “o05 | 0,080 | <0001 | 206 | Tt | T ogr | 002 | 1.4 | % 00" | % de; " |0o1rr| 054 | os0r
76 Coer | Coiss | 0237 | 064 | %osst [ O0oe | 028 | 071 | %002 | 0055 * |0.018| o061
i “oost | o312 | 007 | 435 | % og6” | “oogs | 0018 | 218 | % Tes” | %1, | 0753 | 108
8 “ooas | ‘0024 | 0043 | 028 | °0cae” | “gozr | 03 | 128 | Tooar” | “voso” |0028°| 472 | <0001
80 Coes | oaar | 0018 | 7.8 | Oioet |92, F [ 0002 | 283 | 0050 | 0200 F | 0,308 | 078 | 0015
84 | a-amilase 6,9 37 Oé?fgzi Oé?fgli 0,030* | 3,21 Oﬁg; Obsjﬂzi 0177 | 0,82 Oszggi 061,1821' 0178 | 051 | 0,015*
% o,oz,ggf Obo,ég; 0,043* 10,06 Obl,gisi Obo,gioi 0273 | 0,27 Ob?géai Ob(?ggsi 0,028* | 10,45
86 0’00,3261' obo,gg; 0,017 | 1,38 obo,ggoi obo,gggi 0463 | 12 06?8261 061,8‘1’; 0,046+ | 1,87
2 Cozez | o037 | 0028 | 018 | %oi0," | Toora”| 002" | 288 | °e," | % 6, " 0043 03 | 001
99 Coaaz | 00w | 004 | 027 | °508s" | “ooar | 0% | 196 | Gozo | ‘vose | 075 | 126 | <o0or
100 062].8699i Oé?c??si 0,608 | 0,96 O’Ol,g; A O’Oz,g;; 013 | 1,45 06?38531 06%393; 0,011*| 0,58
106 | iopimomatica ]| 5 aa | O ey | 0o1sr | 1se | G | QTR L oers | 1 | S| O, 0359 | 083 | o016
108 | «-amilase 6,4 47 Obgg; Obl,éisi 0,028* | 0,16 Obo,g‘;li O’éiloi 0,028* | 1,92 06?842131 0’00,329* 0,735 | 0,02 | 0,002*
109 “o0s7 | oo | L | 968 | “oare” | Touss | 001" | 293 | °Gres | “oore | 0753 | 086
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120 | - amilase 6,2 60 obc?gg; 2’12'41152351 0,008* | 26,74 167,529?151 25311 0,018* | 1,43 Zfé%i Obc?géoi 0,018*| 0 <0,001*
Regido C da

129 imct?r?oegij?ogllidneas 5,5 65 Og%ﬁ 1*1725;5 0,091 | 2,35 152;; 0’09;801 0,028* | 0,53 O'Ob:ggf Obff%gi 0,866 | 0,89 | 0,008"
130 15;‘;; Obll‘z’;gi 0,018* | 01 0*0?%51 0,01,8211 0,116 | 2,26 O'Ol,égzi Obljif 1 | 1,38 | <0,001*
131 RegioCda | 55 N 06?5581 06?17141' 0,010* | 12,08 1522; 0’082251 0,083 | 0,67 lé?fgoi 06?38;3; 0,017*| 057 | 0,004*
132 |imunoglobulinas | 5.3 16?5241 Oﬁg—' 0333 | 0,69 lfgli Oééfé; 0,012* | 0,48 o,os?ezsg; 067,?1;4i 0283 | 082 | 0,014
133 | a-amiase 5,9 60 0’053(1)01' 36?98$7i 0,028* | 4,36 361,2821' 4’173;; 0,043+ | 1,51 368;81* 2’19522* 0,063 | 077 | 0,002*
134 3’1‘?2?0* 067,2301' 0,005* | 0,18 Oé?gg; 05;‘55* 0,075 | 0,58 06712?21 O(ﬂgf 0,686 | 0,92 | <0,001*
144 05?2315 0(’)?323; 0369 | 1,13 06%5791 16%20111 0,038* | 1,76 067211271 Ofgggi 0,258 | 0,79 | 0,038
153 5,8 oé?gggi nglf; 0,005* | 2,17 Oé?fgoi 064,1017771 0,021* | 0,63 Offgoi Oéfg’???i 0,082 | 076 | <0,001*
154 — 5,7 szégli szggoi 0,130 | 4,01 Z(’)Z%{sj Z(’)Egzsj 0,066 | 05 Z(’)Z?Zioj Z(’)Z%i 0,048*| 0,65 | 0,016
155 iﬁzléﬂgélr(;%ﬁigss 55 100 61115‘ 6,297‘ 0,678 | 0,89 6,322‘ 6,876_ 0,047* | 0,65 6,158_ (’),243‘ 0,027*| 0,65

156 5,3 Ob‘fgzi Ob‘géf 0,81 | 0,94 O’O‘fgéli 0’3327* 0,096 | 0,65 Ocﬂfoi Oé?fj; 0,046*| 0,64

157 5,2 063,8;; obejig; 0,548 | 1,15 O’oﬁéei 0’02,8201' 0,058 | 0,63 06?18?91 Oé?Zfoi 0,047| 071

Células em branco, na coluna referente a proteina significam o desconhecimento da proteina que constitui o spot correspondente; N=7; *indica significancia estatistica

considerando um p-value<0.050).
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Figura 9: Imagem representativa de um gel de eletroforese bidimensional com a localiza¢édo de
todos os spots que tinham alteracgées significativas (N=7).

Relativamente as proteinas alteradas com os diferentes estimulos, vamos
debrugar-nos primeiro sobre aquelas alteradas pelo estimulo olfativo,
independentemente da forma como variam em funcdo dos outros estimulos/tratamentos
e seguidamente sobre as proteinas onde se observam alteracdes diferentes consoante
o tipo de tratamento (ou seja, onde se observou interagao significativa entre o estimulo
e o0 periodo da recolha).

Vinte e seis proteinas apresentaram variacdes significativas induzidas pelo
cheiro do pao (Tabela 5). Existem spots proteicos com niveis de expressao mais
elevados apds o estimulo, como é o caso dos spots 19 e 22 que correspondem a
cistatinas do tipo S, 39 e 42 que correspondem a regido C da cadeia K de
imunoglobulinas, 84, 120 e 133, identificados como a- amilase, 106 que corresponde a
actina citoplasmatica 1l, 131, identificado como regido C da cadeia a1 de
imunoglobulinas e spots néo identificados como 52, 53, 55, 75, 80, 111 e 153.

Outros spots proteicos também variaram significativamente, mas neste caso
apresentando uma expressdo diminuida ap6s o estimulo olfativo. S&o os casos dos
spots 108, identificado como a- amilase e dos spots 40, 54, 56, 78, 85, 95, 99, 130 e
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134, cuja identificacdo ndo é conhecida. Na Figura 10Figura 10 temos a localiza¢éo dos

spots proteicos cujos niveis de expressao apresentam diferencas significativas entre o

momento imediatamente antes de cheirar o pdo e imediatamente apos.

Tabela 5: Proteinas que se encontram significativamente alteradas apés o estimulo olfativo.

Spot Proteina (Id) Sentido da Variagao p
19 o 0 0,009*
> Cistatina : 0.005"
39 0 0,003*
40 | 0,004*

Regido C da cadeia
42 K de 1 0,032*
imunoglobulinas
52 1 0,043+
53 0 0,018*
54 ) 0,014*
55 0 0,020*
56 ! 0,028*
75 1 <0,001*
78 ! 0,043*
80 1 0,018*
84 a — amilase 1 0,030*
85 ! 0,043*
95 ! 0,028*
99 ! 0,046*
106 Actina 0 0,018*
citoplasmaética Il
108 a — amilase ! 0,028*
111 1 0,025*
120 a — amilase 1 0,008*
130 ! 0,018*
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Regido C da cadeia
131 alde ) 0,010*
imunoglobulinas
133 a — amilase 1 0,028~
134 ! 0,005~
Recetores poliméricos
153 ) ) 1 0,005*
de imunoglobulinas

Células em branco, na coluna referente a proteina significam o desconhecimento da

proteina que constitui 0 spot correspondente;[(N=7) *- significativo para p-value < 0,05 ]

Figura 10: Imagem representativa de um gel bidimensional onde se encontram assinalados os
spots que se encontram significativamente alterados por influéncia do cheiro do pé&o. [a azul os
spots que se encontram aumentados apés o estimulo e a vermelho os que se encontram

diminuido apdés o estimulo (N=7)]

Algumas das alterac¢des induzidas pelo cheiro do p&o foram observadas como
sendo semelhantes as induzidas pela mastigacdo desse alimento, ndo se observando
essas mesmas alteracfes com a mastigacdo do arroz. Os spots para 0s quais isso se
observou estdo indicados na Tabela 6. Apenas obtivemos seis spots nestas condi¢oes:
spots 19 e 22, identificados como cistatinas S, que aumentaram em ambos o0s

tratamentos, spots 120 e 133, correspondentes a a- amilase s e que também se
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encontram aumentados por ambos os estimulos, spot 80, também aumentou, mas ndo
identificado e spot 134, diminuido em resposta a ambos o0s estimulos com pao e que

esté assinalado a amarelo na Figura 11.

Tabela 6: Proteinas que se encontram alteradas ap6s o estimulo olfativo e apés o estimulo

mastigatdrio, no mesmo sentido.

Cheirar o .
Spot Id . p Mastigar pao p
p&o
19 Cistatinas 1 0,009* 1 0,030*
22 1 0,009* 0 0,002*
80 0 0,018* 1 0,002*
120 _ 1 0,008* 1 0,018*
a — amilase
133 1 0,028* 1 0,043*
134 ! 0,005* ! 0,075

Células em branco, na coluna referente a proteina significam o desconhecimento da

proteina que constitui o spot correspondente; [(N=7) *- significativo para p-value < 0,05)].
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-

Figura 11: Imagem representativa de um gel bidimensional onde se estdo assinalados os spots
que se encontram alterados pelo estimulo mastigatério do mesmo modo que se encontram
alterados pelo estimulo olfativo. [a verde o spot que esta, tendencialmente diminuido ap6s o
estimulo olfativo e mastigatério e a amarelo os que aumentam significativamente a sua

expresséo apos o estimulo olfativo e mastigatério (N=7)].

Dezanove spots proteicos variaram de forma diferente entre os diferentes
tratamentos (Figura 12). Um dos resultados mais evidentes foi a interagcdo significativa
em muitos spots identificados como cadeias de imunoglobulinas (42, 43, 45, 131, 153 e
154) e em spots que, mesmo nao tendo sido identificados, tém uma localizagéo que faz
crer na possibilidade de também o serem (Figura 9), como séo o0s casos dos spots 48 e
55. Para todos estes spots a interacao significativa deve-se a uma varia¢cao no sentido
de aumento de expressao, com o cheiro do pao e de uma diminuicdo de expressdo com
a mastigacao, quer de pdo, quer de arroz Ainda dentro dos spots para 0s quais séo
conhecidas as proteinas que os constituem, ha um aumento de um spot de amilase
(spot 84) e um aumento de um spot de actina citoplasmatica Il (spot 106) com o cheiro,

que ndo ocorre com 0s tratamentos onde houve mastigacdo de pdo ou arroz.
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Spot 154

0=
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time

Figura 12: Variacdo na percentagem de volume dos spots para os quais houve interagédo
significativa (p value < 0,05). [ (1- imediatamente antes do estimulo e 2- imediatamente
apos o estimulo) (a azul esta representado o estimulo olfativo, a verde o estimulo
mastigatorio com o pao e a amarelo o estimulo mastigatorio com o arroz)].

4.2. Relagcdo entre as emocdes e as alteracbes na

componente bioguimica da saliva

4.2.1. Principais emocodes sentidas

Para relacionarmos as emog¢fes com as alteragfes na componente bioquimica da
saliva recorremos as respostas que nos foram facultadas pelos nosso voluntarios, no
momento apds o contacto olfativo com o péo. Através da Figura 13 é possivel observar
gue emocgBes como irritacdo, enjoo, surpresa desagradavel, diversdo e tristeza séo
escassamente sentidas. JA emogfBes como bem-estar, conforto, desejo, sensagéo de

agua na boca e interesse sao as mais reportadas.
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Figura 13: Gréfico representativo das respostas dos voluntérios relativamente as emocgdes sentidas no momento de contacto olfativo com o péo.

As diferentes cores correspondem aos diferentes niveis de emoc¢éo percebida e os nimeros em cada uma das barras indicam a percentagem de
individuos para cada nivel de resposta.
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4.2.2. De que forma a saliva se associa as

emocdes?

Através de andlise de componentes principais (PCA) tentou-se reduzir o nimero
de variaveis, agrupando-se as emog¢8es em componentes. As 3 primeiras componentes

permitiram explicar cerca de 66 % de variagao (Tabela 7).

Tabela 7: Emoc¢des que contribuem para a explicacdo de cada componente principal.

Componentes
1 2 3
Irritagdo 0,871
Enjoo - 0,310 0,855
Surpresa Desagradavel 0,343
Alegria 0,719 | 0,439
Surpresa Agradavel 0,735 | 0,377
Bem-estar 0,807 | 0,382
Desejo 0,896
Refrescante 0,317 | 0,744
Energia 0,822
Relaxamento 0,325 | 0,739 | -0,348
Conforto 0,610 | 0,362 | -0,390
Agua naboca 0,825
Diverséo 0,914
Interesse 0,776
Melancolia - 0,393

No entanto, considerando estas como varidveis explicativas, hum modelo de

regressao linear, ndo foi possivel encontrar nenhum modelo bom (ou seja, com elevada
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percentagem de explicacdo das variacbes na variavel dependente). Assim, foram
testados modelos de regressdo linear considerando as diferentes emocdes sem
estarem agrupadas.

Através desta regressdo conseguimos obter modelos explicativos para trés dos
NOSsOs parametros.

No que diz respeito a variacao da taxa de secrecao salivar (A taxa de secrecao),
esta esté associada positivamente com o desejo sentido ( A taxa de secregdo = 0,225 +
0,152 Desejo; R? ajustado de 38,8 % e p-value< 0,001).

Relativamente aos niveis de cortisol salivar, as variagdbes no mesmo (A cortisol)
associam-se negativamente com a sensacao de bem-estar e positivamente com a sen-
sacdo de desejo (A cortisol = 0,045 — 0,063 (bem — estar) + 0,049 desejo; R? ajustados
de 60,9 % e p-value<0,001).

Os niveis de variagao da atividade enzimética da amilase também parecem res-
ponder as emocodes sentidas. A variacdo da atividade enzimatica de amilase salivar (A
amilase ) associa-se positivamente ao desejo, ou seja, maiores niveis de desejo estao
associados a maiores aumentos de atividade enzimatica deste proteina salivar
(A amilase = —96,784 + 22,513 (desejo), R? ajustado de 16 % e p-value= 0,029).
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Capitulo V - Discussao
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O objetivo deste trabalho foi avaliar as altera¢des, na composicdo da saliva,
induzidas pelo contacto olfativo com um alimento e se essas sdo semelhantes as
alterac@es induzidas pela mastigacao/ingestdo do mesmo alimento. Para além disso, e
tendo em conta que os estimulos olfativos sdo fortes desencadeadores de emocoes,
avaliou-se também o efeito que estas Ultimas podem ter nas alteracdes salivares.

O que motivou este trabalho foi a existéncia de associacao entre estimulos pré-
ingestivos e salivacdo, como demonstrado no trabalho de Cavazzana et al., 2017, onde
se observaram diferencas na percec¢do de um refrigerante mediante o recipiente onde
este é servido, ou mesmo na conhecida experiéncia de Pavlov, onde um estimulo
auditivo foi suficiente para desencadear a salivagéo nos cées (Mcleod, 2013).

Que seja do nosso conhecimento, é a primeira vez que alteracdes no proteoma
salivar sdo descritas em resposta ao estimulo olfativo de um alimento. As recolhas foram
feitas antes e depois de cada estimulo (com excec¢édo do estimulo olfativo, em que devido
a natureza do estimulo, a recolha teve que ser feita durante a estimulagdo). Os
tratamentos foram separados entre si por um periodo de tempo de, pelo menos 15
minutos, para minimizar algum efeito cumulativo (Bonneau et al., 2018).

Um dos parametros salivares que variou com a estimulacdo olfativa foi a taxa de
secrecdo salivar, que aumentou, sendo também observado apds os outros tratamentos.
Assim, a resposta em termos de taxa de secre¢do ndo € unicamente causada pelo
estimulo olfativo. Estes resultados seguem a mesma linha dos obtidos noutros
trabalhos, como por exemplo o de Drago et al., 2011; Esteban-fernandez et al., 2016;
Perez-jiménez et al., 2019; Chambaron et al., 2015 e o de Morquecho-Campos et al.,
2019. Neste ultimo trabalho, os autores testaram a influéncia de odores alimentares e
nao alimentares em parametros salivares e observaram também um aumento na taxa
de secrec¢do. Para além disso, obtiveram uma correlagdo significativa entre o aumento
da taxa de secregao salivar e o fendmeno “agua na boca” descrito pelos voluntarios, o
gue no nosso caso ndo se observou. Ou seja, ndo foram os individuos que referiram
perceber mais “agua na boca” que tiveram maiores aumentos na taxa de secregao.
Ainda assim, o parametro emocional “sentir agua na boca” foi um dos mais referidos

aquando do cheiro do p&o. E possivel que o incremento na taxa de fluxo salivar tenha
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sido motivado pela expectativa do consumo desse alimento. Empiricamente é conhecido
que o desejo de ingerir um alimento desencadeia o processo de salivacdo, como se a
cavidade oral se estivesse a preparar para receber este alimento. De facto, isto é
corroborado pelos resultados obtidos, ao associar a taxa de secrecao salivar com as
emocles percebidas durante o estimulo, onde a emocdo que se associa
significativamente a taxa de secrecdo é o desejo. E esta emocdo correlaciona-se
positivamente, isto € quanto maior o desejo sentido pelos voluntarios para comerem o
pdo maior a sua taxa de secrecdo salivar. A resposta, por parte das glandulas, ao
estimulo olfativo podera estar relacionada com o sistema nervoso parassimpatico,
sendo o referido responsavel pelo aumento da quantidade de &agua produzida e
consequente sensagdo “agua na boca” (Pedersen et al., 2018) Todavia, o tipo de
estimulacao responsavel pela resposta secretoria ao estimulo olfativo nao € consensual,
com autores como llangakoon & Carpenter (2011) a referirem que o odor induz a
producdo de saliva por parte das glandulas submandibular e sublingual e ndo da
glandula parétida. O facto de ndo terem sido observadas variagbes significativas na
concentracdo em proteina total, induzidas pelo odor do pdo pode dever-se a esta
ativacao inicial do sistema nervoso parassimpatico, antecipando a ingestdo e sem que
haja a mesma ativagéo por parte dos nervos do sistema simpatico, o qual é o principal
responsavel pelo aumento da concentragéo proteica (Carpenter, 2013). A sensagéo de
“agua na boca” foi também sugerida como devendo-se a a¢cdo dos musculos faciais, 0s
quais exercerdo pressao sobre os ductos salivares, involuntariamente, causando uma
maior libertagdo de saliva pela parte destes para a cavidade oral (Carpenter, 2013).
Também Pedersen et al., (2018) referem que a salivagéo apoés visualizagdo de um prato
apetitoso esta relacionada com o aumento da atividade da lingua e dos labios, o que ira
desencadear a libertacdo de saliva que se encontrava armazenada.

No que diz respeito ao proteoma salivar, observaram-se altera¢gfes induzidas
pelos diferentes tratamentos. Algumas das proteinas que se encontram aumentadas,
guer apoés o cheiro do pao, quer ap6s mastigar esse alimento, mas que nao variam no
mesmo sentido apds mastigar arroz sdo proteinas como as cistatinas e a a-amilase
salivar, que aumentam com o estimulo olfativo e mastigatério, as regiées C quer da

cadeia K quer da a1 de imunoglobulinas que se encontram aumentadas ap0s o estimulo
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olfativo mas diminuidas apés o estimulo mastigatério, a actina citoplasmatica Il que se
encontra aumentada apenas aquando o estimulo é olfativo, e , ainda duas proteinas ndo
identificadas, spots 55 e 153 que se encontram aumentadas ap6s o estimulo olfativo,
com resultados analogos para o estimulo mastigatorio.

As cistatinas séo fosfoproteinas que tém propriedades inibidoras de protéases,
antifingicas e antimicrobianas. Estas proteinas possuem diferentes isoformas (Cistatina
A, Cistatina B, Cistatina S, Cistatina SN, Cistatina SA e Cistatina D) na saliva humana
(Marie et al., 2019). Estao relacionadas com a sensibilidade gustativa, nomeadamente
a capacidade de resposta ao gosto amargo (Rodrigues, 2017). As cistatinas do tipo S
sdo maioritariamente produzidas pela glandula submandibular. Assim, uma hipotese é
que este aumento, com o estimulo olfativo, signifique uma maior estimulagao/secrecao
por parte das glandulas submandibulares. Estes aumentos véo de encontro ao que foi
sugerido por llangakoon & Carpenter (2011), tal como referido anteriormente, de que o
estimulo olfativo vai estimular principalmente as