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Efeito de Estimulos Alimentares Visuais nho

Proteoma Salivar

Resumo

Os estimulos pré-ingestivos, como a visualizagdo de um alimento, podem
desencadear emocdes e respostas a nivel fisioldgico, como a salivacdo. O objetivo
deste trabalho € estudar a influéncia da exposicdo a diferentes estimulos visuais
alimentares, no proteoma salivar, relacionando-as com as emog¢des desencadeadas.
Para isso, os participantes foram expostos a trés estimulos visuais alimentares (alimento
palatavel salgado fast-food, palatavel doce e de baixa palatibilidade). Recolheu-se saliva
mista, antes e durante o estimulo, e avaliaram-se as emoc¢6es despoletadas. Analisou-
se a taxa de secrecdo salivar, concentragdo proteica e, através de eletroforese
unidimensional e bidimensional, estudaram-se as alteragbes no proteoma salivar.
Observou-se um aumento de anidrase carbonica VI associado a visualizagdo do
alimento doce, e de cistatinas, associado a visualizacdo do alimento de baixa
palatabilidade. Verificou-se, também, diminuicdo de cistatinas e aumento de proteinas
induzida por prolactina, associados a emog¢fes negativas, e aumento de amilase

associado a emocgdes positivas.

Palavras-chave

Comportamento alimentar; estimulos pré-ingestivos; estimulos visuais; proteoma

salivar; salivacdo; emocoes.
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Effect of Visual Food Stimuli on Salivary Proteome

Abstract

Pre-ingestive stimuli, such as the sight of food, can trigger emotions and
physiological responses, such as salivation. The aim of this paper is to study the
influence of exposure to different visual food stimuli, on the salivary proteome, and relate
them to the emotions triggered. For this purpose, participants were exposed to three
visual food stimuli (fast-food savory palatable food, sweet palatable food and low
palatable food). Mixed saliva was collected, before and during the stimulus, and the
triggered emotions were assessed. Salivary secretion rate, protein concentration and
changes in the salivary proteome, by uni-dimensional and two-dimensional
electrophoresis, were studied. An increase in carbonic anhydrase VI was observed,
associated to the sight of sweet food, and in cystatines, associated to the sight of low
palatability food. We also observed a decrease in cystatines and a increase in prolactin-
induced protein associated with negative emotions, and an increase in amylase

associated with positive emotions.

Key-words

Feeding behavior; pre-ingestive stimuli; visual stimuli; salivary proteome; salivation;

emotions.
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Capitulo 1| Problematica e Objetivos



1.1. Problematica

A alimentacdo € uma experiéncia multissensorial e, em muitos casos, 0 primeiro
contacto sensorial que temos com o0s alimentos, é através dos olhos. A simples visdo
de um alimento pode facilitar o desejo subjetivo de o ingerir, como também, ativar areas
cerebrais e vias neurais associadas a recompensa. Para além disso, a exposi¢cdo a um
alimento, e as suas propriedades sensoriais, pode proporcionar expectativas sobre a
gualidade gustativa, o sabor e a palatabilidade do mesmo, afetando assim, a aceitacdo

e 0 consequente consumo alimentar (Wadhera & Capaldi-Phillips, 2014).

Sao varios os autores que sugerem que as respostas as propriedades sensoriais
dos alimentos, tais como a visdo, sdo respostas condicionadas, ou seja, a exposicao
aos alimentos é, geralmente, seguida do consumo dos mesmos. Deste modo, as
respostas que S&a0 necessarias para preparar 0 organismo para a ingestao,
denominadas de respostas de fase cefélica, sdo acionadas quando o alimento é apenas
percebido, ou seja, ainda antes do mesmo ser ingerido. As respostas de fase cefélica
podem ser expressas, tanto fisiologicamente, por exemplo pelo aumento da salivacao,

como psicologicamente, pelo desejo auto-relatado (van der Waal et al., 2021).

Um estudo anterior da equipa demostrou que a exposicdo a estimulos pré-
ingestivos, como o odor do péo, sdo suficientes para induzir alteragdes no proteoma
salivar (Carreira et al., 2020). J& no que diz respeito a estimulos visuais alimentares,
estes estdo pouco explorados, e que seja do nosso conhecimento, ainda nao é

conhecido o efeito que 0os mesmos podem apresentar na composi¢ao proteica da saliva.

1.2. Objetivos

O objetivo do presente trabalho é avaliar as alteracdes no proteoma salivar
induzidas pela exposi¢do a diferentes estimulos visuais alimentares, pertencentes a
alimentos com diferentes palatabilidades, e relaciona-las com as sensacdes / emocdes
desencadeadas por esses mesmos estimulos. Mais especificamente, pretende-se

responder as seguintes questfes de investigacao:

e A visualizacdo de diferentes alimentos, associados a diferentes qualidades
sensoriais (palatavel salgado fast-food, palatavel doce e baixa palatabilidade),
desencadeia diferentes sensacdes / emogdes?

o De que forma imagens de alimentos desencadeiam alteracdes na salivagéo,

particularmente no perfil proteico salivar?



o Diferentes imagens alimentares, associadas a diferentes qualidades sensoriais,
resultam, no mesmo efeito salivar, ou em efeitos diferentes?

e Os efeitos da visualizacdo das imagens de alimentos, na salivacdo e na
composicdo proteica da saliva, estdo associados as sensacfes / emocodes

desencadeadas por esta?






Capitulo 2 | Fundamento Teérico



2.1. Introducao

Ao longo do dia, estamos continuamente expostos a estimulos alimentares e nao
alimentares que afetam o apetite, a percecdo dos alimentos e, consequentemente, a
ingestdo. Estes estimulos podem ser de natureza diferente, como estimulos visuais,
olfativos, auditivos, gustativos ou tateis. Na area da psicologia e das neurociéncias, tém
sido realizados varios estudos no sentido de perceber como é que estes estimulos
podem interagir e influenciar as escolhas alimentares e as quantidades de alimentos

ingeridos.

Antes de iniciar a apresentacdo dos diferentes aspetos tedricos a serem
considerados na presente dissertacdo, € importante definir dois conceitos:
multissensorial e cross-modal. A estimulagdo multissensorial diz respeito a integracao
de sinais provenientes de diferentes classes sensoriais numa Unica percecdo. Ou seja,
de acordo com Stein, 2010, citado por Spence (2018): “from the physiological
perspective, integration refers to the creation of a true product (i.e. neural signal) derived
from an interaction among two or more different sensory inputs. That integrated neural
signal is different than each of the presumptive component responses and cannot readily
be deconstructed to yield the unique contributions to its formation”. J& no que diz
respeito ao conceito cross-modal, este refere-se a situacdes em que um estudo de uma
determinada tipologia influencia (cria viés) a forma como outra tipologia sensorial é
percebida. Por exemplo, uma situacdo em que uma musica (auditivo) influencia a
intensidade percebida de doce (gustativo), num alimento (ex. Guedes et al., 2023) é um

exemplo de efeito cross-modal.

Seja por efeito multissensorial, seja por efeito cross-modal, os sentidos sao
fundamentais na forma como percebemos os alimentos, assim como na forma como
isso se traduz no consumo e nos efeitos provocados pelos mesmos. Desta forma saber
e perceber como diferentes tipologias de estimulos influenciam aspetos fisiol6gicos e

comportamentais associados a alimentacao, é de extrema relevancia.

2.2. Respostas de fase cefalica

A fase cefalica é considerada a primeira fase da digestdo (Lasschuijt et al., 2020).
Esta é caracterizada por um conjunto de respostas fisiologicas, endécrinas e autbnomas
do sistema digestivo que ocorrem em antecipacdo a ingestdo de um alimento e a que

denominamos de respostas de fase cefélica (RFC) (Zafra et al., 2006).



O conceito foi introduzido no inicio do século XX, pelas conhecidas experiéncias
realizadas em caes de Ivan Pavlov (Pavlov, 1910). Embora, inicialmente, este tenha
introduzido o termo “secrec¢des psiquicas”, autores posteriores concordaram em utilizar
a designacdo RFC (Respostas de Fase Cefalica), devido a estas respostas serem,
essencialmente, mediadas por mecanismos cerebrais e pelo sistema nervoso periférico
(Zafra et al., 2006).

As RFC séo respostas reflexas, geralmente mediadas pelo nervo vago, e séo
desencadeadas pela exposicdo as propriedades sensoriais dos alimentos, como a
visdo, o cheiro, o sabor, ou até pela simples ideia de os ingerir. Assim, estas respostas
podem ser o resultado direto de estimulagéo sensorial, mas também podem resultar de
um processo condicionado, ou seja, quando um individuo aprende que determinado
estimulo prevé a ingestao de alimentos, as RFC sao desencadeadas pela exposicao a
esse mesmo estimulo (Nederkoorn et al., 2000). Foi sugerido que quanto maior a
complexidade do estimulo, maior é a resposta gerada. Deste modo, parecem existir
estimulos que produzem respostas maiores que, segundo Mattes (1997), podem ser
hierarquizados pela seguinte ordem: mastigacéo e degluticdo > gosto > olfato > viséo

Ou som > sinais cognitivos.

As respostas aos estimulos cefalicos, ou estimulos pré-ingestivos, podem ser
explicadas pelo conceito de alostasia, o processo pelo qual o organismo reage a novas
situagOes (fisicas, ambientais, entre outras) de modo a restabelecer a homeostasia
(Skvortsova et al., 2021). Assim, a principal funcao destas alteracdes antecipatérias é
minimizar as perturbacdes do meio interno resultantes da ingestdo de alimentos,
preparando 0 organismo para a ingestdo, digestdo e absorcdo dos mesmos,
contribuindo assim, para a manutencdo da homeostase (Smeets et al., 2010). Ao
preparar 0 organismo para processar os nutrientes de modo mais eficiente, as RFC,
permitem uma maior ingestdo de alimentos, um menor tempo entre refeigbes e,
portanto, aumenta a quantidade de nutrientes que pode ser recebida (Skvortsova et al.,
2021). Para além disso, também existem evidéncias de que estas desempenham um
papel importante quer no aumento do apetite, quer na inducdo da saciedade (Power &
Schulkin, 2008; Skvortsova et al., 2021).

Desde as descobertas iniciais, 0 conceito pouco alterou, no entanto, a lista de
respostas tem continuado a expandir-se. As RFC mais descritas na literatura incluem o
aumento da salivacdo, motilidade e esvaziamento gastrico, termogénese, e a secrecao
de hormonas como a insulina, leptina e grelina (Skvortsova et al., 2021). Mais respostas

podem ser encontradas na tabela 1.



Tabela 1: Principais respostas de fase cefélica descritas na literatura, possiveis fungfes ou
efeitos e respetiva localizacdo (retirado e adaptado de Smeets et al. 2010).

Respostas de fase
ceféalica (RFC)

Possiveis fungdes ou efeitos

Localizagao

Saliva

Dissolve as particulas dos alimentos para serem
transportadas para as papilas gustativas
(essencial para a percecdo do paladar); inicia a
decomposicdo do amido e das gorduras.

Cavidade Oral

Acido cloridrico

Fragmentagéo dos alimentos.

Gastrina

Contribui para a secregéo de acido gastrico.

Enzimas digestivas
(Lipase)

Atua no processo de digestdo das gorduras.

Protegem as mucosas gastricas e intestinais

Frequéncia cardiaca

Indica excitagdo/atividade simpdatica, incluindo
atividade do nervo vago.

Presséo sanguinea

Pode refletir excitagdo.

Imunoglobulinas contra microrganismos ingeridos juntamente com Estomago
os alimentos.
Atrasa o esvaziamento gastrico; envolvida nas
Leptina secrecdes pancreaticas mediadas pela
" colecistocinina.
©
= Grelina Contribui para a fome. Aumento pré-prandial e
3} decréscimo pos-prandial.
(]
[%2]
@ Bicarbonato Neutraliza o acido gastrico.
@
% Estimula a secrecao enzimatica pancreatica; pode Duodeno
& Colecistocinina estimular a resposta motora gastrica; atrasa o
esvaziamento gastrico.
. Neutraliza os conteldos acidos provenientes do
Bicarbonato duodeno
Enzimas digestivas . =
(lipase am?lase Atuam no processo de digestdo de gorduras,
Ipase, am| ro carboidratos e proteinas.
tripsina, quimotripsina)
Insulina Ajuda na homeostase da glucose e promove a
absorcdo de aminoacidos. A
Pancreas
Pode prevenir a hipoglicémia quando alimentos
Glucagon ricos em proteinas sdo consumidos; pode
9 contrabalancar o aumento de insulina de fase
cefalica; possivel papel na termogénese.
Inibe a secre¢do pancredtica; pode atrasar o
Polipéptido pancreatico | esvaziamento géstrico; diminui a ingestdo de
alimentos.
Atividade motora . . o
P Auxilia no esvaziamento gastrico.
gastrica
Termogénese pos- Resulta do aumento da taxa metabdlica. Fungao
& | prandial pouco clara.
3o
'Q g Reflete 0 substrato (gordura/hidratos de
@ @ | Quociente respiratorio carbono/proteina) utilizado para a producao de
D .
29 energia.
c




A alimentacéo falsa modificada (modified sham feeding) é uma técnica nao-invasiva
gue nos permite estudar processos relacionados com as RFC em humanos. Esta foi
desenvolvida a partir da técnica de alimentacéao falsa (sham feeding) usada em animais,
onde os alimentos séo ingeridos normalmente, mas séo, posteriormente, desviados por
cateteres gastricos ou esofagicos para que ndo se acumulem na cavidade gastrica. J&
na variante modificada, também denominada de técnica “mastigar e cuspir’, os
alimentos sdo apenas provados, mas nao engolidos. Deste modo, o0s recetores
faringeos e esofagicos ndo sdo estimulados e, assim, € possivel, isolar a fase cefalica
das fases subsequentes, permitindo avaliar a sua participacdo nos eventos digestivos
(Zafra et al., 2006).

A relevancia das RFC tornam-se evidentes quando as mesmas estéo ausentes, por
exemplo, quando os alimentos sdo diretamente administrados na cavidade géstrica ou
noutros segmentos do trato digestivo (Zafra et al., 2006). Pavlov foi novamente um dos
primeiros autores a documentar as alteracdes induzidas pela remoc¢éo da fase cefalica
demonstrando que, sem esta, a digestdo dos alimentos é prolongada. Também foi
demonstrado por Yamashita et al. (1993) que a lipGlise é desacelerada, o que pode levar

a um aumento do peso corporal (Skvortsova et al., 2021).

221 Salivagcao como resposta de fase cefalica

Os estimulos sensoriais dos alimentos podem induzir uma libertacdo rapida de
saliva na cavidade oral a que designamos de resposta salivar de fase cefalica (RSFC)
(Morquecho-Campos et al., 2020). A saliva é a primeira secrecdo como resposta de fase
cefalica e, devido as suas propriedades, € de grande importancia para a digestao (Zafra
et al., 2006).

Contrariamente as restantes RFC, que sdo mediadas pelo nervo vago, a resposta
salivar resulta de uma interacdo entre 0s sistemas simpético e parassimpatico. A
estimulacdo parassimpética, influéncia predominante sob condi¢bes de alimentacao,
aumenta o fluxo sanguineo para as glandulas e a producdo de saliva pelas células
acinares. J4 a estimulacdo simpética é responsavel pela modulacdo da composicao

salivar, especialmente do conteudo proteico (Mattes, 2000).

Como j& foi referido, o famoso cientista russo Ivan Pavlov foi um dos primeiros a
estudar as RFC. Para Pavlov, as secrecdes salivares eram secrec¢des digestivas,
servindo a mesma funcao intrinseca que as secrecdes gastricas e intestinais, ou seja,

permitir ao animal utilizar os alimentos para as necessidades corporais. De entre muitas



descobertas, este demonstrou que a salivagcdo ocorria em antecipagéo a alimentacao
(Power & Schulkin, 2008). Mais tarde, sob a orientacdo de Pavlov, Vul'fson demonstrou
que a salivacao variava de acordo com os alimentos ingeridos. Como por exemplo, a
ingestdo de alimentos secos estimulava uma maior salivacdo do que a ingestdo de
alimentos humidos (Windholz, 1986).

A magnitude da RSFC é determinada, em parte, pelas propriedades fisicas e
quimicas especificas dos alimentos. A secre¢do de saliva € mais influenciada pela
qualidade de um estimulo gustativo do que pela sua palatabilidade. Por exemplo, a fim
de proteger a mucosa oral, uma substancia acida estimula uma maior libertacdo de
saliva, comparativamente a um alimento apetitoso. Do mesmo modo, foi demonstrado
que macronutrientes especificos presentes nos alimentos influenciam a composicao
enzimatica e ndo o volume salivar. Como por exemplo, foi observado que a sacarose e
a frutose estimulam a libertacéo de saliva especialmente rica em amilase (Pedersen et
al., 2002; Zafra et al., 2006).

A RSFC tem vindo a ser utilizada como um diagndstico objetivo ou um indice
preditivo para varios estados ou condi¢des clinicas atualmente identificaveis apenas por
medidas subjetivas (Mattes, 2000). Alguns estudos sugerem que a salivacdo € um
marcador fisiolégico valido para o apetite (ex. Keesman et al., 2016; Lai et al., 2021). A
principal vantagem do uso desta resposta na avaliacdo da fome, comparativamente as
medidas de auto-relato, € que, apesar da resposta salivar também possuir uma
componente voluntaria, € mais dificilmente manipulada, uma vez que as propriedades
sensoriais dos alimentos desencadeiam inevitavelmente respostas corporais (Naumann
et al., 2013).

2.3. Saliva
2.3.1. Secrecao, composicao e principais funcoes

A saliva € uma secrecdo mucosa exocrina transparente, ligeiramente &cida,
sintetizada e segregada pelas glandulas salivares, as quais sé@o inervadas pelo sistema
nervoso auténomo, mais especificamente pelos nervos simpaticos e parassimpéticos
(Humphrey & Williamson, 2001; Roblegg et al., 2019). De acordo com o seu tamanho
anatémico e ao volume de saliva que produzem, as glandulas salivares podem ser
classificadas em maiores e menores. As glandulas salivares maiores encontram-se em

pares bilaterais e incluem as glandulas parétidas, submandibulares e sublinguais
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(Figura 1). J&4 as glandulas salivares menores, estéo distribuidas em grupos constituidos
por centenas de glandulas na mucosa do trato digestivo superior (Contreras-Aguilar &
Gbdmez-Garcia, 2020). As glandulas salivares também podem ser classificadas de
acordo com a natureza histoquimica da secrecéo que produzem, podendo ser serosa,

mucosa ou sero-mucosa, também denominada de mista (Benn et al., 2014).

Figura 1: Posicdo anatdmica das glandulas salivares maiores. 1-Glangula
parétida (serosa); 2- Glandula submandibular (sero-mucosa); 3- Glandula
sublingual (mucosa) (retirado e adaptado de Varga, 2012)

As glandulas salivares sdo compostas pelas células acinares, células mioepiteliais
e por varias células do sistema de ductos (Figura 2). As células acinares sao
responsaveis por determinar o tipo de secrecdo produzida a partir das diferentes
glandulas, pela producéo do fluido salivar e também da maioria das proteinas salivares.
O sistema de ductos é formado pelos ductos intercalados e ductos estriados, que
modificam o fluido salivar (que passa de isotonico a hipoténico, conforme detalhado
adiante), e pelos ductos excretores que recolhem a saliva e a transportam para a
cavidade oral. O sistema de ductos ramificados termina em aglomerados de células
acinares, denominados de acinos. As células mioepiteliais auxiliam no processo de
secrecdo, contraindo os acinos e ajudando a libertar o fluido neles acumulado (Benn et
al., 2014; Contreras-Aguilar & Gomez-Garcia, 2020; Humphrey & Williamson, 2001,
Roblegg et al., 2019).
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Figura 2: Estrutura de uma glandula salivar. 1 - Acino; 2- ducto intercalado; 3- ducto
estriado; 4- ducto excretor; 5- célula mioepitelial (retirado e adaptado de Varga,
2012).

A producéo de saliva ocorre, essencialmente, em duas fases. A primeira fase ocorre
nas células acinares, onde se da a secrecao ativa de sodio e cloreto, dando origem a
um gradiente osmético que leva ao transporte passivo de agua para o limen acinar.
Desta primeira fase, resulta uma secrecao primaria isotonica. A segunda fase consiste
na modificacdo do fluido dentro da regido ductal. Nesta fase, os ductos, que sao
impermeaveis a agua, modificam o liquido removendo o sédio e o cloreto e adicionando
potassio e bicarbonato. Assim, o liquido isoténico primario transforma-se em saliva
hipotonica (Roblegg et al., 2019; Rodrigues, 2017). Esta saliva atinge a cavidade oral
onde é misturada com o fluido crevicular gengival, secre¢cdes nasais e brénquicas,
derivados do sangue, células provenientes da descamacao do epitélio, microrganismos
e detritos alimentares (Sivadasan et al., 2015). Deste modo, forma-se uma mistura
complexa a que denominamos de saliva total, saliva mista ou fluido oral (Fabian et al.,
2015).

A saliva total € constituida principalmente por agua (99,5%), proteinas (0,3%) e
substéancias inorganicas (0,2%). A componente proteica € constituida por glicoproteinas,
como mucinas, e enzimas, como a-amilase e a anidrase carbonica VI (CA VI). Também
€ composta por imunoglobulinas e uma vasta gama de péptidos, como histatinas,
estaterinas, cistatinas e proteinas ricas em prolina (PRPs), estas, que podem ser
classificadas como acidas (aPRPs), basicas (bPRPs) e glicosiladas (gPRPs). A fracéo
inorganica da saliva contém varios eletrdlitos, como bicarbonato, calcio, fosfatos, sddio,

potassio e magnésio, e produtos nitrogenados, como aménia e ureia (Castagnola et al.,
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2011; Contreras-Aguilar & Gomez-Garcia, 2020; Schipper et al., 2007). A velocidade
com gue a saliva passa através da regido ductal, determinar4 a concentracdo de
eletrolitos, ou seja, quanto maior for a velocidade, menor sera o tempo para que se
realizem os processos de troca, e menor sera a concentracdo de eletrélitos (Aps &
Martens, 2005).

A composicao da saliva depende fortemente da taxa de secrec¢do, e esta, por sua
vez, € muito individualizada (Roblegg et al., 2019). Em média, um adulto saudéavel
produz diariamente entre 500 e 1000 mL de saliva (Aps & Martens, 2005). Relativamente
a taxa de secre¢do, em condi¢bes de repouso, ou seja, sem estimulacdo, os valores
relatados na literatura variam entre 0,1 e 0,4 mL/min. Ja em condi¢des de estimulacgéo,
os valores variam entre 0,2 e 1,7 mL/min. As glandulas salivares apresentam diferentes
contribuicbes para o fluxo salivar, tanto em condicbes de repouso como quando
estimulado. Na figura 3 podemos observar as contribuicdes percentuais das diferentes
glandulas em condi¢gbes de repouso. Contudo, quando o fluxo é estimulado, as
glandulas parétidas aumentam a sua contribuicdo cerca de 50 a 70%, tornando-se as

principais responsaveis pelo fluxo salivar total nestas condi¢des (Benn et al., 2014).

>10% Glandulas Salivares Menores

20-25% Glandulas Parotidas

7-8% Glandulas Sublinguais

60-65% Glandulas Submandibulares

Figura 3: Contribuices percentuais das diferentes glandulas salivares durante o fluxo néo
estimulado (Adaptado de Almeida et al., 2008).

Para além das diferentes contribui¢cdes no fluxo salivar, também existem grandes
diferencas entre as glandulas quanto as proteinas que sintetizam. As glandulas
parétidas secretam uma secre¢do serosa, rica em a-amilase, aPRPs, bPRPs e
estaterinas. As aPRPs sdo comuns tanto as glandulas parétidas como as

submandibulares, ja as bPRPs parecem ser exclusivas das glandulas parétidas. A
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secre¢do mucosa produzida pelas glandulas sublinguais é composta por mucinas e altos
niveis de lisozimas. Ja as glandulas submandibulares, produzem uma secrecéo sero-
mucosa que também contém mucinas, e uma elevada quantidade de cistatinas. A
semelhanca da glandula parétida, as glandulas submandibulares e sublinguais também
expressam amilase, mas em quantidades muito reduzidas. A imunoglobulina A (IgA) é
o principal anticorpo presente na saliva e também € universal a todas as glandulas (Benn
et al., 2014; Carpenter, 2013; Contreras-Aguilar & Gomez-Garcia, 2020; Humphrey &
Williamson, 2001; Pink et al., 2009).

Tanto o volume como a composicao do fluido oral variam muito entre individuos, e
no mesmo individuo, em diferentes momentos do dia (de Almeida et al., 2008). Estes
podem ser influenciados por fatores como o sexo do individuo, a idade, o grau de
hidratac&o, o peso corporal ou o ritmo circadiano, este, que pode afetar o fluxo salivar
com variacdes que podem atingir até 50%. Para além disso, também podem ser
influenciados por outras condigfes, tais como, o uso de medicacao, o exercicio fisico ou

o stress (Benn et al., 2014; Contreras-Aguilar & Gémez-Garcia, 2020).

A saliva mista € uma secrec¢éo cujo pH varia entre 6 e 7 e que possui propriedades
Unicas de retencao de agua e lubrificacdo. A sua densidade é comparavel a da agua
(p ~ 1000 kg/ m3), mas contrariamente a esta, que é um fluido newtoniano, a saliva é
classificada como um fluido ndo newtoniano, porque a sua viscosidade diminui com o
aumento do cisalhamento (Carpenter, 2013; Sarkar et al., 2019). E um fluido complexo
e versatil, que suprime uma grande variedade de necessidades fisiolégicas como
podemos observar na figura 4 (Lima et al., 2010). E ainda de ressaltar que os
componentes salivares, especialmente as proteinas, sdo multifuncionais e redundantes,
ou seja, executam mais de uma funcgéo, e executam fun¢des semelhantes, mas com

diferentes extensfes (Humphrey & Williamson, 2001).
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Mycinas Ca?t
Agua Fosfato
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Antiviral
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Histatinas Mucinas
VEGh  Calprotectina Imunoglobulinas
SLPI  Lactoperoxidase SLPI

Imunoglobolinas /

CromogranmaA_,' Histatinas
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Figura 4: Principais funcdes da saliva divididas de acordo com a superficie de atuacéo e
contribuicdo das diferentes proteinas. CA — anidrase carbdnica; DNAse — desoxirribonuclease;
PRG - glicoproteinas ricas em prolina; PRPs — proteinas ricas em prolina; RNAse —ribonuclease;
SLPI - inibidor de protease secretada por leucdcitos; VEGh — proteina da glandula de Von Ebner’s
humana (Retirado e adaptado de Amerongen & Veerman, 2002).

2.3.2. Proteoma salivar

O termo proteoma, resultante da contragéo das palavras “proteina” e “genoma”,
segundo Wilkins et al. (1996), consiste no conjunto de proteinas codificadas por um
dado genoma, célula ou tipo de tecido. Contudo, o proteoma ndo resulta apenas da
soma dos produtos traduzidos a partir de sequéncias gendmicas, mas inclui também
proteinas resultantes de modificagcbes poés-transcricdo e pos-traducdo, como
fosorilacdes, glicosilacdes e protedlise, que podem ser determinantes para a funcdo das
proteinas (Barbosa et al., 2012; Lamy et al., 2007). Assim, a protedmica ndo deve ser
vista apenas como uma abordagem para estudar todas as proteinas expressas num
organismo, mas também, deve ser vista, como uma ferramenta para melhor

compreender as alteracbes que ocorrem na estrutura proteica, e de como estas se
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refletem na interagdo com outras proteinas. E, numa ultima analise, de como estas
alteracGes se podem traduzir na saude ou doenca de um organismo (Amado et al.,
2013). Para além da grande complexidade, o proteoma é dinamico e o seu perfil altera
quando exposto a diferentes condi¢des, tais como alteragdes fisioldgicas ou diferentes

fases do ciclo celular (Barbosa et al., 2012; Esteves et al., 2019).

Uma das técnicas mais frequentemente utilizada para o estudo do proteoma é a
eletroforese bidimensional (2-DE) combinada com a sua posterior identificacéo, através
de métodos de espectrometria de massa (Lamy et al., 2007). A 2-DE foi descrita em
1975 (O’farrells, 1975) e o seu principio consiste na separagdo das proteinas com base
em duas propriedades, o ponto isoelétrico e a massa molecular. Para isso, as proteinas
sdo submetidas a técnica de focagem isoelétrica seguida de eletroforese em gel de
poliacrilamida em condi¢c6es desnaturantes, na presenca de dodecilsulfato de sédio
(SDS-PAGE). Ao combinar dois processos distintos de separacao, esta técnica, pode
ser usada para separar mais de 1000 proteinas num unico gel (Junior et al., 2013). Para
além disso, ainda permite 0 mapeamento de diferentes isoformas resultantes de
modificagfes pos-traducdo, permitindo a sua quantificacdo separada (Rodrigues, 2017).
Contudo, também apresenta algumas limitacdes, tais como uma resolugéo limitada para
proteinas com massas moleculares muito altas ou muito baixas, proteinas altamente
acidas ou bdasicas, proteinas muito hidrofébicas ou proteinas em baixa abundancia
(Schipper et al., 2007).

A protedmica é amplamente utilizada para analisar fluidos corporais, como a saliva
(Esteves et al., 2019). O interesse por este fluido tem aumentado devido a sua facil
obtencdo. A recolha de saliva é indolor e minimamente invasiva, caracteristicas estas,
gue a tornam ideal para aplicar a populac6es mais sensiveis, como criancas e idosos
(Aps & Martens, 2005). Para além disso, é econémica e 0 seu armazenamento €
relativamente facil (Benn et al., 2014). A saliva tem vindo a ser cada vez mais explorada
como meio de diagnéstico e monitorizagdo (Aps & Martens, 2005). Ja foram
identificadas diferencas nos perfis proteicos associadas a varias doencas sistémicas,
tais como cancro da mama, sindrome de Sjogren, diabetes mellitus e fibrose cistica, e
também a varias patologias orais, como o cancro oral, carie dentaria e periodontite
(Gongalves et al., 2010; Javaid et al., 2016; Prasad et al., 2016).
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Nos ultimos anos notou-se um grande progresso na divulgagéo do proteoma salivar.
Estudos realizados anteriormente, indicam a presenca de mais de 3000 proteinas
diferentes ja identificadas (Amado et al., 2013). Estas proteinas podem ser sintetizadas
pelas glandulas salivares ou podem ser comuns a outros fluidos biolégicos (Castagnola
et al., 2011). Por exemplo, cerca de 27% das proteinas presentes na saliva sdo comuns
ao plasma (Franco-Martinez et al.,, 2020). A figura 5 ilustra as principais proteinas

presentes na saliva humana.

Outras moléculas provenientes do sangue
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gPRPs

aPRPs

bPRPs

a-Amilase

Mucinas Salivares

PROTEINAS (%)

Figura 5: Representacdo em percentagem das principais proteinas presentes na saliva
humana. aPRPs — proteinas ricas em prolina &cidas; bPRPs — proteinas ricas em prolina
basicas; gPRPs — proteinas ricas em prolina glicolisadas; IgG — imunoglobulina G; slgA —
imunoglobulina A secretora (Retirado e adaptado de Schulz et al. 2012).

As mucinas sao glicoproteinas que contribuem significativamente para o
comportamento viscoelastico da saliva (Carpenter, 2013; Sarkar et al., 2019). Existem
dois principais tipos presentes na saliva humana, MG1 e MG2. A mucina salivar MG1 é
fortemente glicosilada, cerca de 80% do seu peso provém de hidratos de carbono, sendo
por isso capaz de formar gel e possui uma massa molecular superior a 1000 kDa. Ja a
MG2, possui uma massa molecular menor, de aproximadamente 200 a 300 kDa e, ndo
tendo uma propriedade gelificante tao forte, apresenta glicosilagdo menos heterogénea
(Contreras-Aguilar & Gomez-Garcia, 2020; Sarkar et al., 2019). As mucinas sao 0s
principais compostos lubrificantes da saliva, facilitando a mastigagéo, degluticdo e até a
fala. Para além disso, também possuem um papel importante como agentes antivirais e

na manutencédo da integridade dos dentes.
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A o-amilase, outra das proteinas mais abundantes na saliva, € responsavel por
catalisar a hidrolise de ligagdes glicosidicas a-1,4, e assim, iniciar a digestdo do amido
na cavidade oral (Carpenter, 2013). As amilases salivares sdo compostas por duas
familias de isoenzimas, designadas familia A e familia B. A familia A é composta por
trés isoenzimas, 1, 3 e 5, que apresentam uma massa molecular de cerca de 63 kDa e
sdo N-glicosiladas. A familia B também é composta por trés isoenzimas, 2,4 e 6, e
apresentam uma massa molecular de cerca de 59 kDa e ndo séo glicosiladas
(Oppenheim et al., 2007).

Outras proteinas presentes na saliva humana, que sao produtos da sintese proteica
nas glandulas salivares sdo as PRPs, as cistatinas, estaterinas e histatinas. As PRPs
sdo altamente polimoérficas e possuem um importante papel na remineralizagédo
(Carpenter, 2013). As cistatinas sdo proteinas ricas em cisteina e sao importantes
agentes antivirais. Estas, podem ser de origem salivar, como a S, S1, S2, SA e SN, ou
podem ser comuns a outros biofluidos, como a C e D (Carpenter, 2013; Scarano et al.,
2010). As estaterinas sdo proteinas de baixa massa molecular e, sendo 0 componente
mais tensioativo da saliva, sdo importantes para as suas propriedades fisicas. Sao
também importantes na inibi¢cdo da precipitagdo do fosfato de célcio, funcdo esta, que é
altamente relevante para a capacidade de remineralizagcdo da saliva humana
(Carpenter, 2013; Oppenheim et al., 2007). As histatinas sdo uma das proteinas mais
pequenas presentes na secrecao salivar, apresentando uma massa molecular de cerca
de 3 a5 kDa. Sao basicas, ricas em histidina e segregadas tanto pela glandula parétida
como pela submandibular. As histatinas 1, 3, e 5, representam cerca de 80% de todas
as histatinas presentes nas secrec¢des glandulares. Estas possuem importantes
atividades antifingicas e antibacterianas (Carpenter, 2013; Dodds et al., 2005;
Oppenheim et al., 2007).

7

A componente imunoldgica da saliva é composta por diferentes classes de
imunoglobulinas como IgA, IgG e IgM, sendo a IgA na sua forma secretora (slgA) a
predominante (Varga, 2012). Funcionalmente, as imunoglobulinas s&o importantes

agentes antimicrobianos, antifingicos e antivirais.

A analise do proteoma salivar pode ser desafiante, principalmente devido ao seu
comportamento dindmico e a variabilidade inter e intra-individual existente. As proteinas
salivares sdo altamente polimérficas e sofrem extensas modificacdes pos-traducao, tal
como foi referido anteriormente (Castagnola et al., 2011). Para além disso, a presenca
de varias proteinas em grandes quantidades, pode dificultar a identificacdo e

quantificacdo de proteinas que se encontram em menores quantidades e que podem
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servir como potenciais biomarcadores. Para este caso, existem varios métodos de
remocao dessas proteinas (ex. precipitacdo por diferentes métodos diferenciais,
separacao através de colunas com afinidade especifica para proteinas de interesse,
etc.), embora possam ocorrer inconvenientes, como a possivel alteracdo de outros

componentes salivares (Franco-Martinez et al., 2020).

2.4. Saliva e alimentacao

A saliva possui um papel muito importante na percecdo sensorial dos alimentos, e
esta, € determinante para as escolhas alimentares. E evidente de que o sabor é um dos
principais impulsionadores das preferéncias alimentares, no entanto, a intensidade com
gue cada caracteristica sensorial é percebida varia entre individuos, ou seja, 0 mesmo
estimulo gustativo pode ser percebido como muito intenso por um individuo, € menos
intenso por outro. O facto de percebermos um alimento, com mais, ou menos
intensidade, vai afetar a nossa aceitagcdo, e consequentemente, as nossas escolhas e
habitos alimentares (Lamy, 2022). Nos ultimos anos, surgiram diversos estudos que
sugerem que a saliva € um dos principais contribuintes, ndo sé para o paladar, como

também para a perce¢do do aroma e da textura (Lamy et al., 2020).

Algumas proteinas salivares parecem estar associadas a sensibilidade individual
com que os paladares basicos sao percebidos. O paladar amargo é dos mais estudados
e proteinas como a anidrase carbénica VI (CA VI, também denominada de gustina),
cistatinas e PRPs tém sido relacionadas com a intensidade da percecéo deste paladar
(Cabras et al., 2012; Dsamou et al., 2012). Mais recentemente, foi analisada a relacao
entre a composicao da saliva e a perce¢édo do paladar doce (Rodrigues et al., 2017b).
O estudo demonstrou que a a-amilase estd negativamente associada com a
sensibilidade pelo paladar doce. Curiosamente, no mesmo estudo, também foi sugerido
um papel da CA VI e das cistatinas (proteinas previamente associadas ao paladar

amargo) na sensibilidade por este paladar basico.

A adstringéncia é a sensacao de secura e aspereza associada a algumas bebidas
e alimentos como o vinho tinto, o cha, e algumas frutas verdes. Esta é considerada uma
sensacdao tatil, e ndo um paladar basico, e resulta principalmente da interacdo de
compostos presentes nos alimentos, como os polifendis, principalmente taninos, com as
proteinas salivares (Lamy et al., 2020). As principais proteinas associadas a esta
sensacao sdo as PRPs, sendo que proteinas como as histatinas, cistatinas e a-amilase

também ja foram associadas a adstringéncia (Dinnella et al., 2010).
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A avaliacdo da textura € um dos fatores mais importantes na apreciacdo dos
alimentos e também pode ser influenciada pela composicao salivar (Lamy et al., 2020).
Foi demonstrado que, diferentes niveis de a-amilase, entre diferentes individuos,
parecem ser responsdveis pela variacdo na percecdo da textura de alimentos que
contém amido (De Wijk et al., 2004). Também foi demonstrado que as mucinas induzem
a floculacdo de emulsdes, e podem, assim, também afetar a maneira de como os
individuos percebem os atributos de textura dos alimentos (Lamy et al., 2020; Mosca &
Chen, 2017).

Para além das sensac@es de paladar e textura, acima referidas, o aroma também
parece estar associado a composicdo da saliva, podendo a sua percecdo ser
influenciada por esta. Quando mastigamos um alimento, sdo libertados compostos
volateis, que migram da cavidade oral para os recetores olfativos, por via retronasal.
Estes compostos alimentares (volateis) sdo misturados com a saliva e é, neste ponto,
que pode haver interacdo entre eles e as proteinas salivares, podendo haver alteragéo
das préprias moléculas volateis (ou seja, da sua estrutura quimica), ou alteracao da
forma como estas se deslocam até ao local de detec¢éao, influenciando assim, a percegéao
do aroma (Lamy et al., 2020; Lamy, 2022). Por exemplo, foi demonstrado que tanto a-
amilase como as mucinas possuem a capacidade de reter moléculas do aroma e assim
alterar a percecao do mesmo (Pagés-Hélary et al., 2014). De acordo com Criado et al.
(2019), o fluxo salivar também influencia a percecédo do aroma e, este, parece ter um
efeito maior na percecdo imediata do que na percecdo de longa duragdo. Isto parece
acontecer mais em aromas provocados por ésteres de cadeia curta, comparativamente
a ésteres de cadeia mais longa. Um outro estudo, realizado por Guichard et al. (2017),
observou a relacdo entre a saliva e a perce¢cdo de aroma. Neste trabalho, os
investigadores identificaram a atividade lipolitica e o contetudo de sédio da saliva, como
0S parametros que apresentam mais impacto na percecao do aroma de Varios queijos.
Estes demonstraram que individuos com baixo teor em sédio salivar perceberam
aromas salgados como mais intensos, enquanto que, individuos com alta atividade
lipolitica detetaram o aroma de gorduras como mais intenso, resultados estes, que
podem indicar que a sensibilidade, tanto ao sal, como a gordura, pode estar relacionada
com a composicao salivar, a semelhanca do que ja havia sido proposto noutros estudos
(Mosca & Chen, 2017).

Sao varias as proteinas que tém sido associadas a forma com que percebemos 0s
alimentos. Como ja foi referido, a composi¢éo salivar € muito individualizada, ou seja,
cada individuo possui diferentes quantidades de determinada proteina, o que vai resultar

numa percecdo, do mesmo alimento, diferente para cada individuo. Por exemplo, se
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ndo possuimos todos a mesma quantidade de proteinas envolvidas no desenvolvimento
da sensacdo de adstringéncia, é espectavel que, para um determinado produto, ndo
percebamos todos a adstringéncia com a mesma intensidade (Lamy, 2022). No entanto,
importa realcar que ndo é s6 a composicao salivar que pode afetar a forma como as
caracteristicas sensoriais dos alimentos sao percebidas. Varios estudos demonstram
gue também as nossas escolhas / habitos alimentares e a nossa dieta podem ter

impacto na composicao proteica da saliva (ex. Louro et al., 2021; Morzel et al., 2017).

2.4.1. Alteragdes induzidas por estimulos pré-ingestivos

Como ja foi abordado, os estimulos pré-ingestivos, que levam as respostas de fase
cefalica, tais como as propriedades sensoriais dos alimentos, podem induzir alteracdes
fisiologicas que preparam 0 nosso organismo para o consumo dos mesmos. VAarios
estudos tém vindo a ser realizados no sentido de melhor compreender e caracterizar

estas alteracoes.

Por exemplo, Keesman et al. (2016), estudaram o efeito de trés estimulos
alimentares (um alimento atraente, neutro e azedo) e um n&o alimentar na salivacao.
Neste estudo, metade dos participantes foram instruidos a simplesmente observar os
alimentos, e a restante metade, a simular a sua ingestéo através do manuseamento dos
alimentos, mas sem os colocarem realmente na boca. Os resultados demonstraram que
os estimulos alimentares geraram respostas salivares mais fortes, especialmente o
alimento atraente e o azedo, comparativamente ao estimulo ndo alimentar. Também foi
notério que das duas condigbes experimentais, foi a simulacdo da ingestdo dos
alimentos a que resultou numa maior salivacdo. Uma limitacdo apontada pelos
investigadores, foi o facto de ndo terem conseguido separar as fontes visuais e olfativas
que contribuiram para a diferenca da salivacao entre cada um dos alimentos. Num outro
estudo, também van der Waal et al. (2021) estudaram os estimulos pré-ingestivos. Estes
demonstraram que a exposicdo as propriedades sensoriais do chocolate,
nomeadamente visdo e odor, resultaram num aumento da salivacao e os participantes
relataram sentir mais desejo apds a exposicdo ao alimento, num estado de fome, do
que num estado saciado. O mesmo efeito, do nivel de saciedade, ndo se verificou para

a salivacéo.

Apesar da observagdo do aumento da resposta salivar, induzida por estimulos pré-
ingestivos, a informacéo acerca das alteracfes que 0s mesmos induzem na composi¢ao

proteica da saliva é escassa, ou mesmo praticamente inexistente. Ainda assim, existem
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alguns trabalhos em que as altera¢gdes provocadas pelo odor dos alimentos, a nivel da
composicao salivar, foram estudadas. Morquecho-Campos et al. (2019) realizaram dois
estudos, nos quais estudaram as altera¢des induzidas pelo odor de alimentos que
variavam entrem eles na qualidade gustativa (doce, salgado e azedo) e nos
macronutrientes (alimentos ricos em proteinas, hidratos de carbono, gordura e com
baixo teor calorico). A taxa de secrecdo salivar aumentou significativamente pela
exposi¢cdo ao odor dos alimentos, comparativamente a condi¢des sem odor e a odores
nao alimentares. No entanto, para os parametros salivares analisados (amilase, lipase
e mucina 5B) ndo se observaram alteragcdes na composi¢ao salivar. Por outro lado,
Carreira et al. (2020), também estudaram as altera¢des induzidas pelo odor de um
alimento, neste caso, o pao. Para além dos autores demonstrarem que este estimulo
provocava aumentos na taxa de secrecdo salivar, foram também observadas alteracdes
no proteoma salivar. Por exemplo, o odor do pdo provocou um aumento significativo a
nivel das cistatinas S, das imunoglobulinas e de duas formas de amilase.
Adicionalmente, um trabalho recente do Laboratério de Fisiologia Animal Aplicada —
MED, UEvora (ndo publicado), vem refor¢ar o efeito que cheirar alimentos tem no
proteoma salivar. Neste caso, 0s participantes cheiraram limdo e baunilha. Foram
observadas alteracdes mais marcadas, no proteoma salivar, no caso do cheiro do liméo,
apesar de também se observarem algumas alteragdes com o cheiro de baunilha. As
alteracdes ndo foram nas mesmas proteinas para ambos os estimulos: bandas proteicas
contendo amilase e proteina induzida por prolactina (PIP) s sofreram alteracdes

significativas, nas suas concentragdes relativas, apos estimulagdo com cheiro de liméo.

Ainda que a visao seja um estimulo sensorial bastante importante para a selecéao
de alimentos, sao poucos os estudos que avaliam os efeitos deste estimulo isolado.
Mais recentemente, Lai et al. (2021), com recurso a fotografias e videos de alimentos,
demonstraram que os estimulos visuais provocavam alterac6es a nivel da secre¢éo
salivar e do diametro da pupila, sendo este Gltimo comumente usado como indicador de
atencdo, stress ou emocdo. Assim, apesar de se saber que os estimulos visuais
alimentares desencadeiam emocdes e alteracdes a nivel fisioldgico, incluindo salivacao,
gue seja do nosso conhecimento, ainda ndo é conhecido o efeito que os mesmos podem

ter na composigao proteica da saliva.
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Capitulo 3 | Metodologia Experimental
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3.1. Ensaio

311 Participantes

Através de contactos diretos, divulgacédo nas redes sociais e na Universidade de
Evora, foram recrutados um total de 44 participantes saudaveis (N=44; 33 do sexo
feminino e 11 do sexo masculino) com idades compreendidas entre 0os 19 e 0s 62 anos.
Cada voluntario foi instruido a tomar o pequeno-almoco, da forma habitual e, a partir
dai, ndo ingerir nenhum alimento ou bebida, que ndo &gua, até 1h30min antes do
ensaio. Devido a pandemia de COVID-19 e as regras aplicadas em espacos fechados,
0s participantes utilizaram sempre mascara, apenas retirando nos momentos de
recolha. Antes do inicio do estudo, todos os participantes leram e assinaram um termo
de consentimento informado (Anexo 1) e a cada individuo foi atribuido um cdédigo de
identificacdo de seis digitos. Também foram obtidas informacdes sobre as preferéncias
alimentares e dados pessoais, através de um questiondrio que sera descrito em detalhe

numa seccao seguinte.

Os ensaios foram realizados ao longo de duas semanas, durante o periodo da
manha, em trés possiveis horarios (9n45, 11h e 12h) no Colégio Luis Antdnio Verney e
no Pélo da Mitra da Universidade de Evora. No total foram realizadas quinze sessdes,
cada uma com a duracao de aproximadamente 1h e contaram com dois a trés individuos
por sessdo. Todos os procedimentos realizados foram aprovados pelo comité de ética

da Universidade de Evora.

3.1.2. Desenho experimental e recolha de saliva

Através de 6culos de realidade virtual (RV) (Oculus Quest), cada participante foi
exposto a quatro estimulos visuais, dos quais trés alimentares e um nao alimentar
(controlo). O material biologico estudado foi saliva mista ndo estimulada e, para cada

estimulo, ocorreram dois momentos de recolha, antes e durante o estimulo visual.

Depois da explicacdo detalhada do procedimento, realizou-se a primeira recolha de
saliva. De seguida, os participantes colocaram os 6culos de RV e observaram uma
imagem, enquanto realizavam a segunda recolha de saliva. Todas as recolhas tiveram
a duracdo de 4 minutos, assim como a visualizacdo do estimulo. Este procedimento
repetiu-se para os quatro estimulos, ocorrendo um intervalo de 5 a 10 minutos entre
cada estimulagdo. Durante este periodo de intervalo, os participantes preencheram um

guestionario acerca das sensacbes / emocdes desencadeadas pelo estimulo
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visualizado. O desenho experimental encontra-se esquematizado na figura 6. Neste
ensaio, os 6culos de RV foram usados com o objetivo de potenciar a visdo e isolar os

outros estimulos e ndo de criar uma experiéncia imersiva.

A saliva foi recolhida através de recolha passiva para um tubo de propileno (tubo de
falcon) previamente identificado. Para as recolhas, foi pedido a cada participante que
ndo estimulasse mecanicamente a producdo de saliva e acumulasse toda a saliva
produzida na boca, cuspindo para o tubo cada vez que precisasse. Mas que,
preferencialmente, cuspisse apenas no fim dos 4 minutos, de modo a padronizar as
condi¢cdes de recolha e a evitar possiveis estimulacdes. A saliva foi imediatamente
passada para gelo onde foi mantida até a chegada ao laboratério. Foi posteriormente

armazenada a -20°C até as analises seguintes.

(4 min.)
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Figura 6: Desenho experimental e estimulos visuais apresentados. Todos os participantes foram
expostos aos quatro estimulos. A - alimento palatavel salgado tipo fast-food; B - alimento
palatavel doce; C - alimento de baixa palatibilidade (saudavel); D — estimulo ndo alimentar
(controlo).

3.1.3. Estimulos visuais

Como ja foi referido, foram apresentados trés estimulos visuais alimentares e um
controlo (Figura 6). Dos estimulos alimentares foi apresentado uma imagem de um
alimento palatavel salgado tipo fast-food (pizza), um alimento palatavel doce (bolo de

chocolate) e um alimento de baixa palatabilidade (salada). A imagem controlo, ndo
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alimentar, tratou-se de um carro. Os estimulos alimentares foram visualizados
primeiramente, por ordem aleatdria, enquanto que, o controlo foi sempre o udltimo

estimulo visualizado pelos participantes.

As imagens alimentares apresentadas foram baseadas nas imagens existentes na
base de imagens FoodPic ja validadas para a populagéo portuguesa, relativamente ao
efeito que produzem (Prada et al., 2017). Uma vez que estas imagens ndo possuiam a
qualidade necessaria para serem visualizadas em 6Oculos de RV, foram tiradas novas
fotos, o mais proximas possivel das imagens testadas no estudo referido. As fotos foram
tiradas na Escola de Artes, da Universidade de Evora, por profissionais da &rea,

propositadamente para este estudo.

3.1.4. Questionarios
3.1.4.1. Questionario acerca das sensacdes / emocdes desencadeadas pelas
imagens

Apbés a visualizacdo de cada estimulo os participantes preencheram um
guestionario para avaliar a intensidade com que um conjunto definido de sensacgoes /
emocdes foi percebido, assim como o nivel de apetite / saciedade (Anexo 2). As
respostas a este questionario foram dadas para a intensidade percebida numa escala
de nove pontos. Foi analisado o nivel de apetite para o consumo de uma refeigdo
completa, para o alimento visualizado em particular e a intensidade percebida para oito
sensacdes / emoces diferentes (desejo; agua na boca; bem-estar / calma; fascinio /
excitacao; ansiedade; alegria; repulsa; apatia / indiferenga). Devido a natureza das
guestdes, e por se tratar de uma imagem ndo alimentar, este questionario nao foi

aplicado a imagem controlo (carro).

3.1.4.2. Questionario de preferéncias alimentares e dados pessoais

Como ja foi referido anteriormente, também foram obtidas informagdes sobre os
hébitos e preferéncias alimentares de cada participante assim como alguns dados
pessoais, tais como idade, género, peso, altura, se era fumador ou se possuia algum
tipo de patologia associada a perda de olfato ou paladar (Anexo 3). Através de duas
escalas, os participantes descreveram 0 gosto por vinte alimentos diferentes e a

frequéncia com que os consomem no seu dia-a-dia. As respostas a este questionario
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foram dadas para o gosto pelo alimento numa escala de sete pontos e para a frequéncia
com gque o0 consomem numa escada de seis pontos. Este questionario foi respondido ao

longo dos varios intervalos que ocorreram entre as visualizagbes das imagens.

3.2. Tratamento das amostras de saliva

Para remover mucinas e residuos celulares e / ou alimentares, as amostras de saliva
foram descongeladas em gelo, pesadas (Balan¢a analitica VWR), e centrifugadas
(Hermle 2323K) a 13.000 g durante 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi recuperado,
aliguotado e posteriormente armazenado a -80°C até a andlise seguinte.

3.3. Taxa de secrecao salivar

Para a determinacéo da taxa de secrecao salivar, assumiu-se que a densidade da
saliva é 1,0 g/mL. Os tubos que continham saliva foram devidamente pesados e,
posteriormente, foi subtraido o peso dos tubos vazios. O valor resultante foi dividido pelo

tempo de recolha, ou seja, 4 minutos.

3.4. Analise da composicao da saliva

Devido ao elevado numero de amostras (8 recolhas por participante), dos 44
individuos em estudo, selecionou-se uma sub-amostra de 20 participantes,
pertencentes a ambos 0s sexos, e que avaliaram os parametros “desejo” ou “agua na
boca”, para pelo menos uma das imagens alimentares, com uma pontuagéo igual ou

superior a sete. Fumadores foram evitados.

3.4.1. Quantificacao proteica pelo método de Bradford

A concentracdo total de proteinas foi determinada pelo método de Bradford,
utilizando albumina do soro bovino (BSA) como padrdo. Este método baseia-se na
alteracdo da absorvancia, em meio &acido, do corante de ligacdo azul brilhante
Coomassie (CBB) G-250 que, quando ligado a proteinas, altera a sua coloracdo de

castanho-avermelhado para azul (Bradford, 1976).
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Através de diluicdes sucessivas, a partir de uma solugdo méae de BSA, 2 mg.mL™ 1,
prepararam-se solu¢des com concentra¢des de 25,50,75,100,150 e 200 ug/mlL, para
tracar a curva de calibracdo. As amostras de saliva foram descongeladas em gelo e
diluidas 4x,8x e 12x com agua ultrapura (Milli Q), a fim de garantir a sua interpolagéo
na curva de calibracdo. No caso das amostras, as diluicbes foram preparadas,
diretamente, a partir da amostra original, ndo tendo sido feitas diluicbes sucessivas.
Pipetaram-se 10 uL de cada solucdo de BSA e o0 mesmo volume de cada amostra, em
triplicado, para uma microplaca de 96 pocos. Usou-se agua ultrapura como branco. De
seguida, adicionaram-se 200 pL de reagente de Bradford a cada pogo, este, que foi
previamente preparado [10% (m/v) reagente CBB G-250; 5% etanol 95%; 10% acido
fosférico 85%] e armazenado a 4°C entre utilizagbes. Incubou-se a placa a temperatura
ambiente, durante 1 a 2 minutos e realizaram-se as leituras de absorvancia a 600 nm,

num leitor de microplacas (Glomax, Promega).

Apos as leituras, foram calculadas médias e respetivos desvios-padrao dos valores
de absorvéancia obtidos. Com os valores médios das absorvancias de cada padréao de
BSA em funcdo da quantidade de proteina, tragou-se uma reta de calibracdo para cada
placa (Figura 7). Usando a equagéo da reta, e tendo em conta os fatores de diluicbes

aplicados, calculou-se a concentragédo de proteina total das amostras.

Abs (600nm) = 0,001[BSA (ug/mL)]+0,0012
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Figura 7: Exemplo de uma curva padréo de BSA usada para a determinacdo da concentracéo
de proteina total das amostras.
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3.4.2. Analise do proteoma salivar

3.4.2.1. Eletroforese unidimensional (SDS-PAGE)

As amostras foram analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida em
condi¢cbes desnaturantes, na presenca de dodecilsulfato de sddio (SDS-PAGE). Esta
técnica analitica, originalmente descrita por Laemmli (Laemmli, 1970), separa as
proteinas de acordo com as suas massas moleculares e pode ser dividida em 4 etapas:
preparacdo dos géis, preparacdo das amostras, separacao eletroforética e, por fim, a

coloragdo dos géis.

Comecou-se por preparar uma solugdo de persulfato de amoénio (APS) 10% (m/v).
De seguida montou-se o sistema de eletroforese, colocaram-se os vidros de 1 mm
previamente limpos e secos e preparou-se o0 gel de resolugéo [5 mL de Tris-HCL 1,5 M,
pH 8,8; 200 uL de dodecilsulfato de sédio (SDS), 8 mL de acrilamida/bis — acrilamida
30% (m/v); 6,8mL de agua destilada; 150uL de APS 10%, e 10uL de
tetrametiletilenodiamina (TEMED)]. O APS e o TEMED foram os ultimos adicionados,
uma vez que séo agentes polimerizadores. De seguida, pipetou-se a solucdo para os
vidros e acrescentou-se uma camada de agua destilada para impedir o contacto entre
a solucao do gel com o ar, uma vez que a acrilamida polimeriza na auséncia de oxigénio.
Uma vez polimerizado, preparou-se o gel de concentracéo [2 mL de Tris-HCL 0,5 M, pH
6,8; 80 uL de SDS; 4,86 mL de agua destilada; 1,06 mL de acrilamida/bis-acrilamida
30%; 4,8 L de APS e 8,8 uL de TEMED]. A semelhanca do ocorrido na preparacio do
gel anterior, os agentes polimerizadores foram os Ultimos adicionados. Por inversao do
sistema de encaixe, retirou-se a camada de agua destilada que tinha sido colocada em
cima do gel de resolucéao e pipetou-se a solu¢cdo do gel de concentracdo até ao topo do

vidro. Colocaram-se 0s pentes e deixou-se polimerizar.

Para cada amostra de saliva, um volume correspondente a 7 ug de concentracao
de proteina total foi misturado com solugéo tampao [0,125 M Tris-HCI pH 6.8, 2% SDS
(v/v), 5% 2-mercaptoetanol, 20% glicerol; 0,002% (m/v) azul de bromofenol]. Tendo
em conta que o tampdo se encontrava 6x concentrado, o volume de tampdao utilizado
correspondeu a 1/5 do volume da amostra. As amostras em que nao foi possivel obter
uma quantidade de proteina total de 7 ug num volume final inferior a 30 uL, que
corresponde ao volume méximo que leva cada poco, foram previamente liofilizadas
(liofilizador Freeze Dryer Modulyo). Este procedimento foi adotado por se ter observado,
num estudo prévio (ndo publicado) que a liofilizagdo ndo afeta o perfil proteico

eletroforético, neste tipo de amostras. Depois da mistura entre as amostras e o tampao
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de amostra, foi feito um aquecimento a 98°C, num banho seco durante 5 minutos. Apos

o tempo de aguecimento, as amostras foram passadas imediatamente para gelo.

Depois da preparacdo das amostras, montou-se 0 sistema para a corrida de
eletroforese. Retiraram-se 0s géis dos suportes e 0s respetivos pentes. Colocaram-se
0S géis no sistema com os elétrodos e colocou-se o sistema na tina. Deitou-se tampé&o
de corrida [ 0,0025 M Tris; 0,0192 M glicina; 0,1% (m/v) SDS], previamente preparado,
no reservatério criado com a juncdo dos géis (camara interna), para garantir que nao
ocorriam fugas e, posteriormente, deitou-se na restante tina (cAmara externa). Aplicou-
se um marcador de massas moleculares (Millipore MPSTD4) num dos pocos, € nos
restantes, as amostras. De seguida, colocou-se a tampa, ligou-se a fonte de alimentacéao
e iniciou-se a corrida a uma voltagem constante de 150 V' até a frente de corrida atingir

o final do gel.

Apés a corrida, colocaram-se 0s géis em solucao de fixacdo (40% metanol, 10%
acido acético) em agitacdo durante 1 hora. Descartou-se a solugédo e adicionou-se
solugéo corante [1% CBB R-250, 50% metanol, 10% é&cido acético] durante uma 1 hora
em agitacdo. Por fim, descorou-se os géis em diferentes mudas de solugdo descorante
(10% acido acético). Uma vez que descorados, os géis foram passados para agua
destilada e digitalizados com recurso ao scanner ImageScanner Il (Epson), usando o

software Labscan (GE Healthcare).

A andlise dos géis SDS-PAGE foi realizada com recurso ao software ImageLab
(BioRAD). As lanes e as bandas proteicas foram detetadas automaticamente, havendo
edicdo manual sempre que se justificava, devido a alguma falha do método automatico.
Apo6s a detecao das bandas, as mesmas foram automaticamente convertidas em volume
relativo (% volume relativo ao volume total de cada lane). Estes valores foram

posteriormente usados para analise estatistica.

3.42.2. Eletroforese bidimensional (2-DE)

Tendo em conta as quantidades limitantes de amostra, juntamente com as
limitacdes da técnica, em termos de analise de um grande nimero de imagens, foram
constituidos pools para separacao das proteinas por eletroforese bidimensional. Os
pools foram constituidos por 5 individuos, cada, de modo a que para cada condi¢ao
experimental existissem 3 pools diferentes (de modo a constituirem replicas biol6gicas
que permitissem analise estatistica). Mais uma vez, dada a exigéncia da técnica (em

termos de analise), a comparacao foi feita apenas considerando um tipo de imagem de
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alimento (bolo de chocolate), dividindo em individuos para quem o bolo de chocolate
teve o efeito de aumentar a salivacdo (e a percecao de “desejo” e “agua na boca”),
individuos para quem o bolo de chocolate ndo teve esse efeito, e considerando a
imagem controlo (carro). De modo sumario constituiram-se amostras combinadas
(pools) de 5 individuos, cada para: bolo de chocolate com aumento de salivacéo (3 pools
antes e 3 pools durante), bolo de chocolate sem aumento de salivacéo (3 pools antes e
3 pools durante) e carro (3 pools antes e 3 pools durante). Cada amostra pool foi testado

em duplicado, de modo a constituir replicas técnicas.

Cada pool foi preparado de modo a conter a mesma quantidade de proteina de cada

uma das amostras individuais que o constituiram.

A focagem isoelétrica, que constitui a primeira dimensdo da eletroforese
bidimensional, foi feita em tiras de gel de gradiente comerciais (IPG strips 3-10NL, GE
Healthcare). Para a focagem isoelétrica, em cada tira foi aplicado um total de 125 pg de
proteina total. Dada a quantidade de volume de saliva necessaria ser demasiado
elevada, os pools foram liofilizados. Uma vez que liofilizadas, suspenderam-se as
amostras em solucdo de reidratagdo [7 M ureia; 2 M tioureia; 4% (m/v) Chaps;
2% (v/v) IPG buffer (3-10NL); 40 mM Ditiotreitol (DTT)] hum volume de 125 pL.

Incubou-se a temperatura ambiente por 1 hora. De seguida, centrifugou-se a uma
velocidade de 10000 rpm, durante 10 minutos a temperatura ambiente (Eppendorf
centrifuge 5424), para precipitar algumas particulas que pudessem ter ficado em
suspensao. Aplicou-se o sobrenadante de cada pool nas ranhuras do suporte para tiras,
do sistema Multiphor Il (GE healthcare). Colocaram-se as tiras em contacto com a
amostra, e ficaram em reidratacdo passiva durante a noite, & temperatura ambiente e

cobertas com 6leo mineral (Dry strip cover fluid, GE healthcare).

ApoOs a reidratacgao, as tiras foram colocadas no sistema Multiphor Il, para focagem
isoelétrica das proteinas (primeira dimenséo). A focagem ocorreu a uma temperatura de
12°C de acordo com o programa: passo 1 — subida para 100V (0:01h), passo 2 - 300V
(1:00h), passo 3 — subida para 3500V (4:00h), passo 4 — 3500V (3:30h). Depois, as tiras
foram colocadas em tubos de ensaio com tampa de rosca e foram armazenadas a -20°C

até a realizacdo da segunda dimensao.

Para a segunda dimensdo (separagdo por massas moleculares) foi feita a
preparacdo dos géis SDS-PAGE da forma ja descrita anteriormente. Posteriormente,
descongelou-se uma aliquota de solug&o de equilibrio [6 M ureia, 75 mM Tris-HCI pH
8.8, 29,3% (v/v) glicerol, 2% (m/v) SDS e 0,002% (m/v) de azul de bromofenol] e de

seguida realizaram-se dois passos de equilibrio: reducdo com DTT e alquilagdo com
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iodoacetamida. Para o primeiro passo, adicionou-se uma solugdo de 1% (m/v) DTT a
solucéo de equilibrio descongelada anteriormente e adicionou-se 5 mL desta solucao a
cada tira. Deixou-se em agitacdo durante 15 minutos a temperatura ambiente e
descartou-se a solucdo. Para o segundo passo, o processo foi semelhante. Adicionou-
se a solucdo de equilibrio uma solugao de 2,5% (m/v) iodoacetamida, e adicionou-se
5 mL desta solucdo a cada tira. De seguida, colocou-se novamente em agitacdo durante

15 minutos a temperatura ambiente.

Lavaram-se as tiras com tampd&o de corrida (com a mesma composi¢ao ja descrita
na seccao referente a separagéo proteica por SDS-PAGE). Colocaram-se as tiras no
topo do gel de resolucdo e adicionou-se, em cima da tira, uma solugéo de 0,5% (m/v)
de agarose de modo a fixa-la. Por fim, realizou-se a corrida eletroforética nas condi¢cdes

ja descritas anteriormente.

BN

Também a semelhanca do que foi realizado no SDS-PAGE, os géis foram
posteriormente colocados em solugdo de fixagdo em agitacdo durante cerca de 1 hora.
De seguida, descartou-se a solugéo e foram corados durante 1h e descorados em varias
mudas de solugdo descorante. Todas as solugbes referidas possuem a mesma
composi¢cdo das usadas no SDS-PAGE e, que por sua vez, ja foram descritas
anteriormente. Por fim os géis foram passados para agua destilada e digitalizados
através do scanner ImageScanner Ill (Epson) e do software Labscan (GE Healthcare),

também ja referidos anteriormente.

A analise aos perfis bidimensionais foi realizada com recurso ao software
SameSpots (totallab). Apo6s indicacdo da area da imagem a considerar e selecao
automatica do gel de referéncia, cada gel foi alinhada com este, primeiro de forma
manual, tendo este alinhamento manual servido de base para o alinhamento automatico.
A detecdo de spots, em funcéo dos géis alinhados foi corrigida, editando apenas aqueles
em que a marcacao estivesse errada. A andlise estatistica foi feita diretamente no

software.

3.5. Analise estatistica

Os diferentes parametros foram testados relativamente a existéncia de distribuicéo

normal (Shapiro-Wilk).

De modo a avaliar a existéncia de diferencas nas reacfes desencadeadas pelas

diferentes imagens de alimentos, foi realizada uma analise de variancia simples (one-
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way ANOVA). Neste caso, apenas a exposi¢do as imagens de pizza, bolo de chocolate
e salada foram testados, uma vez que, para a exposi¢cao a imagem do carro ndo foram
medidos os niveis de cada uma das variaveis de sensacdes / emocdes. Este teste foi

realizado, numa primeira fase, sem considerar um possivel efeito de outras variaveis.

De modo a poder considerar as preferéncias gustativas, para cada paladar (doce,
amargo, acido e salgado), as pontuagbes dadas aos diferentes alimentos
representativos desse paladar foram somadas. Esse somatoério permitiu obter as
variaveis: “preferéncia por doce”, “preferéncia por amargo”, “preferéncia por acido” e
“preferéncia por salgado”. Posteriormente, e de modo a encontrar “novas variaveis”
capazes de representar o tipo de preferéncia gustativa, foi feita uma analise de
componentes principais (PCA), onde as variaveis incluidas foram cada uma das quatro
descritas anteriormente. Usou-se a rotacao Varimax, e a adequacao foi avaliada através

do teste de Kaiser-Meyer-Olkin (KMO) e a esfericidade pelo teste de Bartlet.

Tendo em conta a percentagem de explicagdo da variancia pelas componentes
obtidas, a componente 2, “preferéncia por palatavel” foi usada como covariavel e testada
através de uma analise de covariancia (ANCOVA), onde as trés imagens alimentares

foram novamente comparadas para as sensagdes / emog¢des desencadeadas.

Para a avaliacdo do efeito de cada uma das imagens nos diferentes parametros
salivares, foi usado um teste GLM (General Linear Model), em que o fator 1, periodo,
apresentou 2 niveis (antes e durante). Como variavel between-subjects usou-se o tipo
de imagem. O modelo comparou periodo, tipo de imagem e a intera¢do entre periodo e
tipo de imagem. Uma vez que este modelo permite avaliar a existéncia de interagédo
entre periodo e tipo de alimento (ou seja, permite avaliar se as alteragfes entre antes e
durante sao diferentes para diferentes tipos de alimentos), mas nao permite fazer a
comparagao entre pares (ou seja, ndo permite ver as diferengas entre antes e durante
para cada tipo de imagem, em separado), foi ainda usado o teste T, para amostras
emparelhadas, de modo a comparar os parametros salivares antes e durante a

visualizacdo das imagens, considerando cada uma delas em separado.

Tendo em conta que o “desejo de ingerir” € uma variavel que pode ter influéncia no
efeito que cada imagem tem, na salivacdo, o0 modelo GLM descrito anteriormente foi

repetido, mas desta vez considerando o “desejo de ingerir’ como covariavel.

Finalmente, e de modo a avaliar a existéncia de relacdo entre as variacdes nos
parametros salivares e as sensacgdes / emogfes desencadeadas, foi usado o teste de
correlacdo de Pearson, tendo as variaveis emocionais e as variaveis salivares testadas

de forma univariada. No que diz respeito as variaveis salivares e tendo em conta que se
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pretendeu relacionar “variagdo” nos parametros com as sensacdes desencadeadas
pelas imagens, considerou-se, a diferenca entre o valor do parametro na saliva recolhida
durante a visualizacdo e o valor do parametro na saliva recolhida antes da visualizacao
(A). Para além da analise univariada, usou-se ainda a PCA, para as variaveis emocoes,
de modo a reduzir as mesmas a novas variaveis (componentes) com significado
representativo das reacbes desencadeadas pelas imagens. Tal como na situagéo
descrita anteriormente, também aqui foi usada uma rotacdo Varimax e a adequacéo foi
avaliada através do teste de KMO e a esfericidade pelo teste de Bartlet. Foram extraidas
as componentes “emocodes positivas” e “emocdes negativas” que foram posteriormente
correlacionadas, através do teste de correlacdo de Pearson, com o0s parametros

salivares (variagOes calculadas como descrito anteriormente).

Como ja foi referido anteriormente, para a andlise estatistica dos perfis
bidimensionais, utilizou-se o software SameSpots (totallab). Os spots obtidos para cada
pool foram comparados. Consideraram-se trés situagdes: situagédo controlo (durante a
visualizacdo de imagem n&o alimentar - carro, durante a visualizacdo de alimento
palatavel — bolo. No caso do bolo foram consideradas as situagdes em que a imagem
teve efeito em termos de desejo/salivagéo e a situagdo em que a imagem nao teve efeito

em termos de desejo / salivagdo. As comparacdes foram realizadas através de ANOVA.

Com excecdo dos spots proteicos, resultantes da analise por 2-DE, a analise
estatistica foi realizada com recurso ao software SPSS (IBM, versdo 25). Foi
considerado um intervalo de confianca de 95%, sendo por isso valores de P inferiores a

0,05 indicativos de um resultado estatisticamente significativo.
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Capitulo 4 | Resultados
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4.1. Efeito da visualizacao das diferentes imagens na

percecao de sensacgoes / emocoes

As diferentes imagens de alimentos (pizza, bolo de chocolate e salada) produziram
algumas diferencas em termos de sensacfes / emocdes, percebidos pelos participantes
(N=44). No caso do apetite especifico para o alimento visualizado, apenas se observou
uma tendéncia, enquanto que para o desejo de ingerir, sensacdo de agua na boca e
excitacao, a pizza diferiu significativamente da salada, sendo a imagem de pizza aquela
que desencadeou maiores niveis percebidos destas sensac¢des. Ja no que diz respeito
as sensacgOes de bem-estar, felicidade, repulsa e indiferenca, ndo se observaram

diferencas entre as imagens de alimentos (Tabela 2 e Figura 8).

Relativamente a sensacdo de ansiedade, também foi a imagem de salada aquela
gue levou a menores percecdes desta sensagdo, mas neste caso sO diferiu
significativamente do bolo, ao contrario das sensacdes de apetite especifico, desejo ou
agua na boca, referidas anteriormente, onde as diferencas estatisticamente

significativas foram entre a salada e a pizza (Tabela 2 e Figura 8).

Tabela 2: Sensag¢fes (média + desvio padrdo) desencadeadas pela visualizacdo das diferentes
imagens de alimentos.

Sensacéo / emocéo - Imagem alimentar P
Pizza Bolo Salada

:I?riit:t(fi?seuc;:gz dpoara ° |620+221 5,66 + 2,22 5,07 + 2,21 0,054
Desejo de ingerir 6,11 + 2,162 5,70 + 2,10ab 4,58 +2,27° 0,004*
Agua na boca 6,00 + 2,072 5,64 +2,133b 4,23 +2,37° 0,001*
Bem-estar 489+212 4,84 + 2,05 5,19+ 2,23 0,716
Excitacdo 427 + 2,472 4,18 + 2,15ab 3,07 £ 2,10 0,024*
Ansiedade 2,18 + 1,822ab 2,34 +2,192 1,37 £ 0,870 0,020*
Felicidade 493+ 2,31 4,86 + 1,97 3,93+2,35 0,067
Repulsa 1,11+ 0,62 1,16 £ 0,81 1,05+0,31 0,692
Indiferenca 2,27+ 1,99 2,32 +1,88 2,84+2721 0,358

Nota: Letras diferentes significam diferencas, nos niveis das sensacdes, entre as diferentes imagens; *

significativo para um valor de P<0,05.
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Apetite especifico pelo alimento visualizado Desejo de ingerir
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Figura 8: Representagdo grafica das intensidades percebidas das sensa¢des para as quais se
observaram diferencas estatisticamente significativas entre tratamentos.

Tendo em conta que as preferéncias de cada individuo, por diferentes alimentos,
podem afetar a forma como as imagens sdo percebidas por cada um deles, estas foram
usadas como covariaveis. Assim, foram considerados os dados das preferéncias por
doce, acido, salgado e amargo neste modelo. O objetivo é usar esta informacdo como
covariavel, ou seja, comparar o efeito da observacao das diferentes imagens ajustando

para as diferentes preferéncias individuais.
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Tendo em consideragcdo que o questionario de preferéncia agrupa os alimentos nas
quatro qualidades gustativas (conforme anteriormente referido na seccédo de materiais
e métodos), foi necessario criar uma “nova variavel” de preferéncia. Para isso foi feita
uma PCA, conforme descrito na sec¢do de materiais e métodos. Desta andlise foi
possivel extrair dois componentes, capazes de explicarem 68% do total de variancia.

Os dados referentes a adequacdo do modelo estdo descritos na tabela 3.

Tabela 3: Dados de adequacéo do modelo de analise de componentes principais.

Teste de Kaiser-Meyer-Olkin (KMO) e teste de Bartlet

KMO ,489
Teste de Qui-quadrado aprox. 59,243
Esfericidade de Graus de liberdade 6
Bartlett P ,000

As duas componentes extraidas, foram consideradas como 2 “novas variaveis”,
sendo a componente 1 associada a “preferéncias saudaveis”, por representar menor
preferéncia por doce, moderada preferéncia por salgado e elevada preferéncia por acido
e amargo. A componente 2 foi considerada como a nova variavel “preferéncia por
palatavel” por estar associada a niveis mais elevados de preferéncia por doce e salgado
(Tabela 4).

Tabela 4: Peso das diferentes variaveis para cada uma das componentes (rotagao varimax).

Rotacédo varimax
] Componente
Preferéncia
1 2
Doce -,392 745
Acido 745
Salgado ,366 , 783
Amargo ,845

O efeito que os alimentos tiveram na percecao das diferentes sensacdes / emocoes
foi testado considerando a “preferéncia por palatavel” como covariavel. Observou-se um

efeito significativo da covaridvel nos seguintes parametros: apetite especifico para o
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alimento visualizado, desejo de ingerir, 4&gua na boca, bem-estar, excitacao, felicidade

e indiferenga (Tabela 5).

Tabela 5: Comparagdo entre as sensacdes (média + desvio padrdo) desencadeadas pela
visualizacdo das diferentes imagens de alimentos, considerando a preferéncia por palatavel
como covariavel.

Imagem alimentar P
Sensacéo / P (preferéncia
emocao Pizza Bolo Salada (ANOVA) | por

palatavel)

Apetite especifico
para o alimento 6,20 £ 2,212 | 5,66 +2,22ab | 507 £ 2,21 | 0,038* 0,0005*
visualizado
Desejo de ingerir 6,11 +£2,162 | 5,70+ 2,102b 4,58 + 2,272 | 0,002* 0,0005*
Agua na boca 6,00+ 2,072 | 564+213ab | 423+237" | 0,0005* 0,001*
Bem-estar 4,89+2,12 4,84 + 2,05 519+2,23 | 0,652 0,029*
Excitagdo 427 +2472 | 4,18+ 2,152b | 3,07 +2,10° | 0,024* 0,017*
Ansiedade 2,18 £ 11,8220 | 234 + 2,192 1,37 +0,87> | 0,020* 0,074
Felicidade 4,93+2,31 4,86 + 1,97 3,93+2,35 | 0,063 0,029*
Repulsa 1,11+ 0,62 1,16 £ 0,81 1,056+0,31 0,699 0,133
Indiferencga 2,27 +1,99 2,32+1,88 2,84+221 |0,417 0,040*

Nota: Letras diferentes significam diferencas, nos niveis das sensacdes, entre as diferentes imagens; *
significativo para um valor de P<0,05.

4.2. Efeito da visualizacdo das diferentes imagens na

salivacao

421. Perfil proteico salivar obtido

Tendo em conta o elevado numero de participantes avaliados (N=44) e o nimero
de amostras por participante (8 recolhas), para a analise do perfil proteico, através da
técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida, em condi¢cdes desnaturantes (SDS-
PAGE), selecionou-se uma sub-amostra de 20 participantes. Apds andlise de géis SDS-
PAGE foi possivel incluir na andlise 18 individuos. Para os restantes 2 ndo se conseguiu
obter perfis em condicbes de andlise para, pelo menos, uma das recolhas dos
individuos. O volume existente ndo permitiu repetir a analise. Os perfis proteicos
consistiram em vinte e trés bandas proteicas, com massas moleculares compreendidas
entre os 14kDa e os 200kDa, consistentemente presentes nos perfis proteicos (Figura
9).
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Figura 9: Imagem representativa de um gel SDS-PAGE com as bandas consideradas para

analise. MW- Massas moleculares (kDa).

Com base em trabalhos realizados anteriormente (ex. Carreira et al., 2020), onde
foi realizada a identificagdo de bandas proteicas por espectrometria de massa, foi

possivel realizar uma correspondéncia e identificar sete das vinte trés bandas proteicas

consideradas (Tabela 6).

Tabela 6: Identificagdo das bandas proteicas de acordo com resultados obtidos em estudos

realizados previamente para a saliva humana Carreira et al., 2020).

Bandas proteicas | ldentificacéo

-a n.i.

a Recetor polimérico de imunoglobulinas (Ig)
al n.i.

b1l n.i.

b Albumina

cl n.i.

c Amilase (forma glicosilada)
d Amilase (forma nativa)

e n.i.

el n.i.
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e2 n.i.

e3 Anidrase carbdnica (CA VI)

ed n.i.

e5 n.i.

f n.i.

g n.i.

-h n.i.

h Cadeia de imunoglobulinas (1g)

hl n.i.

h2 n.i.

il Proteoformas de proteina induzida por prolactina (PIP)
i2 Proteoformas de proteina induzida por prolactina (PIP)
j Cistatinas

Nota: n.i. — ndo identificado.

4272. Variacdo na salivacao e perfil proteico induzido pela visualizacdo das

diferentes imagens

Ao usar o modelo GLM medidas repetidas, descrito na seccdo de materiais e
métodos, observaram-se variagbes na taxa de secregcdo, estando a mesma
significativamente diminuida durante a visualizacdo das imagens, comparativamente ao
periodo anterior (1,159 £+ 0,098 mL/min vs. 1,033 + 0,080 mL/min), antes e durante,
respetivamente (P=0,031). Neste caso ndo se observou interacdo significativa entre
periodo e tipo de imagem (P=0,288). No entanto, olhando para o grafico presente na
figura 10, é possivel notar que a imagem controlo parece estar a ter um grande

contributo para esta variacao.
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Variagao da taxa de secrec¢ao nas diferentes condi¢coes
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Figura 10: Representac¢édo grafica das taxas de secrecéo, entre antes e
durante a visualizacéo, para as diferentes imagens (alimentares + controlo).

Assim, as taxas de secre¢do foram comparadas entre o periodo antes e durante,
para cada um dos alimentos em separado. Pode-se observar que a visualizagdo dos
alimentos ndo provoca alteragdes significativas, mas a visualizagdo da imagem controlo
leva a uma diminuicdo da taxa de secrecéo (Tabela 7).

No que diz respeito a concentracdo, ndo ha interacdo entre periodo e tipo de
imagem (P>0,05). Quando olhamos para as alteragdes entre o antes e o durante a
visualizacdo, tendo em conta cada imagem em separado, ndo se observam diferencas
guando é a imagem controlo a ser visualizada, mas ocorrem diminuigdes significativas

guer com a visualiza¢do da pizza, quer com a visualizagéo da salada (Tabela 7).
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Tabela 7: Comparacao das taxas de secrecao e concentragdo em proteina total (média + desvio
padrdo), entre antes e durante a visualizagdo, para as diferentes imagens (alimentares +

controlo).

Imagem Taxa de secre¢do (mL/min) Concentracéo (ug/mL)

alimentar | Antes Durante P Antes Durante P
Pizza 1,18 +1,13 | 1,05 + 0,87 | 0,347 | 620,33 + 249,43 | 503,46 + 147,05 | 0,016*
Bolo 1,12+1,10 | 1,15+1,11 | 0,745 698,11 + 273,45 | 729,40 + 256,86 | 0,644
Salada 1,20+ 1,34 | 1,09 +1,05 | 0,289 | 716,48 + 296,70 | 596,70 + 242,28 | 0,044*
Controlo 1,14 +1,08 | 0,84 £ 0,77 | 0,024* | 692,72 + 388,73 | 600,77 + 269,23 | 0,201

Nota: * significativo para um valor de P<0,05.

Também para algumas bandas proteicas, foi observada alteragédo induzida pela
visualizagdo das imagens, sendo as altera¢cdes em algumas bandas dependentes do

tipo de imagem.

Das vinte e trés bandas proteicas analisadas, foi a nivel da banda bl (n&do
identificado (n.i.)) que se observou uma interacao significativa entre o periodo de recolha
(antes e durante) e o tipo de imagem (Tabela 8), o que mostra que as alteracdes nos
niveis desta banda ndo sdo as mesmas para todas as imagens. No caso das bandas c
(amilase — forma glicosilada), d (amilase — forma nativa), e3 (CA VI) e j (cistatinas)
ocorreu alteracao pela visualizagcdo das imagens, nao havendo interacdo entre periodo

de recolha e tipo de imagem.

Tabela 8: Alterac6es no perfil proteico induzidas pelas diferentes imagens (alimentares +
controlo) e potencial efeito do tipo de imagem nessas alteragdes.

P
Bandas proteicas Interacéo
Periodo
periodo * imagem
-a 0,371 0,238
a 0,672 0,739
al 0,353 0,211
bl 0,145 0,042*
b 0,099 0,092
cl 0,363 0,640
c 0,012* 0,977
d 0,0005* 0,319
e 0,894 0,256
el 0,580 0,174
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e2 0,604 0,499
e3 0,026* 0,393
ed 0,182 0,518
e5 0,207 0,917
f 0,637 0,459
g 0,906 0,213
-h 0,496 0,566
h 0,995 0,687
hi 0,170 0,240
h2 0,482 0,058
i1 0,108 0,079
i2 0,053 0,468
i 0,039* 0,110

Nota: * significativo para um valor de P<0,05.

Assim, e de modo a conhecer os efeitos de cada imagem em separado, os valores
de % volume das bandas foram comparados entre o periodo antes e o periodo durante
a visualizacao, através de um teste T (para amostras emparelhadas) (Tabela 9). Neste
caso, apenas a imagem da pizza levou a um aumento significativo das bandas proteicas
bl (n.i.) e b (albumina). J& a banda d (amilase — forma nativa) sofreu diminuicdo na %
volume, quer por efeito da visualizagdo da pizza, quer por efeito da visualizagdo da
imagem controlo. Por sua vez, a banda e3 (CA VI) s6 sofreu aumentos significativos

com a visualizacdo da imagem do bolo e a banda j (cistatinas) pela visualizacdo da

imagem da salada.
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4.2.3. Variacdes na composicdo da saliva induzidas pela visualizacao,

corrigidas para o efeito das imagens no “desejo de ingerir”

Tendo em conta que o desejo de ingerir induzido pelas imagens ndo € o0 mesmo
para todas, e tendo em conta que a resposta salivar pode depender da sensacédo que a
imagem desencadeia, o desejo de ingerir que as pessoas reportaram sentir para a
ingestdo do alimento representado em cada imagem, foi considerado como possivel

covariavel.

Observa-se que o efeito desta covariavel apenas € significativo para as bandas ¢
(amilase — forma glicosilada; P=0,013), d (amilase — forma nativa; P=0,029), g (n.i.;
P=0,028) e h (cadeia de Ig; P=0,027) (Anexo 4). Ou seja, o efeito da visualizacdo das
imagens nas % volume dessas bandas proteicas é afetado pelo desejo de ingerir que

cada uma dessas imagens desencadeia.

Voltando a comparar o periodo antes, com o periodo durante a visualizagcao das
imagens, mas considerando o “desejo de ingerir’ como covariavel, para o caso destas
bandas, onde esta covariavel tem efeito significativo, observou-se que o decréscimo na
banda c (amilase — forma glicosilada), que apenas € significativo durante a visualiza¢ao
da salada, enquanto, no caso da banda d (amilase — forma nativa), tanto a salada como
a pizza provocam diminuicdes significativas. A banda g (n.i.) aumenta significativamente
durante a observacdo de pizza, e a banda h (cadeia de Ig) ndo apresenta variacdes

significativas com a visualizacdo de nenhuma das imagens alimentares (Tabela 10).

De realcar que a andlise, usando o “desejo de ingerir” como covariavel, apenas foi
realizada para as imagens alimentares, uma vez que néo fazia sentido avaliar este tipo

de sensac¢édo no caso da imagem controlo (carro).
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4.3. Relacdo entre as alteragdes na salivacao ou perfil proteico
salivar e as sensacées / emocoes desencadeadas pelas

imagens

Uma das hip6teses colocadas é que as alteracdes salivares se devam ao tipo de
sensacao / emocao que a visualizacdo das imagens desencadeia. Por esse motivo, as
variacfes na salivacdo (considerando a diferenca entre o parametro na saliva recolhida
durante a visualizacdo, e o parametro na saliva recolhida antes da visualiza¢do) foram

correlacionadas com as sensac¢des desencadeadas pelas imagens.

Tal como referido anteriormente, ndo havendo possibilidade de avaliar emocgdes que
se aplicassem simultaneamente a imagens alimentares e ndo alimentares, esta analise

s6 é feita considerando as trés imagens alimentares.

Fazendo uma andlise univariada, ou seja, em que a variacao de cada banda proteica
é correlacionada individualmente com cada uma das sensagdes / emog0des (Tabela 11),
a sensacao de agua na boca esta moderadamente correlacionada com a variagdo na
banda d (amilase — forma nativa), enquanto que, a sensacao de excitagdo esta positiva
e moderadamente correlacionada com a variagdo nas bandas bl (n.i.) e d (amilase —
forma nativa), estando também correlacionada positivamente com as variacdes na
banda ¢ (amilase — forma glicosilada) mas, neste caso, de forma fraca. A ansiedade
apresenta uma correlagdo significativa positiva com as bandas al (n.i.) e bl (n.i.) e
negativa com as bandas h2 (n.i.) e j (cistatinas). A sensacdo de felicidade esta
positivamente correlacionada com a variagdo nas bandas b1l (n.i.), c1 (n.i.), ¢ (amilase-
forma glicosilada) e d (amilase- forma nativa). Por sua vez a sensacdo de repulsa
correlaciona-se positivamente com a banda h2 (n.i.) e negativamente com a banda j

(cistatinas). Todas as correlagdes univariadas estao apresentadas na tabela 11.

Tabela 11: Correlac@o entre as bandas proteicas e as sensacdes / emoc¢bes desencadeadas
pela visualizagdo das imagens alimentares.

Agua
. Apetite . Bem- L . o .
Bandas | Parémetros » Desejo | na Excitacdo | Ansiedade | Felicidade | Repulsa | Indiferenca
especifico estar
boca
Correlacao
-,171 -,095 | -,037 | ,052 ,055 -,015 ,108 -,008 ,147
de Pearson
Valor de P 217 ,495 ,791 ,710 ,691 ,916 ,435 ,957 ,290
N 54 54 54 54 54 54 54 54 54
Correlacao
A a1l -,019 ,011 ,012 ,046 ,039 ,269* ,152 -,009 ,005
de Pearson
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Valor de P ,889 ,935 ,930 , 742 778 ,049 273 ,951 ,970
N 54 54 54 54 54 54 54 54 54
Correlagao
,119 ,250 ,269* | ,260 A44%* ,279*% 441 ,002 -,138
de Pearson
Abt Valor de P ,390 ,069 ,049 ,058 ,001 ,041 ,001 ,988 ,320
N 54 54 54 54 54 54 54 54 54
Correlagao
-,53 ,028 175 ,029 ,129 ,000 ,150 -,046 ,101
de Pearson
Ab Valor de P , 705 ,842 ,206 ,833 ,352 ,999 278 , 740 467
N 54 54 54 54 54 54 54 54 54
Correlacao
,013 ,038 ,128 ,238 ,261 ,061 ,321* ,026 ,037
de Pearson
Act Valor de P ,928 , 783 ,355 ,083 ,056 ,659 ,018 ,851 ,789
N 54 54 54 54 54 54 54 54 54
Correlacao
,046 ,094 ,166 ,139 ,269* ,080 ,276* -,130 -,031
de Pearson
Ac Valor de P , 740 497 ,230 ,318 ,049 ,566 ,043 ,348 ,824
N 54 54 54 54 54 54 54 54 54
Correlacao
,144 ,309* ,337* | ,269* ,440** ,194 ,481** -, 172 -,198
de Pearson
Ad Valor de P ,299 ,023 ,013 ,049 ,001 ,160 ,000 ,213 ,151
N 54 54 54 54 54 54 54 54 54
Correlacao
-,160 -,125 -,008 | -,050 ,063 ,072 ,091 -,029 -,118
de Pearson
Ae Valor de P ,248 ,368 ,953 ,719 ,651 ,603 ,515 ,835 ,397
N 54 54 54 54 54 54 54 54 54
Correlagao
,025 ,003 ,018 -,015 ,169 ,223 , 147 -,009 -,110
de Pearson
Aef Valor de P ,856 ,983 ,900 ,917 ,221 ,105 ,290 ,948 ,430
N 54 54 54 54 54 54 54 54 54
Correlagao
-,097 -,016 ,008 ,033 173 ,053 ,228 ,030 121
de Pearson
Ae2 Valor de P 487 ,909 ,953 ,815 212 , 704 ,097 ,828 ,385
N 54 54 54 54 54 54 54 54 54
Correlagao
-,093 -,010 ,071 134 -,016 ,041 ,220 -,020 ,227
de Pearson
Ae3 Valor de P ,502 ,944 ,609 ,333 ,906 , 768 ,110 ,885 ,099
N 54 54 54 54 54 54 54 54 54
Correlacao
-,169 -,058 ,024 | -,020 ,142 -,029 ,200 -,011 ,213
de Pearson
Aed Valor de P ,223 677 ,866 ,884 ,305 ,837 , 147 ,938 ,122
N 54 54 54 54 54 54 54 54 54
Correlacao
-,053 ,026 ,120 ,086 ,256 ,147 ,321* -,090 ,013
de Pearson
Aeb Valor de P , 702 ,852 ,389 ,538 ,062 ,290 ,018 ,516 ,927
N 54 54 54 54 54 54 54 54 54
Correlacao
,104 ,033 ,051 -171 ,074 -,043 ,033 ,006 -,071
de Pearson
Af Valor de P ,455 ,812 ,716 ,216 ,597 , 758 ,813 ,963 ,612
N 54 54 54 54 54 54 54 54 54
Correlagédo
Ag -,117 -,125 ,018 ,128 ,145 ,069 111 -,029 ,023
de Pearson
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Valor de P ,398 367 ,896 ,356 ,295 ,621 423 ,837 ,870
N 54 54 54 54 54 54 54 54 54
Correlagao
-,139 -,135 -,095 ,062 ,002 -,068 ,152 ,110 ,058
de Pearson
A-h Valor de P ,318 ,329 494 ,654 ,987 ,627 271 ,430 ,679
N 54 54 54 54 54 54 54 54 54
Correlagao
-,195 -,129 ,003 ,138 ,088 -,041 175 ,001 ,130
de Pearson
Ab Valor de P ,157 ,352 ,981 ,318 ,528 ,768 ,205 ,994 ,349
N 54 54 54 54 54 54 54 54 54
Correlacao
-,234 -,154 -,083 ,071 -,003 -,119 ,234 , 119 ,183
de Pearson
Ah1 Valor de P ,088 ,266 ,552 ,611 ,986 ,391 ,088 ,390 ,186
N 54 54 54 54 54 54 54 54 54
Correlacao
-,092 -,184 -,211 | -,115 -, 175 -,303* ,024 ,279* ,231
de Pearson
Ah2 Valor de P ,506 ,182 ,126 407 ,207 ,026 ,866 ,041 ,092
N 54 54 54 54 54 54 54 54 54
Correlacao
-,330* -,221 -,208 | -,051 -,090 -,148 ,200 ,364** ,296*
. de Pearson
Al Valor de P ,015 ,109 ,131 ,716 ,518 ,284 ,147 ,007 ,030
N 54 54 54 54 54 54 54 54 54
Correlacao
-,084 -,086 -,047 | -,206 -,112 -,160 ,031 ,099 ,061
. de Pearson
Ai2 Valor de P ,544 ,535 734 ,135 418 247 ,823 475 ,660
N 54 54 54 54 54 54 54 54 54
Correlagao
-,059 -,052 -,044 | -,034 -,066 -,356* -,095 -,376** -,124
de Pearson
AJ Valor de P ,686 , 720 , 760 814 ,647 ,011 ,511 ,007 ,393
N 50 50 50 50 50 50 50 50 50

Nota: * significativo e correlagao fraca; ** significativo e correlacdo moderada; valores a negrito correspondem a
valores de P<0,05; A — variag&o (diferenga entre o valor do parametro na saliva recolhida durante a visualizagéo
e o valor do parametro na saliva recolhida antes da visualiza¢ao); laranja — correlagao significativa negativa;
verde — correlacao significativa positiva.

A semelhanca do que foi feito anteriormente, em relac&o as preferéncias gustativas,
também para as variaveis sensacoes / emocdes foi feita uma PCA, no sentido de reduzir
o total de emogdes analisadas a um nimero mais baixo de variaveis, com significado

bioldgico.

Através desta andlise foi possivel obter um modelo com uma elevada adequacédo
(KMO=0,863; P=0,0005) e com duas componentes capazes de explicar um total de
64,8% da variancia dos dados. Essas componentes distinguiram-se pelos tipos de
sensacbes / emocdes que mais contribuem para cada, sendo a componente 1
denominada de “emocgdes positivas” e a componente 2 de “emogdes negativas” (Tabela
12).
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Tabela 12: Peso das diferentes variaveis para cada uma das componentes (rotagcdo varimax).

Rotagéo varimax

Componente

Sensacédo / emocéo
1 2

Apetite especifico pelo alimento | ,704 -,539
Desejo ,809 -,454
Agua na boca ,810 | -,354
Bem-estar ,570
Excitacéo ,872
Ansiedade ,514
Felicidade ,862
Repulsa ,814
Indiferenca -,453 ,594

Usando estas 2 componentes como “novas” variaveis e correlacionando-as com a
variacdo de volume, verificou-se que esta se correlaciona negativamente com os
sentimentos negativos e positivamente com os sentimentos positivos. Ja no que diz
respeito a variacao da concentracao, ndo se observaram correlacdes significativas com
nenhuma das variaveis. Relativamente a correlacdo com as diferentes bandas
proteicas, séo as bandas b1 (n.i.) e d (amilase — forma nativa) que estéo correlacionadas
com as emocdes positivas, sendo essas correlagdes positivas e moderadas. Por sua
vez, a banda il (proteoforma de PIP) est4 positivamente correlacionada com as
emocdes negativas e a banda j (cistatinas) esta negativamente correlacionada com
estas (Tabela 13).
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Tabela 13: Correlagéo entre a variacdo no volume, concentracdo e nas bandas proteicas considerando “emoc¢des positivas” e “emocfes negativas” como variaveis.

A A
Componente | Parametros . Aa Aa1 | Ab1 Ab Ac1 | Ac Ad Ae Ae1 | Ae2 | Ae3 | Aed | Ae5 | Af Ag A-h | Ah Ah1 | Ah2 | Ai1 Ai2 | Aj
volume | concentracéo
Correlagédo R N
,201* -,091 ,013 | ,114 | ,424* | ,102 | ,237 | ,214 | ,423** | ,010 | ,128 | ,114 | ,088 | ,059 | ,205 | ,011 | ,074 | ,003 | ,051 | ,007 -,065 -,178
~ de Pearson ,160 ,106
Emocdes
positivas P ,031 ,547 ,924 | 412 | ,001 ,462 | ,084 | ,120 | ,001 942 | 356 | ,412 | 527 | ,672 | ,138 | ,937 | ,594 | ,982 | ,717 | ,959 | ,247 | ,638 448 | 215
N 116 46 54 54 54 54 54 54 54 54 54 54 54 54 54 54 54 54 54 54 54 54 54 50
Correlagéo - -
-,192* -,052 ,165 | ,144 | 124 ,070 | ,164 | ,033 | -,013 ,064 | ,075 | ,192 | ,190 | ,194 | ,141 ,143 | ,169 | ,195 | ,256 | ,155 | ,407* | ,022
Emocdes de Pearson ,089 ,322%
negativas P ,039 732 ,232 | ,300 | ,371 ,617 | ,235 | ,811 | ,923 ,647 | ,588 | ,165 | ,169 | ,159 | ,311 | ,520 | ,304 | ,223 | ,158 | ,062 | ,264 | ,002 ,874 | ,023
N 116 46 54 54 54 54 54 54 54 54 54 54 54 54 54 54 54 54 54 54 54 54 54 50

Nota: * significativo e correlagao fraca; ** significativo e correlacdo moderada; valores a negrito correspondem a valores de P<0,05; A — variagdo (diferenga entre o valor do pardmetro na saliva

recolhida durante a visualizag¢&o e o valor do parametro na saliva recolhida antes da visualiza¢&o); laranja — correla¢@o significativa negativa; verde — correlagdo significativa positiva.
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4.4, Efeito da visualizacdo das imagens de alimentos no perfil

eletroforético bidimensional

De modo a avaliar o efeito da visualizacdo de alimentos, no perfil eletroforético
bidimensional, foram constituidos pools. Neste caso, consideraram-se trés situacoes:
situacdo controlo (visualizacdo da imagem nao alimentar), visualizacdo do alimento
palatavel doce (bolo) com efeito em termos de desejo / salivacdo e visualizacdo do

mesmo alimento palatavel doce (bolo), mas sem efeito em termos de desejo / salivacao.

Comparando os valores dos volumes normalizados dos spots durante as diferentes
visualizaces, através de ANOVA, observam-se diferencgas significativas nos niveis de
expressao de onze spots (Tabela 14; Figura 11). Destes, sete foram observados com
0s niveis mais elevados durante a visualizacdo do bolo, que induziu maior reacao, e
com os niveis mais baixos durante a visualizacdo do carro. Ja no caso de trés spots
(280, 299 e 300), a visualizacao do bolo, para os individuos a quem induziu maiores
reacOes, resultou nos niveis mais baixos destes spots. O spot 279, por sua vez, foi
observado com os niveis mais elevados na observacao do bolo, por parte dos individuos

a guem esta imagem néo induziu grande reagéo de desejo / salivacéo.

Para além destes, ainda se observaram treze spots com tendéncia a variagéo entre
condigbes em que a visualizagao de bolo produz “desejo / salivagao” e a visualizagao
de uma imagem n&o alimentar, ou quando o bolo ndo desencadeia reacdo de desejo /

salivagéo (Figura 11).
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Figura 11: Perfil 2-DE representativo das amostras de saliva mista. Os spots assinalados
sdo aqueles para os quais se observaram diferencas entre estimulos visuais. MW — Massas
moleculares (kDa); pl — ponto isoelétrico.

A semelhanca do que foi realizado anteriormente, ou seja, por comparagéo com

outros trabalhos realizados para a saliva humana (ex. Jessie et al., 2010; Rodrigues,

2017; Zallocco et al., 2021), onde se procedeu a identificacdo de spots por

espectrometria de massa, dos vinte e quatro spots analisados, foi possivel identificar

nove (Tabela 15).

Tabela 15: Identificacdo de spots de acordo com estudos realizados anteriormente para a saliva

humana.
Spots Identificacao Referéncia
39 Ig alpha chain C (Zallocco et al., 2021)
42 Ig alpha chain C (Zallocco et al., 2021)
67 n.i. -
69 n.i. -
72 n.i. -
79 n.i. -
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85 Anidrase carbonica VI (CA VI) (Rodrigues, 2017)
94 Anidrase carbonica VI (CA VI) (Rodrigues, 2017)
106 Anidrase carbonica VI (CA VI) (Rodrigues, 2017)
159 n.i. -

16 | ociated protein 2 (SPLUNG) | (essie etal. 2010)
201 n.i. -

205 n.i. -

209 n.i. -

259 n.i. -

279 Ig alphal chain C region (Jessie et al., 2010)
299 n.i. -

300 n.i. -

314 n.i. -

315 Anidrase carbodnica VI (CA VI) (Rodrigues, 2017)
318 n.i. -

319 Anidrase carbodnica VI (CA VI) (Rodrigues, 2017)
323 n.i. -

Nota: n.i. — nao identificado.
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Capitulo 5 | Discussao
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O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da visualizacdo de diferentes alimentos,
associados a diferentes qualidades sensoriais, no desencadear de sensacbes /
emocdes e nas alteracGes provocadas na salivacdo, particularmente no perfil proteico
salivar. Que seja do nosso conhecimento, é a primeira vez que sdo avaliadas alteracdes

no proteoma salivar em resposta a estimulos visuais alimentares.

Este trabalho foi motivado pelos, ja referidos, célebres trabalhos de Ivan Pavlov e,
também, por outros trabalhos realizados pela equipa, entre os quais Carreira et al.
(2020), onde foi demonstrado que o estimulo olfativo do pdo, para além de aumentar a

resposta salivar, era capaz de induzir alteracdes a nivel do proteoma salivar.

Em suma, neste trabalho, foram apresentados quatro estimulos visuais dos quais,
trés alimentares e um nao alimentar, este Ultimo usado como controlo. Os estimulos
alimentares consistiram em imagens de alimentos: 1) palatavel salgado tipo fast-food
(pizza); 2) palatavel doce (bolo de chocolate); 3) pouco palatavel (salada). Foram
recolhidas amostras de saliva mista, antes e durante a visualizagdo de cada estimulo,

gue foram posteriormente analisadas.

Primeiramente avaliou-se o0 efeito da visualizagdo das diferentes imagens
alimentares na percecdo subjetiva de sensacdes / emogdes. Tendo em conta que as
preferéncias sensoriais (preferéncias por alimentos doces, salgados, acidos e / ou
amargos) podem condicionar as preferéncias e habitos alimentares (Liem & Russell,
2019), no presente trabalho foi recolhida informacéo sobre o nivel de preferéncia por
uma lista de alimentos sensorialmente diferentes. Os dados obtidos permitiram extrair
duas componentes (ou variaveis latentes), consideradas como “preferéncia por
saudavel” e “preferéncia por palatavel’. Observou-se interacdo significativa entre a
variavel “preferéncia por palatavel" e as sensagdes / emogfes desencadeadas, 0 que
mostra que a preferéncia por alimentos palataveis pode afetar a forma como as imagens
foram percebidas pelos participantes. Assim, para minimizar o potencial efeito desta
variacdo, a analise foi feita considerando esta variavel de preferéncia como covariavel.
Observou-se que a imagem de pizza foi a que desencadeou mais “desejo de ingerir”,
“dgua na boca” e “excitacao” (relativamente a de salada). Por outro lado, foi a imagem
de salada que desencadeou menores niveis de “ansiedade", principalmente quando
comparada com a imagem do bolo. As RFC podem resultar de um processo de
aprendizagem (Smeets et al., 2010). Teoricamente, os individuos aprendem a associar
as propriedades sensoriais dos alimentos com as consequéncias metabdlicas da
ingestdo dos mesmos. Como resultado desta aprendizagem, as propriedades sensoriais

dao origem a expectativas sobre os alimentos e tornam-se sinais, que condicionam a
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posterior selecdo alimentar (Van Dongen et al., 2012). S&o varios os trabalhos que ja
estudaram a resposta do cérebro a visualizacdo de fotografias de alimentos que diferem
entre si no conteudo caldrico (ex. Frank et al., 2010; Killgore et al., 2003). Estes
demonstraram que varias regides cerebrais foram ativadas de forma diferente,
consoante o conteudo calérico dos estimulos alimentares apresentados. Os resultados
obtidos por Killgore et al. (2003) demonstraram que alimentos com alto contetdo
caldrico produziram uma mudanca significativa maior em regides cerebrais envolvidas
na emocdo, motivacdo, selecdo de respostas e regulacdo comportamental,
comparativamente com alimentos pouco caléricos. A observacéo de que € a pizza que
provoca maior “desejo de ingerir’, “4gua na boca” e “excitacdo”, principalmente em
comparagdo com a salada, vai de encontro a estes resultados. A escolha entre
alimentos pouco saudaveis e saudaveis € uma questao de autorregulacédo (Dohle et al.,
2018). A salada é o alimento considerado mais saudavel, pelo que, o desencadear de
menores niveis de ansiedade, como se observou neste estudo, faz sentido, pois, este
alimento nado é percebido como uma tenta¢do, mas sim como o alimento “correto” para
consumir. A associa¢do entre alimento saudavel e menor culpa foi ja referida por outros

autores (Spence et al., 2013).

No que diz respeito ao efeito da visualizagéo das diferentes imagens na salivagéo,
a taxa de secrecdo foi o primeiro parametro a ser avaliado e, contrariamente ao
esperado, que seria ocorrer um aumento da salivacao apos a visualiza¢do das imagens
alimentares, a semelhanga do que ocorreu em Lai et al. (2021), este n&o se verificou.
As visualizagbes das imagens alimentares ndo induziram variages significas na taxa
de secrecdo. A variacao inter-individual, na reacéo as imagens, pode explicar esta falta
de significancia estatistica. No estudo referido anteriormente, as imagens alimentares
nao foram visualizadas através de 6culos de RV, o que pode indicar que os resultados
obtidos podem nao ter sido devido a imagem, mas sim, ao tipo de ensaio. O resultado
obtido com a visualizagdo da imagem controlo ndo alimentar (carro), vem ainda reforgar
esta hip6tese: a diminuicdo estatisticamente significativa observada na visualizacao da
imagem controlo sugere que o facto de estar com os é6culos de RV pode ter um efeito
de stress. Esta potencial reducdo na quantidade de saliva produzida, aquando da
utilizacdo dos 6culos, parece nao se observar no momento da visualizacdo dos
alimentos, mostrando assim um efeito positivo das imagens de alimentos na quantidade
de saliva produzida. Por questdes logisticas, na recolha realizada antes da visualizacéo,
os individuos nado tinham os Oculos postos, o que podemos considerar como uma
limitacdo e eventual fator a melhorar futuramente. Outra limitacdo que podemos

identificar, e que pode ter tido impacto nestes resultados, foi a imagem controlo ter sido
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sempre a ultima visualizada, portanto, outro aspeto a melhorar seria a visualizacao de

todas as imagens aleatoriamente, e ndo s das alimentares.

A concentracado proteica da saliva recolhida foi outro parametro avaliado, onde se
verificaram diminuicdes significativas ap0s a visualizacdo tanto da pizza como da
salada. Um decréscimo na concentracdo em proteina total pode dever-se a uma
diminuicdo na quantidade de secrecdo de proteinas, por parte das glandulas e / ou a
um aumento da secrec¢do de agua. Na linha de raciocinio referida anteriormente, em
que parece haver uma resposta salivatoria a visualizagdo de imagens de alimentos, é
possivel que a pizza e a salada tenham sido as imagens que maior quantidade de saliva

induziram, resultante de maior secrecdo de agua para o total de saliva.

Relativamente a analise do perfil proteico unidimensional (SDS-PAGE), apenas se
observou interacéo entre periodo e imagem numa banda proteica, a banda b1, para a
gual ndo temos identificacdo da(s) proteina(s) que contém. Esta interagdo indica que a
variagdo desta banda proteica ndo acontece da mesma forma (ou seja, no mesmo
sentido) para todas as imagens. Esta proteina aumentou s6 no caso da visualiza¢do da
pizza. Este alimento provocou também aumentos na banda que contém albumina e

diminui¢cdo nos niveis da banda que contém amilase (forma nativa).

E interessante notar que o efeito da visualizacdo de imagens diferentes ndo foi o
mesmo. No caso do bolo, s6 a banda contendo anidrase carbénica VI (CA VI) é que
sofreu aumentos significativos. Esta € uma metaloproteina de zinco secretada pelas
células acinares serosas. A sua producdo é, assim, maioritariamente proveniente das
glandulas parétidas e das glandulas salivares menores de Von Eber (Padiglia et al.,
2010). Esta proteina tem como principal funcéo catalisar a reagéo reversivel de dioxido
de carbono a bicarbonato (CO, + H,0 < HCO; + H™), e acredita-se que é devido a
esta funcdo que a CA VI proporciona uma maior capacidade tampé&o a saliva (Frasseto
et al., 2012). Como ja foi referido anteriormente, foi sugerido num estudo anterior, que
a CA VI pode estar envolvida na sensibilidade pelo gosto doce (Rodrigues et al., 2017Db).
Ainda que sejam necessarios estudos futuros para clarificar o porqué do aumento desta
banda proteica, em resposta a visualizagdo da imagem do bolo de chocolate, pode
colocar-se a hipotese de uma maior contribuicdo das glandulas parétidas, em resposta
a este estimulo. A associacao desta proteina a percec¢éo oral do paladar doce sugere
gue as alteracdes, a nivel salivar, induzidas pelo bolo de chocolate, possam vir a ter
efeito na percecdo da intensidade de doce. No entanto, esta hipétese necessita ser

testada em estudos futuros.
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No caso da salada, a visualizagdo deste alimento produziu aumentos
estatisticamente significativos nos niveis da banda contendo cistatinas. As cistatinas
constituem uma super-familia de proteinas, cuja principal funcdo conhecida na saliva é
a de proteger a cavidade oral ao inibir as proteases cisteina (Dickinson, 2002). Para
além desta funcado, as cistatinas do tipo S tém sido associadas a percecdo oral,
nomeadamente a intensidade percebida de amargo (Rodrigues et al., 2017a) e
adstringéncia (Melis et al., 2017). O aumento destas proteinas salivares, em resposta a
ingestdo de alimentos de origem vegetal, principalmente com niveis de compostos
potencialmente anti-nutricionais (como taninos ou acido fitico) foi observada nalguns
estudos (ex. Delimont et al., 2019; Louro et al., 2021). Sendo a salada constituida por
alimentos de origem vegetal, os resultados do nosso estudo sugerem gue a observacao
desta imagem pode antecipar as caracteristicas da mesma e levar ao aumento da
secrecdo destas proteinas. De qualquer forma, esta hipGtese tera que ser testada em

trabalhos futuros.

As imagens alimentares ndo desencadeiam o mesmo efeito em todos os individuos.
Por esse motivo, e pensando que um maior efeito em termos de vontade de ingerir o
alimento em causa, pode provocar maiores alteragfes na salivacéo, foi avaliado o efeito
dos estimulos visuais na salivacdo, corrigindo para o “desejo de ingerir o alimento
especifico”, através da utilizacdo deste pardmetro como covariavel. Observou-se um
decréscimo dos niveis das bandas de amilase (glicosilada e nativa) durante a
visualizacdo da salada, e apenas da banda de amilase nativa durante a visualizacdo da
pizza. Durante a visualizag&o da pizza, observou-se também um aumento de uma banda
proteica néo identificada (banda g). E interessante observar este efeito diferente, entre
os diferentes alimentos, em relacdo as formas de amilase. A amilase salivar é
sintetizada e secretada pelas células acinares, existindo em maior proporgao na saliva
proveniente das glandulas parétidas, comparativamente as restantes glandulas
salivares. A existéncia de diferentes proteoformas de amilase, na saliva, ja esta bem
documentada (Contreras-Aguilar et al., 2020). Ainda que a ativacédo do sistema nervoso
autbnomo esteja associado a um aumento dos niveis de amilase salivar, a proporcao
das diferentes proteoformas, em resposta a esta, nao € a mesma (Contreras-Aguilar et
al., 2020). Assim, esta diminuigdo no total de amilase, induzida pela visualizacéo de
salada e a diminuicdo apenas na forma nativa, no caso da pizza, pode indicar ativagdes

diferentes, por parte destas duas imagens.

O presente trabalho é inovador no que diz respeito a avaliagdo dos potenciais efeitos
da visualizacdo de alimentos na salivacdo e proteoma salivar. Por esse motivo, ha

poucos estudos que permitam concluir se a existéncia de efeitos se deve a uma
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antecipagdo daquele alimento em particular, ou se, antes, as sensacdes / emogdes que
a visualizacdo da imagem do alimento desencadeia, independentemente do tipo de
alimento em causa. Assim, foi analisada a relacdo entre o perfil proteico salivar e as
sensacles / emocgdes desencadeadas pelas imagens. Através de uma analise de
componentes principais, foi possivel agrupar as emocbes em duas componentes,
positivas e negativas. Curiosamente, duas bandas demostraram estar positivamente
correlacionadas com emocdes positivas: uma banda nédo identificada (banda bl), e a
banda correspondente a forma nativa de amilase. Ou seja, ocorre um maior aumento
ao nivel destas proteinas, quanto mais positivas séo as sensacdes desencadeadas pelo
alimento. Num estudo realizado anteriormente, Adam et al. (2011), estudaram a
associacao entre estados de humor momentaneos e os niveis de a-amilase salivar em
adolescentes. Estes observaram um aumento agudo da proteina associado a emocdes
positivas de elevada excitagdo (ex. sentir-se forte, ativo, excitado). Em situacdes de
ativacdo de sistema nervoso simpatico hd aumentos de amilase, conforme referido
anteriormente. Estes aumentos de atividade do ramo simpatico, do sistema nervoso
autébnomo, e de niveis de amilase salivar foram ja sugeridos como existindo durante a
fase cefélica de ingestdo (Harthoorn & Dransfield, 2008), indicando maior ativacéao

simpética associada a maiores niveis de sensagdes / emogdes positivas.

Por outro lado, também houve bandas que se correlacionaram com emocdes
negativas. As proteoformas de PIP, estdo positivamente correlacionadas com estas,
enguanto que as cistatinas, correlacionam-se negativamente. Alguns trabalhos sugerem
que o stress agudo pode aumentar a libertacdo de proteinas salivares relevantes para
aimunidade (ex. Bosch et al., 2003; Trueba et al., 2012). As PIP s&o proteinas que estado
envolvidas em processos de imunidade (Ugorski, & Dziegiel, 2018). Trueba et al. (2012),
relataram um aumento destas proteinas na sequéncia de um Trier Social Stress Test,
um evento que desencadeou stress psicossocial agudo. No entanto, estudos mais
recentes ndo encontraram o mesmo resultado (Zallocco et al., 2021). As cistatinas sao
proteinas salivares associadas a estimulos aversivos, como 0 amargor ou a
adstringéncia, como foi referido anteriormente. Este aumento com as emocles
negativas pode indicar uma maior inducao da secrecdo destas proteinas em resposta a
estimulos aversivos. Este resultado também pode indicar que ha menor ativacao das
glandulas parétidas e / ou maior ativagdo das submandibulares quando as imagens
desencadeiam sensacfes / emog¢Oes mais negativas, uma vez que as cistatinas
salivares sdo proteinas encontradas principalmente na saliva produzidas pelas

submandibulares.
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O volume de saliva também demonstrou estar correlacionado com as emocdes,
estando aumentado quando foram relatadas emocg@es positivas, e diminuido quando se

tratava de emocgdes negativas.

De modo a complementar e aprofundar a informacéo acerca das alteracdes, no
proteoma salivar, induzidas pela observacdo de imagens de alimentos, foram
analisados perfis eletroforéticos bidimensionais de saliva obtida em resposta a
visualizacdo do bolo. Neste caso, e tendo em conta que esta imagem nédo induziu a
mesma reacdo a todas as pessoas, comparou-se o perfil proteico salivar de
participantes a quem a visualizagdo do bolo induziu uma reagédo mais forte, quer em
termos de sensacdes / emocgOes positivas, quer em termos de volume de saliva total,
com a de participantes a quem a visualizacdo do bolo ndo causou muito desejo nem
producao de saliva total. Os resultados véo no sentido daqueles observados através dos
perfis unidimensionais, 0s quais mostraram aumentos dos niveis de CA VI induzidos
pela imagem do bolo. Olhando para os spots de CA VI aumentados, conclui-se que este
aumento parece ocorrer para as formas com diferentes pontos isoelétricos e ndo para
uma proteoforma especifica. Foram ja identificadas varias proteoformas de CA VI, as
quais sao glicosiladas nos residuos Asn67 e Asn256, com diferentes grupos glucidicos
(Yrjandinen et al.,, 2022), sendo estas glicosilacdes responsaveis pelas pequenas
diferencas de massa e ponto isoelétrico. Ainda que este seja um assunto ainda pouco
estudado, no caso da CA VI, é expectavel que diferentes glicosilacdes estejam
associadas a diferentes fungdes. E interessante confirmar que os efeitos se observam
nos individuos que reportaram mais desejo por ingerir o bolo e que salivaram mais e
nao nos individuos a quem a imagem de bolo de chocolate ndo produziu este efeito. Isto
vem reforcar a ideia de que as respostas salivares, em resposta a estimulos pré-
ingestivos, se associem mais a uma resposta emocional / afetiva do que a uma

associacao cognitiva ao tipo de alimento em causa.

A identificacdo das proteinas presentes nalguns dos spots proteicos, observados
como estando alterados em resposta a visualiza¢cdo da imagem de bolo de chocolate,
ndo é possivel com base nas identificacfes feitas em estudos anteriores. Assim, € de
interesse identificar estas proteinas, no futuro, de modo a compreender melhor o efeito

deste tipo de estimulo.

A andlise, através de protedmica bidimensional, apenas foi realizada a amostras
representando pools de individuos pelo volume limitante de amostra, nalguns casos,
para conseguir o total de proteina necessario. Por esse motivo, também n&o se

conseguiria muita informagdo ao tratar a variagdo na salivagéo entre antes e durante
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estimulac@o, como se fez para os dados obtidos através das outras técnicas. Isto porque
trabalhando com pools as analises pareadas tém menos significado. Por esse motivo, a
comparacado entre condicbes visuais foi sO feita para a saliva recolhida durante a

visualizacéo.

Para além das limitacdes ja referidas, ha que considerar mais algumas limitaces
no presente estudo. Nomeadamente a falta de medidas objetivas psicofisiologicas,
como medidas de atividade cerebral e / ou medidas de ativagdo dos ramos do sistema
nervoso simpético (ex. condutancia da pele, variabilidade da taxa cardiaca — heart rate
variability, entre outros). Estudos futuros em que estas medidas possam ser usadas s&o
importantes para esclarecer os mecanismos neurofisiolégicos que podem estar na base
destas alteragbes. Finalmente, ha que ter em conta que o0s estimulos visuais
apresentados foram imagens e ndo alimentos reais, e que na presenca de alimentos

reais os resultados poderao ser diferentes.
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Capitulo 6 | Conclusao
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O presente trabalho foi importante para compreender o efeito dos estimulos visuais
alimentares. Os resultados obtidos parecem suportar que imagens de alimentos sao
capazes de desencadear sensacfes / emocdes e de provocar alteracBes a nivel do

proteoma salivar.

Para além disso, a visualizacao de alimentos associados a diferentes qualidades
sensoriais, resultaram em diferentes efeitos, tanto a nivel emocional como a nivel do
perfil proteico. A visualizacdo do alimento pouco palatavel (saudavel) foi a que
despoletou menores niveis de ansiedade, especialmente quando comparada com o
alimento palatavel doce, enquanto que a visualiza¢do do alimento palatavel salgado do
tipo fast-food foi responséavel pelo desencadear de maiores niveis de excitagcdo, desejo
de ingerir e “agua na boca”, quando comparado com o alimento pouco palatavel. A
visualizacdo do alimento palatavel doce resultou num aumento de CA VI, enquanto a
visualizacdo do alimento pouco palatavel (saudavel) levou a um aumento das cistatinas.
A visualizagdo dos alimentos palataveis doce e salgado fast-food resultaram em

respostas diferentes ao nivel de duas formas de amilase.

Também foi possivel encontrar uma associacdo entre as alteragbes no proteoma
salivar e as emocgbOes desencadeadas. EmocgOes positivas correlacionaram-se
positivamente com amilase, enquanto as emocfes positivas, correlacionaram-se
positivamente com proteoformas de PIP e, negativamente, com bandas que continham

cistatinas.

Futuramente, sera interessante proceder a identificacdo das proteinas, que néo
foram identificadas no presente trabalho, de modo a melhor caracterizar e compreender
as alteragfes verificadas. Também sera interessante a adicdo de medidas objetivas
psicofisiolégicas, de modo a esclarecer os mecanismos neurofisiolégicos que possam

estar na base destas alteragoes.
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Anexos

Anexo 1 | Declaracdo de consentimento informado utilizado no estudo.

W

LUNIVERSIDADE
DE EVORA

Declaragdo de consentimento informado

Efeito de estimulos alimentares visuais no proteoma salivar e percecio
gustativa

Caroda voluntariofa,

A equipa de investigagao do laboratdrio de fisiologia animal aplicada da Universidade de
Evora estd a realizar um estudo sobre o “Efeito de estimulos alimentares visuais no
proteoma salivar @ percecdo gustativa”. A sua participacio consiste na observagao de
imagens de alimentos diferentes com recurso a realidade virtual & consequente recolha
de saliva, de forma estimulada e ndo estimulada, para posterior avaliagao, em laboratario,
da composigio proteica. Também consistira na resposta a um questionario onde sera
recolhida informagdo como a idade, peso, altura e principais habitos alimentares e
também numa breve entrevista, para avaliar as emogoes, o nivel de apetite/saciedade e
a percecao gustativa. Para esta avaliagio da percecio gustativa, ser-lhe-a pedido que
cologue tiras de papel de filiro, previamente embebidas em solugbes sapidas e que
assinale a intensidade percebida numa ascala.
Mo decorrer do estudo sera assegurado o devido respeito pelos cuidados éticos e
deontologicos exigidos - o processo sera mantido confidencial e os dados obtidos irdo
servir apenas para os efeitos desta investigacio, ndo sendo tratados de forma individual,
mas sim no seu comjunto. Os dados serdo processados de forma estatistica e
posteriormente divulgados em evenio efou revista cientifica. Desejamos muito gue
participe neste projeto.

e necessitar o esclarecimento de alguma divida, ou mais informagao relacionada com
o projeto, pode contatar a investigadora responsavel, Elsa Lamy = ecsl@uevora.pt

Desde ja agradecemos a sua disponibilidade.

Eu, tendo lido e
compreendido o objetivo e os procedimentos do estudo, autorizo / ndo autorizo (riscar o
que ndo interessa), a participacio neste estudo & gue os dados recolhidos sejam
utilizados para analise.

Data: ! ! Assinatura:
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Anexo 2 | Questionério acerca das rea¢fes desencadeadas pelas imagens.

DE EVORA

\;f MED c UNIVERSIDADE

Cédigo participante

Alimento 1_{Identificagéo do alimento observado)

1. Em que medida sente apetite, apds a visualizagdo deste alimento?

Para o consumo de uma refeigao completa

1 9
Nerhum 2 3 4 5 6 7 L} Apette
apette extremo

4 4 B 4 4 4 4 4 4
Para o consumo do alimento visualizado, em particular

1 9

Nerhum 2 3 4 5 5 7 8 Avette
apette extremo
» - » > > > » < )

Desejo M‘“ z 3 4 5 6 ’ 8 (-v-v:mm-
4 J » 4 J 4 4 J J
Agua na boca s z 3 B s 6 4 . SR,
4 4 4 B 4 4 J J 4
Bem-estar/calma O : y ‘ . ' TR
4 » J J 4 J 4 J ®
Fascinio/excitagao A X s . . . , . s
4 4 4 4 J 4 4 J 4
Ansiedade (por ex por N X s . . . , N oalE
ser um alimento que
“nao devo ingerir”) 4 4 4 4 4 4 ) 4 4
Alegria O T R

Nojo SR S T S e
4 4 4 - o < » v 4

Apatialindiferenca L @ e w8 b v
4 > > > 4 » » 4 »
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DE EVORA

g ME_D Q’ UNIVERSIDADE

Alimento 2_(/dentificagdo do alimento observado)

1. Em que medida sente apetite, apos a visualizagdo deste alimento?

Para o consumo de uma refeigao completa

1 9
Nenhum 2 3 “4 5 6 7 L] Apetee
apette extremo

» 4 4 4 4 4 4 4 4
Para o consumo do alimento visualizado, em particular

Nerbum 2 3 4 5 6 7 8 Apette
apette extremo
) - v < » - ) ) )

2. Em que medida a visualizagdo do alimento a remeteu para as seguintes emogdes

Desejo

i Exvemaminte
» > » ) » > ) » »

Agua na boca S 2 : . : 2 g b
» > 4 ) v ) » o )

. oot - - - - = Earemaments
» o » » & - > » >

Bem-estar/calma &2 3 . s . ’ ' et
) J < ) - - ) - -

Fascinio/excitagao o 4 . 4 s . y P et
» ) ) ) o - ) ) -

Ansiedade (por ex por 2R > 3 4 s . r S ey

ser um alimento que

“nado devo ingerir”) » > ) ) » o > ) o

Alegria ks 2 3 ¢ s 6 ’ LR, K
< » » ) » 4 < 4 )

Nojo R T
) - » 4 ) ) ) 4 -

Apatiafindiferenca S T
- < < ) - » - - -
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DE EVORA

& MED D oo

Alimento 3_(/dentificagdo do alimento observado)

1. Em que medida sente apetite, apos a visualizagdo deste alimento?

Para o consumo de uma refeigdo completa

1 9
Nerhum 2 3 4 5 6 7 L] Apette
apette extremo

» » < ) ) < - ) )
Para o consumo do alimento visualizado, em particular

Nerum 2 3 4 5 6 7 8 Apetee
apette exinemo
4 ) 4 > ) » » 4 >

2. Em que medida a visualizagdo do alimento a remeteu para as seguintes emogdes

Desejo

Nl'n. Exromaments
» o ) ) » ) ) ) )
Agua na boca Ty 2 3 N s 6 7 s = ot
) - < » o ) ) » )
Bem-estar/calma g 3 ; . : i : b
» ) ) w0 ® ) v o v
Fascinio/excitagao R 3 5 . a N , ' e
) ) ) o » ) ) o »
Ansiedade (por ex por L 2 ; . . ‘ ; o
ser um alimento que
“nao devo ingerir”) <4 4 4 4 4 4 4 4 4
Alegria s 2 1 « s . 7 . >
> & ) ) o o o ) »
Nojo s 2 3 « s 6 7 4 .
> . ) D o ) ) > )
Apatia/indiferenca 2 1 4 . o 7 . $

oF &



Anexo 3 | Questionério de preferéncias alimentares e dados pessoais.

<MED (&

Dados pessoais

Idade

Género
Peso (Kg)
Altura (cm)

Fumador (S/N)

UNIVERSIDADE
DE EVORA

Cdédigo participante

Se sim, quantos cigarros fuma por dia?
Patologias associadas a perda de paladar ou olfato (S/N)

Se sim, quais?

Habitos e preferéncias alimentares

Como descreveria o seu padrao alimentar atual?

Omnivoro (inclui carne, peixe, ovos e lacticinios)

Pescetariano (exclui carne, pode incluir peixe, ovos e/ou lacticinios)

Flexitariano (Dieta de base vegetal, incluindo um consumo limitado de carne ou peixe)

Ovo-lacto-vegetariano (Exclui carne e peixe, pode incluir ovos e lacticinios)

Vegetariano ou vegano (Dieta exclusivamente de base vegetal)

Outro

Indique com que frequéncia consome em que medida aprecia cada um dos seguintes alimentos.

Q
Q
Q
Q
Q

1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6
Nao Nem gosto Gosto Nunca | Nunca | Algum | Algum Diana Vanas
gosto nem muito ou as as mente | vezes
nada desgosto menos veres vezes por
del por por dia
vez més seman
por a
més
Agulcar
Compotas
ou mel
Snacks de
chocolate
(e.g., twix,
kit kat)
Bolachas
ou
biscoitos
Gelados
Vinagre
Limao




<MED (®

UNIVERSIDADE
DE EVORA

logurte
natural

Framboesa
S,
groselhas

Gomas
acidas

Batatas
fritas

Molho de
soja

Frutos
SEcos
salgados
(eg.,
amendoim)

Bacalhau

Bolachas
deaguae
sal

Café

Cha
verde/preto

Cacau

Brocolos

Couves-de-
bruxelas
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Anexo 4 | Tabela 16.

Tabela 16: AlteracSes no perfil proteico induzidas pelas diferentes imagens (alimentares +
controlo) considerando o “desejo de ingerir” como covariavel.

Bandas proteicas i
Periodo Interacéo periodo*covariavel
-a 0,683 0,668
a 0,205 0,173
al 0,890 0,628
b1 0,203 0,380
b 0,604 0,979
cl 0,171 0,165
c 0,002* 0,013*
d 0,002* 0,029*
e 0,237 0,247
el 0,880 0,961
e2 0,623 0,449
e3 0,448 0,998
ed 0,261 0,326
e5 0,404 0,581
f 0,764 0,505
g 0,066 0,028*
h 0,402 0,419
h 0,039* 0,027*
hi 0,169 0,201
h2 0,798 0,939
i1 0,163 0,167
i2 0,587 0,274
j 0,628 0,896

Nota: * significativo para um valor de P<0,05.
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