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Efeito do exercicio fisico na percecéo gustativa e na
composicao da saliva

Resumo

A prética de atividade fisica pode provocar alteracdes no meio oral, nomeadamente, a
nivel da salivacéo, as quais, por sua vez, podem associar-se a alteracdes na percecao dos
alimentos. Este trabalho teve como objetivo avaliar quais séo as altera¢des induzidas por
diferentes tipos de atividade fisica na percecdo gustativa e na composi¢do bioquimica da
saliva em individuos com pratica regular de exercicio e sedentarios. Para isso, 0s
participantes foram divididos em dois grupos distintos, desportistas e sedentarios, sendo
0s grupos balanceados na sua constituicdo em homens e mulheres jovens. Os participantes
foram sujeitos a dois tipos de treino: i) treino intervalado de alta intensidade; ii) treino
continuo de intensidade moderada. Antes e apds cada treino foi avaliada a intensidade
percebida de doce e amargo e foi feita uma recolha de saliva. Analisou-se a taxa de
secrecdo salivar, concentracdo proteica, atividade enzimatica da a-amilase salivar e
estudaram-se as alteracdes no proteoma salivar através de eletroforese unidimensional e
bidimensional. Observou-se um aumento significativo na sensibilidade ao gosto doce
apos a pratica de exercicio fisico. Apesar da taxa de secrecdo salivar ndo se ter alterado
significativamente, a concentracdo proteica aumentou com a préatica de exercicio. A
forma nativa da a-amilase sofreu aumentos com o exercicio, ainda que de forma diferente
de acordo com a intensidade do exercicio e a prética habitual dos individuos. No que diz
respeito a outras proteinas, as variacdes também dependeram do tipo de exercicio/préatica
habitual. Por exemplo, os niveis de CA VI diminuiram com o exercicio, apenas nos
individuos desportistas, tendo-se observado relacdo entre esta proteina e a sensibilidade
gustativa, nomeadamente, diminui¢cdes nos niveis de CA VI que se associaram a
aumentos na sensibilidade para o doce, no caso das mulheres. Conclui-se que a préatica de
atividade fisica afeta a salivacéo e a sensibilidade gustativa, mas que os efeitos devem ter
em conta a intensidade do mesmo, assim como 0 sexo e 0s habitos de pratica de atividade

fisica dos individuos.

Palavras-chave: exercicio fisico; percecdo gustativa; proteoma salivar; desportistas;

sedentarios
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Effect of physical exercise on taste perception and saliva
composition

Abstract

Physical activity can cause changes in the oral environment, particularly, in salivation,
which in turn can be associated with changes in food perception. This work aimed to
evaluate which are the alterations induced by physical exercise in the gustatory perception
and in the biochemical composition of saliva in individuals with regular practice of
exercise and sedentary ones. For this purpose, the participants were divided into two
distinct groups, sportsmen and sedentary, with the groups being balanced in their
constitution in young men and women. Participants were subjected to two types of
training: i) high-intensity interval training; ii) moderate-intensity continuous training.
Before and after each training, the perceived intensity of sweet and bitter was evaluated
and saliva was collected. Salivary secretion rate, protein concentration, enzymatic activity
of salivary a-amylase were analyzed and alterations in the salivary proteome were studied
through unidimensional and bidimensional electrophoresis. There was a significant
increase in sensitivity to sweet taste after physical exercise. Although salivary secretion
rate did not change significantly, protein concentration increased with exercise. The
native form of a-amylase increased with exercise, although differently according to
exercise intensity and habitual practice. For other proteins, variations also depended on
the type of exercise/habitual practice. For example, CA VI levels decreased with exercise,
only in sportsmen, and a relationship was observed between this protein and taste
sensitivity, namely, decreases in CA VI levels were associated with increases in sweet
sensitivity in women. It is concluded that physical activity affects salivation and taste
sensitivity, but that the effects should take into account the intensity of the activity, as

well as the gender and physical activity habits of the individuals.

Key-words: physical exercise; taste perception; salivary proteome; sportsmen; sedentary
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Capitulo I — Introducao
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1. Introducéo

1.1. Exercicio fisico e os seus beneficios

A prética regular de exercicio fisico esta associada a diversos beneficios para a
salde, incluindo uma agdo protetora contra doengas metabdlicas, como a obesidade,
diabetes e hipertenséo (Ventura et al., 2022). Também resulta noutros efeitos benéficos,
incluindo a diminuicdo do colesterol alto e manutencdo de massa muscular, 0ssos e
articulagdes saudaveis. Além disso, pode reduzir o peso e/ou gordura corporal, ajudando
na diminui¢do da massa gorda e da circunferéncia da cintura, aumentando ainda a massa
magra (sem gordura). Outros beneficios para a saude incluem uma diminuicdo da
frequéncia cardiaca em repouso e da pressao arterial (sistdlica e diastélica), um aumento

da aptidao cardiovascular e do humor (Blundell, 2011; Finkler et al., 2014).

A relag&o entre o exercicio fisico e o controlo do apetite tem vindo a ser alvo de
um interesse crescente ja que ambos desempenham um papel importante no balanco
energético. A atividade fisica regular estd associada a varias adaptacdes fisioldgicas,
como a melhoria da sensibilidade a insulina, sensibilidade a leptina, pressao arterial,
lipidos no sangue e composicdo corporal, sendo que, alguns dos quais foram propostos

como mecanismos envolvidos no comportamento alimentar (Beaulieu et al., 2016).

A atividade fisica pode influenciar o peso corporal, levando a que as pessoas
passem de uma zona sedentaria ‘“ndo regulada” para uma zona fisiologicamente
“regulada”, onde o gasto energético e a ingestao de energia estdo mais equilibrados. Nesta
zona regulada, o exercicio fisico melhora a sensibilidade do controlo do apetite,
impulsionando a ingestdo de energia (através de um aumento na taxa metabolica de
repouso e no gasto de energia) e, simultaneamente, aumenta as sensacdes pds-prandiais
de saciedade (Beaulieu et al., 2017; Blundell, 2011).
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Para adultos praticantes de exercicios cardiovasculares, a recomendacao padréo é
de 30 a 60 minutos de exercicio de intensidade moderada 5 dias por semana, ou 20 a 60
minutos de exercicio de intensidade vigorosa 3 dias por semana, ou uma combinacéo
desses regimes de intensidade moderada e vigorosa 3 a 5 dias por semana (Gottschall et
al., 2020). Os métodos tradicionais de treino de resisténcia, em especial para controlo do
peso, tendem a concentrar-se em sessdes de longa duracdo envolvendo exercicios de
intensidade moderada realizados continuamente sem descanso, geralmente chamados de
treino continuo de intensidade moderada (MICT). Nos ultimos anos, o treino intervalado
de alta intensidade (HIIT), que se refere a uma alternancia de curtos momentos de
exercicios de alta intensidade e periodos de recuperacdo, tornou-se uma alternativa
popular devido a sua eficiéncia de tempo, uma vez que a falta de tempo € uma barreira

frequentemente referida para a préatica de exercicio (Wewege et al., 2017).

O treino intervalado de alta intensidade (HIIT) é um tipo de exercicio que alterna
curtos periodos (< 60 s até 8 min) de atividade aerobica de alta intensidade com
recuperacdo ativa ou passiva com periodos de recuperagdo de 1-5 min (Wood et al.,
2019). O HIIT conta com periodos de atividade aerébica com uma intensidade > 85% da
frequéncia cardiaca maxima (FCM) (ou um indice fisioldgico substituto, ou seja, 80% da
capacidade aerdbica maxima (volume de oxigénio maximo (VO2 méx)) ou uma avaliacdo
de esforco percebido (RPE) de 17 na escala de Borg) (Wewege et al., 2017). Os periodos
de recuperacgédo podem ser de recuperacgéo ativa com uma intensidade de 40-70% da FCM
(ou uma RPE de 8-13 na escala de Borg) ou passiva (com cessa¢do de movimento) (Wood
etal., 2019).

O treino continuo de intensidade moderada (MICT) é um tipo de exercicio que
inclui exercicios aerdbicos continuos com uma intensidade de 60-75% da FCM (ou 50-
65% do VO2 méx, 12-15 na RPE (Wewege et al., 2017) ou 11-13 na RPE (Wood et al.,
2019)). Recentemente, existem evidéncias de que o HIIT pode demonstrar resultados
superiores em comparacdo com o MICT, nomeadamente, na composi¢do corporal,
promovendo a perda de peso e na aptidao cardiorrespiratéria, promovendo um maior
aumento no volume de oxigénio maximo (Gottschall et al., 2020; Viana et al., 2019;
Wewege et al., 2017).
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De acordo com a literatura, a avaliacdo da intensidade de um exercicio pode ser
estimada tendo em conta a FCM (Gottschall et al., 2020; Roy et al., 2018; Viana et al.,
2019; Wewege et al., 2017; Wood et al., 2019), a capacidade aerobica maxima (VO
méx) (Vianaet al., 2019) e a escala de esforco percebido (RPE) de Borg (Roy et al., 2018;
Wewege et al., 2017; Wood et al., 2019). A FCM é estimada de acordo com a idade
utilizando a seguinte férmula (220 — idade) (Roy et al., 2018). A capacidade aerobica
maxima é normalmente relatada como VO, max, sendo este 0 consumo maximo de
oxigénio que pode ser alcangado durante um exercicio de intensidade maxima. O VO3
max pode ser estimado por meio de testes como caminhada/corrida, ciclismo e testes de
degrau (Buttar et al., 2019). A escala de esforco percebido (RPE) de Borg é uma
ferramenta usada para medir o esforco, falta de ar e fadiga de um individuo durante o
trabalho fisico e, portanto, € altamente relevante para a pratica de salde e seguranca
(Williams, 2017).

1.2. Percecdo gustativa e saliva

1.2.1. Anatomofisiologia da percecao gustativa

A percecdo gustativa/percecdo do gosto € a sensacao experimentada quando uma
substancia € reconhecida pelos recetores gustativos, presentes na cavidade oral, em
particular, nas papilas gustativas que se situam na lingua (Breslin, 2013; Jayasinghe et
al., 2017; Low et al., 2016). Esta sensacdo s6 pode ocorrer pela interacdo das moléculas
presentes nos alimentos com os recetores gustativos, pelo que a presenca de saliva na
cavidade oral é essencial para providenciar o fluido no qual essas moléculas (tastants) se
podem dissolver, distribuindo o gosto pela cavidade oral até aos gomos gustativos (Dawes
et al., 2015; Pedersen et al., 2002; Tvarijonaviciute et al., 2020).
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Os substratos anatomicos e unidades de detecdo do gosto séo as células recetoras
do gosto (TRCs). As TRCs (Figura 1.1) estdo presentes nos gomos gustativos, estando
estes localizados nas diferentes papilas gustativas que sdo distribuidas pelo epitélio da
lingua e do palato (Chandrashekar et al., 2006; Soares et al., 2020; Tvarijonaviciute et
al., 2020). As TRCs projetam microvilosidades para a superficie apical do gomo
gustativo, onde formam um pequeno orificio epitelial chamado poro gustativo, sendo este
o local de interacdo com as substancias do gosto (tastants) (Breslin, 2013; Chandrashekar
et al., 2006; Gravina et al., 2013).

Circumvallate
Taste pore o e

Fungiform

'-_' j ‘.': ‘ . i. —

Figura 1.1 - Células recetoras do gosto (TRC), gomos gustativos e papilas na lingua
(Chandrashekar et al., 2006).

Entre os diferentes tipos de papilas (Figura 1.1), as papilas fungiformes séo
encontradas nos 2/3 anteriores da lingua, as papilas foliadas estdo presentes na borda
lateral posterior da lingua e as papilas circunvaladas localizam-se mesmo no fundo da
lingua (Breslin, 2013; Chandrashekar et al., 2006; Gravina et al., 2013; Tvarijonaviciute
et al., 2020).

Existe ainda um quarto tipo de papilas que s&o umas pequenas estruturas que
normalmente envolvem as papilas fungiformes e sdo denominadas de papilas filiformes.
Estas papilas ndo contém gomos gustativos, ou seja, ndo sdo responsaveis pela percecao

dos gostos, servindo para tornar a superficie da lingua mais aspera, ajudando a detetar
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texturas de alimentos, fazendo a transducédo do toque, temperatura e nocicepcao (Breslin,
2013; Gravina et al., 2013).

Embora possam existir variagdes extremas, 0s seres humanos tém normalmente
entre 5000 e 10000 gomaos gustativos (Loper et al., 2015), sendo que, cada um deles pode
ser constituido por 50 a 100 TRCs (Soares et al., 2020). Os gomos gustativos estdo
presentes na lingua em 3 areas principais (Figura 1.1), associados as papilas fungiformes,
foliadas e circunvaladas, mais concretamente, no cimo das papilas fungiformes e nas
fendas das papilas foliadas e circunvaladas (Carpenter, 2013; Chandrashekar et al., 2006;
Dawes et al., 2015). Relativamente ao niUmero de gomos gustativos que constituem cada
tipo de papila, as papilas fungiformes abrigam desde 0 a 15 gomos gustativos, as foliadas
contém mais de 100 gomos gustativos e as papilas circunvaladas apresentam também
mais de 100 gomos gustativos, podendo chegar aos milhares (Breslin, 2013;
Chandrashekar et al., 2006; Gravina et al., 2013).

O sentido do gosto pode ser classificado como um sistema de detecé@o nutriente-
toxina, permitindo avaliar o contetdo nutritivo da comida, assegurando que consumimos
0S nutrientes essenciais para a nossa sobrevivéncia e funcionamento e prevenindo a
ingestdo de substancias potencialmente toxicas ou nocivas (Breslin, 2013; Chandrashekar
et al., 2006; Keast & Costanzo, 2015; Low et al., 2016; Pedersen et al., 2002).

A nivel oral existe uma grande variacdo individual. As pessoas podem diferir no
modo como os alimentos sdo manipulados na boca, na biologia dos seus recetores
sensoriais e na sua composicdo salivar, sendo expectavel que o mesmo alimento possa
resultar em diferentes relatos de percecdo e até aceitacdao alimentar (Tvarijonaviciute et
al., 2020).

Existem 5 gostos béasicos reconhecidos: doce, salgado, &cido, amargo e umami
(Breslin, 2013; Dawes et al., 2015; Gravina et al., 2013; Jayasinghe et al., 2017; Loper
et al., 2015). Os glucidos sdo experienciados como doce, 0s sais de sodio e de outros
catides sdo experienciados como salgado, os aminoacidos glutamato, aspartato e acidos
ribonucleicos selecionados sdo experienciados como umami, 0S &cidos Sao
experienciados como &cido e muitos compostos toxicos sdo experienciados como amargo
(Breslin, 2013; Chandrashekar et al., 2006; Keast & Costanzo, 2015; Loper et al., 2015).

Estas sensacOes gustativas influenciam o consumo de comida (doce, salgado, umami) e
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podem despoletar uma rejeicdo de toxinas (amargo, acido), entdo, a percecao gustativa
influencia a escolha alimentar e ingestdo dietética (Chandrashekar et al., 2006;

Jayasinghe et al., 2017).

A hipotonicidade da saliva ndo estimulada ¢ muito vantajosa relativamente ao
gosto. Os gomos gustativos adaptam-se rapidamente ao gosto de qualquer solucdo na
boca, uma vez que a saliva contém glucose (doce), bicarbonato (que tampona as solugdes
acidas) e ureia (principal substancia amarga na saliva), mas todos em baixas
concentracgdes, abaixo do limiar de reconhecimento do gosto, facilitando a sensacdo do
gosto (Dawes et al., 2015).

O mapa gustativo da lingua que era frequentemente apresentado na literatura esta
a ser amplamente discutido e, ao contrario da crenca popular, em que se pensava que sO
determinadas regifes da lingua eram capazes de detetar gostos especificos, ndo existe um
mapa definido (Figura 1.2), ou seja, a maior parte da area da lingua consegue detetar a
maioria dos gostos (doce, salgado, amargo, acido e umami) (Breslin, 2013; Carpenter,
2013; Chandrashekar et al., 2006).

Bitter

Salty Sweet Umami Sour

Figura 1.2 - Capacidade de reconhecimento dos 5 gostos béasicos pela lingua
(Chandrashekar et al., 2006).

Cada tipo de gosto é baseado em sistemas transducionais distintos nas células
recetoras gustativas, levando a despolarizacdo do potencial do recetor e a geracdo de
potenciais de aco. Isto facilita a libertacdo de neurotransmissores, estimulando as fibras
nervosas aferentes gustativas que entdo transportam o sinal gustativo para os sistemas de
ordem superior, ou seja, para as regides de processamento do cérebro. Posteriormente,
estes sinais sdo descodificados pelo cérebro, percebendo-se o gosto dos alimentos como

doce, salgado, &cido, amargo ou umami (Keast & Costanzo, 2015; Pedersen et al., 2002).
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No presente trabalho foram avaliados 0s gostos doce e amargo, sendo que, para o
gosto doce existem 2 recetores principais que traduzem este estimulo, nomeadamente, o
T1R2 e 0 T1R3. Para 0 gosto amargo existem 25 tipos de recetores, 0s quais pertencem
a familia de recetores T2Rs (Breslin, 2013; Dawes et al., 2015).

1.2.2. Relac¢do da percecao gustativa com a saliva

Nos altimos anos, tém havido evidéncias crescentes de que a composicao da saliva
esta relacionada a forma como o alimento é percebido na cavidade oral, podendo
influenciar a aceitacdo e preferéncias alimentares (Carreiraet al., 2020; Lamy et al., 2018;
Morzel et al., 2014; Rodrigues et al., 2017). A sensibilidade gustativa esta relacionada
com a composicao salivar uma vez que a parte superior de cada célula recetora gustativa
estd banhada pelos fluidos orais (Pedersen et al., 2002), sendo que, existem algumas
proteinas salivares especificas com um papel importante na dete¢do do gosto (Martin et
al., 2019b). Os constituintes salivares, como péptidos e proteinas podem modular os
recetores gustativos e canais ionicos, alterando a sensibilidade ao gosto ou podem
interagir com o estimulo gustativo, afetando a sua concentracao disponivel para ativacao

do recetor gustativo (Stolle et al., 2017).

O perfil proteico salivar estd correlacionado com a sensibilidade a gordura e ao
gosto salgado (Stolle et al., 2017), ao gosto amargo (Cabras et al., 2012; Dsamou et al.,
2012; Morzel et al., 2014) e ao gosto doce (Rodrigues et al., 2017; Rodrigues et al., 2019).

Ainda que nao se tratando de um gosto basico, uma das sensa¢cdes mais estudada,
no que diz respeito a participacdo direta da saliva, é a adstringéncia. Durante o consumo
de alimentos, os polifendis contidos nos mesmos, mais em particular, 0s taninos,
interagem com as proteinas salivares, especialmente as proteinas ricas em prolina (PRPS),
formando agregados insolUveis que sdo responsédveis pela origem da sensacdo de
adstringéncia (Lamy et al., 2016; Soares et al., 2012; Soares et al., 2018). As PRPs e
também as histatinas basicas precipitam ap0s a complexacgéo de polifendis adstringentes,

sendo que, baixos niveis destas proteinas podem estar correlacionados a um aumento da
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percecdo de adstringéncia. Ou seja, observou-se que o0s individuos que sdo capazes de
restaurar rapidamente 0s seus contetdos iniciais destas proteinas demonstraram ser
menos sensiveis a adstringéncia (Stolle et al., 2017). Este envolvimento destas proteinas
na adstringéncia é ainda reforcado por estudos que mostram que as PRPs estdo
relacionadas com um aumento na aceitacdo de acido tanico (Martin et al., 2019a).

Para além da adstringéncia, as proteinas salivares também parecem ter efeito na
sensibilidade para gostos basicos. A variacdo na sensibilidade gustativa entre individuos
é influenciada por fatores genéticos, nomeadamente, polimorfismos em genes que
codificam os recetores de amargo e doce ou por proteinas envolvidas na manutencao das
celulas gustativas, como a gustina (anidrase carbonica VI (CA VI)) (Barbarossa et al.,
2015; Rodrigues et al., 2019). Alguns estudos recentes evidenciaram que o fendtipo de
degustacdo do composto amargo 6-n-propiltiouracil (PROP) envolve genes que
codificam proteinas salivares como a CA VI e possivelmente algumas PRPs basicas
(Morzel et al., 2014). A capacidade de resposta ao PROP esta fortemente associada com
a funcionalidade da proteina salivar gustina (Cabras et al., 2012), sendo que, uma
diminuicdo nos niveis de CA VI est4 associada a uma diminuicdo geral da percegdo

gustativa (Dsamou et al., 2012).

A atividade da amilase esté correlacionada as alteraces da perce¢do de alimentos
ricos em amido. A amilase presente na saliva € capaz de hidrolisar as ligagdes da amilose
e da amilopectina e demonstrou-se que a amilase em niveis encontrados na boca pode
reduzir substancialmente a viscosidade do amido (Ferry et al., 2006). A alfa-amilase
salivar esta inversamente relacionada a perce¢do do gosto doce, sendo que, foram
encontrados elevados niveis desta proteina em individuos que apresentaram uma baixa

sensibilidade ao doce (Rodrigues et al., 2017).

Recentemente, reforgcou-se a associacao entre a saliva e a sensibilidade gustativa
e a influéncia de fatores como 0 sexo nessa associacao, ja que foi demonstrado que
criangas do sexo feminino com peso normal e altos niveis de leptina salivar apresentaram

menor sensibilidade ao gosto doce (Rodrigues et al., 2019).

Tendo em conta a relevancia da saliva na percec¢do gustativa e as caracteristicas
particulares deste fluido, mais detalhe relativamente a aspetos anatomo-fisioldgicos sao

apresentados no ponto 1.3.
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1.3. Saliva

1.3.1. Anatomia e fisiologia das glandulas salivares

As glandulas salivares fazem parte do trato digestivo e a sua principal funcéo é
secretar saliva para a cavidade oral, sendo essencial para a lubrificacdo, digestéo,
imunidade e manutencgéo geral da homeostase corporal (Tvarijonaviciute et al., 2020).

As glandulas salivares sdo classificadas como glandulas salivares maiores e
menores. Os termos “maiores” e “menores” dizem respeito ao tamanho anatomico das
glandulas e ao volume de saliva produzida (Humphrey & Williamson, 2001;

Tvarijonaviciute et al., 2020).

As glandulas salivares maiores (Figura 1.3), que existem como pares bilaterais,
incluem 3 pares de glandulas: as glandulas parétidas (PG), que se localizam em frente aos
primeiros molares superiores; as glandulas submandibulares (SMG), que se localizam
debaixo da mandibula e as sublinguais (SLG), que se encontram na parte inferior da boca,
debaixo da lingua. As glandulas salivares menores estdo distribuidas em grupos de
centenas na mucosa do trato digestivo superior, como por exemplo, o labio inferior,
lingua, palato, bochechas e faringe (Carpenter, 2013; Granger & Taylor, 2020; Holmberg
& Hoffman, 2014; Humphrey & Williamson, 2001; Proctor & Carpenter, 2014;

Tvarijonaviciute et al., 2020).
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Submandibular gland\Q

Sublingual gland
Salivary Glands

Figura 1.3 - Localizacdo das glandulas salivares maiores: Glandula parétida, glandula
submandibular, glandula sublingual (Granger & Taylor, 2020).

As glandulas salivares sdo exdcrinas, sendo que, com base no tipo de secrecdes
que as glandulas libertam, estas podem ser categorizadas em 3 tipos: (1) glandulas
serosas, que produzem um liquido aquoso, que geralmente contém enzimas; (2) glandulas
mucosas, que produzem mucinas, que se combinam com a dgua para formar muco; e (3)
glandulas seromucosas (mistas) que produzem secrecGes serosas e mucosas (Granger &
Taylor, 2020).

Estas glandulas produzem e secretam substancias através de um ducto numa
superficie epitelial, como a pele ou a cavidade oral. As glandulas salivares sdo compostas
por diferentes tipos de células: células acinares/alveolares, células do sistema ductal e
células mioepiteliais. As células acinares formam aglomerados chamados acinos, que
atuam como a unidade secretora da glandula (Granger & Taylor, 2020; Tvarijonaviciute
et al., 2020). O sistema ductal (Figura 1.4) é formado pelos ductos intercalados e ductos
estriados que modificam o fluido salivar e pelos ductos excretores que coletam a saliva e
a transportam para a boca, auxiliados pelas células mioepiteliais (Holmberg & Hoffman,
2014; Roblegg et al., 2019).

11
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Figura 1.4 - Ductos do tecido glandular salivar (Tvarijonaviciute et al., 2020).

A saliva é primeiramente secretada pelos acinos e, assim, o tipo de célula acinar
da gléandula dita o tipo de secrecdo a ser produzida (por exemplo, secre¢éo serosa, mucosa
ou mista) (Granger & Taylor, 2020).

A secrecdo de saliva é um mecanismo que envolve a secrecdo ativa de sal (iGes
sodio (Na*) e cloreto (CI)) pelas células acinares no limen ductal ao receber um sinal
neural do cérebro. A &gua derivada do sistema sanguineo passa pelas jun¢des oclusivas
e, através dos canais de aquaporina, vai para as células acinares para formar fluido salivar
isotonico em relagdo ao soro sanguineo. Os ductos, impermedveis a 4gua, modificam o
fluido removendo Na* e CI" e adicionando potassio (K*) e bicarbonato (HCOs'). Assim,
o fluido isotonico primério transforma-se em saliva hipotonica e entra na cavidade oral
através dos ductos excretores, auxiliados também pela contragdo das células mioepiteliais
(Carpenter, 2013; Granger & Taylor, 2020; Roblegg et al., 2019). A tonicidade da saliva

12
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pode ser indicativa de um estado basal (ndo estimulado, mais hipotonico) ou estimulado

(menos hipotdnico) (Granger & Taylor, 2020).

As células acinares e mioepiteliais das glandulas salivares séo inervadas pelo
sistema nervoso autonomo, especificamente, pelo sistema nervoso simpatico e
parassimpatico. Os impulsos nervosos parassimpaticos produzem uma saliva de elevado
fluxo e baixo teor proteico, enquanto que, os impulsos nervosos simpaticos produzem
uma saliva de baixo fluxo e elevado teor proteico (Carpenter, 2013; Holmberg &
Hoffman, 2014; Humphrey & Williamson, 2001; Roblegg et al., 2019; Tvarijonaviciute
et al., 2020).

1.3.2. Composicao

A saliva total consiste numa mistura de fluidos orais, incluindo secre¢des das
glandulas salivares maiores e menores (ex: &gua, proteinas, eletrolitos, pequenas
moléculas organicas) e ainda outros componentes de origem ndo salivar, tais como:
moléculas provenientes do sangue (ex: sangramento intraoral e fluido crevicular
gengival); células epiteliais de escamacgdo (ex: queratindcitos); outros fluidos (ex:
secrecBes brénquicas e nasais expetoradas); substancias extrinsecas ao organismo (ex:
restos de alimentos, componentes de pasta de dentes ou elixir bucal) e microbiota (ex:
bactérias e produtos bacterianos, virus e fungos) (Dawes & Wong, 2019; de Almeida et
al., 2008; Humphrey & Williamson, 2001; Kaufman & Lamster, 2002).

Os principais constituintes salivares derivados das glandulas sdo os seguintes:

- Agua e eletrdlitos - Dependendo do nivel de estimulagio, o fluido salivar pode ser
constituido por até 99% de agua, sendo composto adicionalmente por eletrélitos
derivados do plasma (ex: sddio, potassio, cloreto, bicarbonato, calcio, magnésio, fosfatos,
etc), proteinas como mucinas (ex: MG1, MG2), enzimas (ex: lactoferrinas, lisozimas,
peroxidases, SAA, etc), imunoglobulinas (ex: IgA, IgG e IgM), PRP (proteinas ricas em
prolina), cistatinas (proteinas ricas em cisteina), histatinas (proteinas ricas em histidina),

estaterinas e catelicidinas. Para além disso, contém ainda pequenas moléculas organicas
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(ex: aminoéacidos, creatinina, glucose, lipidos, azoto, ureia e acido Urico) e hormonas (ex:
cortisol, estriol, estradiol, tiroxina, testosterona, leptina, adiponectina e grelina)
(Carpenter, 2013; de Almeida et al., 2008; Humphrey & Williamson, 2001,
Tvarijonaviciute et al., 2020).

Para além destas, hd ainda outras proteinas, normalmente presentes em
quantidades mais baixas (ex: albumina, cromogranina A (CgA)) (Carpenter, 2013; de
Almeida et al., 2008; Humphrey & Williamson, 2001; Tvarijonaviciute et al., 2020).

Existe uma grande variabilidade em termos individuais na taxa de secregdo
salivar, no entanto, em condicgdes saudaveis, a producdo diaria média de saliva varia entre
1-1,5 L, sendo o seu pH ligeiramente acido, variando entre 6 e 7 (de Almeida et al., 2008;
Humphrey & Williamson, 2001; Roblegg et al., 2019). Quando ndo ha nenhum estimulo
particular, a induzir a producdo de saliva (saliva ndo estimulada), a contribuicdo das
diferentes glandulas salivares em termos percentuais é: 20% pelas PG, 65% pelas SMG,
7-8% pelas SLG e menos de 10% por numerosas glandulas menores (de Almeida et al.,
2008; Humphrey & Williamson, 2001; Roblegg et al., 2019; Tvarijonaviciute et al.,
2020). A contribuicdo das PG aumenta consideravelmente com estimulos como a

mastigacdo (Tvarijonaviciute et al., 2020).

Apesar da maioria das proteinas presentes na saliva ser secretada pelas glandulas
salivares, existem grandes diferencas entre as glandulas relativamente ao tipo de secrecao
e as proteinas que sintetizam (Carpenter, 2013). As secrecfes salivares podem ser do tipo
Seroso, mucoso ou misto. Por exemplo, as PG secretam uma secregédo serosa rica em ides
e enzimas, que ndo contém mucinas, mas € rica em amilase e proteinas ricas em prolina
(PRPs). As secrecGes mucosas, produzidas principalmente pelas glandulas menores, séo
ricas em mucinas e apresentam pouca ou nenhuma atividade enzimética. Nas SMG e
SLG, o conteldo salivar depende da proporcédo entre células serosas e mucosas, sendo a
saliva produzida por estas glandulas do tipo misto. No que diz respeito a PRPs, esta
familia é constituida por 3 grupos principais: acidas, basicas e glicosiladas. As PRPs
basicas parecem encontrar-se exclusivamente na secrec¢do das PG, enquanto que as PRPs
acidas aparecem nas secrecoes das glandulas SMG e PG. No entanto, algumas proteinas

sdo universais para todas as glandulas, como a IgA secretora (principal imunoglobulina
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presente na saliva) (Carpenter, 2013; de Almeida et al., 2008; Humphrey & Williamson,
2001; Tvarijonaviciute et al., 2020).

A composicao da saliva pode também ser afetada por situages fisiologicas como
0 caso da idade, sexo, peso corporal, ritmo circadiano, hidratacdo individual, tabagismo,
medicacdo, estimulacdo visual ou olfativa, distarbios sistémicos ou doencas bucais, stress
e exercicio fisico, que é o alvo deste trabalho (de Almeida et al., 2008; Franco-Martinez
et al., 2020; Humphrey & Williamson, 2001; Tvarijonaviciute et al., 2020).

1.3.3. Fungao

A saliva tem diversas funcbes e, de modo a manter a salde bocal e criar um
equilibrio ecoldgico apropriado, a funcdo salivar pode ser agrupada em 5 categorias

principais (Humphrey & Williamson, 2001; Tvarijonaviciute et al., 2020):
1 - Protecdo e lubrificacéo:

A saliva forma um revestimento seromucoso que lubrifica e protege os tecidos
orais contra agentes irritantes e possiveis patogéneos. Os melhores componentes
lubrificantes da saliva sdo as mucinas, que sdo excretadas pelas glandulas salivares
menores, pelas SMG e SLG. Estas sdo das principais proteinas responsaveis pela
lubrificagéo, protecdo contra a desidratacdo e manutencdo da viscoelasticidade salivar,
auxiliando nos processos de mastigacdo, degluticdo e fala (Dawes et al., 2015; de
Almeida et al., 2008; Roblegg et al., 2019).

2 - Agéo tampdo e depuragéo:

A acdo tampdo e depuracdo da saliva é realizada através dos seguintes
componentes: bicarbonato, fosfato, ureia e proteinas e enzimas anfotéricas. A saliva
comporta-se como um sistema tampdao de modo a proteger a cavidade oral da colonizagéo
de potenciais microrganismos patogénicos e neutraliza os acidos produzidos por alguns
microrganismos, prevenindo a desmineralizacdo do esmalte. O bicarbonato € o sistema
tampédo mais importante. Este difunde-se na placa e atua como um tamp&o neutralizando

os acidos. Além disso, gera amonia para formar aminas, que tambeém servem como
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tampdo por &cidos neutralizantes. A ureia, outro tampao presente na saliva, liberta aménia
apos ser metabolizada pela placa e, assim, aumenta o pH da placa (Dawes & Wong, 2019;
Roblegg et al., 2019).

3 - Manutencédo da integridade dos dentes:

A saliva desempenha um papel importante na manutencéo da integridade fisico-
quimica do esmalte dentario modulando a remineralizacdo e desmineralizagdo. Os
principais fatores que controlam a estabilidade da hidroxiapatite do esmalte sdo as
concentracdes de ativos livres de célcio, fosfato e flior em solucdo e o pH salivar
(Carpenter, 2013; Dawes & Wong, 2019).

4 - Atividade antibacteriana:

Apesar de ndo ser essa a sua principal funcao, as mucinas tém também uma funcgéo
antibacteriana pois modulam seletivamente a adesao de microorganismos as superficies
dos tecidos orais, contribuindo para o controlo bacteriano e fangico. As IgA secretoras,
que constituem a maior parte do contetdo imunoldgico da saliva, atuam como
neutralizadoras de bactérias e virus, servindo como um anticorpo para 0s antigénios
bacterianos e, atuam agregando ou aglomerando bactérias, inibindo assim a sua fixacao
aos tecidos orais (Dawes & Wong, 2019; Roblegg et al., 2019). Existem ainda algumas
outras proteinas como a lisozima, lactoferrina, lactoperoxidase, estaterina e histatina que

também apresentam fungdes antimicrobianas (Dawes & Wong, 2019).
5 - Paladar e digestéo:

A hipotonicidade da saliva melhora a capacidade de degustacdo de alimentos e
fontes de nutrientes, em particular, o gosto salgado, porque os recetores gustativos sdo
adaptados as concentracdes salinas basais (Dawes et al., 2015; Humphrey & Williamson,
2001; Roblegg et al., 2019). A capacidade de degustacdo depende da presenca de
proteinas, nomeadamente, a gustina (também conhecida como CA V1) (Barbarossa et al.,
2015), que se liga ao zinco (Humphrey & Williamson, 2001). A saliva é ainda responsavel
pela digestdo inicial do amido, através da amilase, auxiliando na formagdo do bolo
alimentar, ajudando também na degluti¢do. A a-amilase, produzida principalmente nas
PG e também nas SMG, tem como funcdo bioldgica dividir o amido em maltose,
maltotriose e dextrinas (Carpenter, 2013; Dawes et al., 2015; de Almeida et al., 2008;
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Humphrey & Williamson, 2001; Roblegg et al., 2019), moléculas estas com propriedades
doces. A participacdo da saliva na percecdo gustativa foi ja detalhada no ponto 1.2., neste
trabalho.

1.4. Relacéo do exercicio fisico com a percecdo gustativa e com a saliva

1.4.1. Relacao do exercicio fisico com a percecéo gustativa

A sensibilidade gustativa (sensibilidade ao gosto) difere entre os individuos para
as diferentes qualidades do gosto. Existe uma variacdo consideravel no grau de percecéo
do paladar, havendo um elevado nimero de fatores que a podem influenciar: idade, sexo,
genética, sono, IMC, nivel de ansiedade, neurotransmissores, fatores hormonais, dieta,
temperatura dos alimentos, nimero de células recetoras do gosto, entre outros. A
atividade fisica pode potencialmente influenciar estes fatores modificaveis associados as
diferencas na percecdo gustativa (Feeney et al., 2019; Wardhani et al., 2011).

De acordo com diversos estudos, realizados até ao momento, a intensidade
gustativa percebida difere entre homens ativos e inativos. Os homens ativos mostraram
uma intensidade percebida maior para o gosto doce, comparativamente a homens
sedentérios (Feeney et al., 2019; Vidanage et al., 2022). No estudo de Wardhani et al.
(2011), também se observou que apds umas semanas de realizacdo de exercicio fisico
aerobico, os participantes masculinos apresentaram um aumento na sensibilidade para o

gosto doce.

Esta diferenca, na percecdo do gosto doce, de acordo com o nivel de atividade
fisica, também se observou no sexo feminino, sendo que, no estudo de Crystal et al.
(1995), onde nadadoras e mulheres inativas foram comparadas, observou-se que as
nadadoras perceberam os estimulos com alto teor de sacarose como mais doces,
comparativamente a mulheres inativas. Numa revisdo feita por Gauthier e colaboradores

(Gauthier et al., 2020), a sensibilidade ao gosto doce foi aumentada pelo exercicio fisico
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agudo (Ali et al., 2011; Crystal et al., 1995; Feeney et al., 2019; Narukawa et al., 2009;
Vidanage et al., 2022), mas, nenhuma variacdo significativa foi obtida para o gosto

amargo (Feeney et al., 2019; Nakagawa et al., 1996).

1.4.2. Relacéo do exercicio fisico com a composicao da saliva

A saliva tem vindo a ganhar relevancia como sendo um fluido para diagndstico
clinico e forense, bem como para analise na area da atividade fisica e nutricional. A sua
colheita € facil, ndo invasiva, sem dor e desconforto e contém um grande numero de
analitos afetados por uma série de agentes de stress fisiologicos e patologicos (de Araujo
et al., 2018; Pacheco et al., 2022; Rutherfurd-Markwick et al., 2017; Ventura et al.,
2022).

O exercicio fisico pode induzir alteracdes na atividade do sistema nervoso
autonomo, nomeadamente, no balango entre os ramos simpatico e parassimpatico,
podendo assim alterar a secrecdo salivar, alterando a expressdo de varios constituintes
(Leicht et al., 2018; Ligtenberg et al., 2016; Ventura et al., 2022). A concentragédo de
proteinas salivares pode aumentar com uma estimulacdo simpética das glandulas
salivares por catecolaminas, que se expressam mais aquando de um exercicio anaerobico
(Ventura et al., 2022).

O aumento da secrecdo de proteinas e componentes imunes apos a pratica de
exercicio pode ser explicado pela regulacdo neuronal da secrecdo de saliva (Proctor &
Carpenter, 2014). As glandulas salivares sdo inervadas tanto pelos nervos simpaticos
como pelos parassimpaticos. A estimulacdo parassimpatica provoca um alto volume de
saliva aquosa com baixo teor proteico. A saliva produzida pela estimulacdo simpatica,
que é a predominante durante o exercicio, possui um baixo volume e alto teor de
proteinas. Esta diferenca na sinalizacdo pode levar a um aumento na expressao e na
secrecdo de proteinas mesmo que a secrecao de fluidos seja reduzida (Ligtenberg et al.,
2016; Sant’Anna et al., 2019).

O transporte geral de granulos de secrecdo nas células das glandulas salivares

pode ser aumentado pela sinalizagdo B-adrenérgica que € ativada pelo exercicio fisico
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através da inervacdo pelos neurdnios simpaticos (Sant’Anna et al., 2019). O exercicio
fisico pode alterar a secrecdo e induzir variagdes em varios componentes salivares como:

imunoglobulinas, lactato, proteinas e eletrolitos (de Almeida et al., 2008).

No estudo de Franco-Martinez et al. (2020), o proteoma salivar mostrou
diferencas, associadas ao sexo, entre o repouso e 0 periodo ap0s a pratica de exercicio.
Algumas proteinas foram observadas como sendo moduladas (sofrendo uma diminuicéo)
apos o exercicio em ambos 0s sexos. Por outro lado, algumas proteinas apresentaram um
comportamento diferente apos o exercicio entre homens e mulheres. Uma proteina
apresentou uma grande diminuicdo nos homens ap6s o exercicio e uma diminui¢do menos
evidente nas mulheres e quatro proteinas apresentaram grandes aumentos na sua
concentracdo apds o exercicio em homens, mas sofreram diminui¢bes apds o exercicio

nas mulheres (Franco-Martinez et al., 2020).

Algumas alteracdes salivares podem ser devidas a passagem de moléculas do
sangue para a saliva. Apds um exercicio agudo, o tecido muscular pode ser danificado
por fatores metabdlicos e mecanicos e libertar componentes intracelulares como creatina
quinase, mioglobina ou troponina, para 0 compartimento extracelular. Esses compostos
intracelulares libertados espalham-se entdo pela corrente sanguinea e, posteriormente,

podem atingir a saliva por fluxo ativo ou passivo (Franco-Martinez et al., 2020).

O exercicio modula tanto a parte inata como a adquirida do sistema imunoldgico
e ativa os dois principais ramos neuroenddcrinos de resposta ao stress do sistema nervoso
simpatico: o eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA) e o eixo simpético-adreno-medular
(SAM) (de Souza et al., 2021; Honceriu et al., 2021; Rutherfurd-Markwick et al., 2017).
Enquanto que a ativacdo do SAM, anteriormente referida, € uma resposta imediata ao
exercicio, o eixo HPA mostra uma resposta um pouco mais lenta. A resposta de cada um
dos eixos HPA e SAM ao exercicio depende de varios fatores, incluindo a intensidade do
exercicio, a duracdo, as condigdes do treino e as hormonas sexuais (Rutherfurd-Markwick
etal., 2017).

Dada a regulacdo da salivacdo referida nos paragrafos anteriores, a saliva
transporta dois marcadores primarios de ativacdo do SAM e eixo HPA, a a-amilase e 0
cortisol, respetivamente. A a-amilase, cujos niveis aumentam em resposta a ativacéo do

ramo simpatico, relaciona-se com os niveis dos marcadores sanguineos estabelecidos para
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0 eixo SAM, epinefrina e norepinefrina (Rutherfurd-Markwick et al., 2017). E por isso
muito usada para avaliacdo de stress resultante da ativacdo deste sistema. Ja o cortisol
salivar, representa a forma livre de cortisol em circulacdo, sendo um bom indicador da
atividade do eixo HPA. A utilizacdo de cortisol salivar para avaliagéo de stress tem sido
feita em diversos trabalhos (Jones et al., 2020; Strahler et al., 2017). Dada a diferente
informacdo que amilase e cortisol podem dar, muitos estudos tém usado estes dois
parametros salivares em combinacdo. No estudo de Rutherfurd-Markwick et al. (2017)
observou-se que a relagdo entre a atividade da a-amilase e os niveis de cortisol produzidos
durante o exercicio deram tendéncias opostas para homens e mulheres. Os homens
mostraram um aumento coordenado de cortisol ¢ a-amilase, enquanto que, as mulheres
exibiram uma relacdo negativa, indicando que os eixos de stress funcionam de forma

independente.

No estudo de Pacheco et al. (2022) observou-se que a a-amilase teve uma maior
expressdao em individuos com pratica regular de exercicio fisico relativamente a
individuos mais sedentarios. Nos estudos de Rutherfurd-Markwick et al. (2017), De Pero
et al. (2021), Honceriu et al. (2021) e Weiss et al. (2019), foi observado que o exercicio
levou a um aumento nos niveis da amilase salivar. A ativacdo do sistema nervoso
simpatico em resposta ao exercicio de alta intensidade favorece a secre¢ao de a-amilase
diretamente na saliva, fazendo dela um potencial indicador de stress (Honceriu et al.,
2021; Weiss et al., 2019).

A prética de exercicio também tem beneficios na satde oral. A mucina-7, lisozima
C, albumina, cistatinas e PRPs sofreram um aumento na saliva estimulada ap6s a pratica
de exercicio fisico. A albumina foi aumentada ap6s um exercicio moderado e um desporto
de alta intensidade. O aumento da albumina na saliva parece estar relacionado com a

pratica de atividade fisica independentemente da sua intensidade (Ventura et al., 2022).

Verificou-se ainda a alteracdo de outras proteinas e componentes devido a préatica
de exercicio fisico. No caso da catalase, ap0s a pratica de um exercicio fisico, 0s homens
mostraram um maior aumento nos niveis desta proteina que as mulheres (Franco-
Martinez et al., 2020). Apds um exercicio de alta intensidade, verificou-se um aumento
nos niveis de lactato e também na proteina total na saliva (de Araujo et al., 2018). Com

uma intensidade de exercicio acima do limiar anaerébico, a mucina MUC5B sofreu um
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aumento na sua concentracao, sugerindo-se que o aumento da concentracdo de MUC5B
cause 0 aumento da viscosidade salivar (Ligtenberg et al., 2016). No estudo de Sant’ Anna
et al. (2019), observou-se um claro aumento dos niveis de cistatinas apos os atletas
realizarem varias atividades fisicas extenuantes. Tanto os exercicios aerébicos como
anaerobicos realizados com uma intensidade muito elevada levaram a um aumento da

presenca de cistatinas de tipo C e S (Sant’Anna et al., 2019).

Alguns estudos tém mostrado que o exercicio pode alterar o sistema imunolégico,
dependendo da intensidade e tipo de atividade (Ventura et al., 2022). O exercicio de
intensidade moderada aumenta a secre¢do de IgA apds a pratica imediata, tendo efeitos
estimulatorios sobre a IgA secretora (slgA) (de Araujo et al., 2018; Leicht et al., 2018;
Ventura et al., 2022). No entanto, quando o exercicio é de alta intensidade, mais exigente
ou de resisténcia e de longa duracéo, a secrecdo de sIgA diminui (de Araujo et al., 2018;
Leicht et al., 2018; Ligtenberg et al., 2016).

Apesar de todos estes estudos, ha algumas diferencas nos resultados, entre os
mesmos, ndo sendo claro se o efeito do exercicio, na salivacdo, estd s6 dependente da
intensidade do mesmo, ou se das caracteristicas do praticante (se mais, ou menos
habituado a uma prética regular). Para além disso, e apesar da participacdo da saliva na
percecdo gustativa e das potenciais alteracGes que esta sofre com o exercicio (como
referido nas sec¢Oes anteriores), que seja do nosso conhecimento, ha falta de estudos que
relacionem as potenciais alteracdes salivares, decorrentes da préatica de exercicio fisico

com alteracGes na sensibilidade gustativa, decorrentes da mesma.
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Capitulo Il — Problematica e Objetivos
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2. Problematica e Objetivos

2.1. Problematica

A pratica de exercicio fisico produz alteragdes fisioldgicas e alteracdes no apetite.
Hé& estudos que mostram que a propria percecdo gustativa € modificada por essa pratica,
podendo esta percecdo afetar a aceitacdo para bebidas ou alimentos. Tendo em conta a
necessidade que pode existir para reidratar e readquirir nutrientes, apds a pratica de
exercicio (principalmente em desportistas que praticam exercicio de alta intensidade), é
importante compreender de que forma é que essa percecao é alterada e 0s mecanismos
que estdo por tras das alteracGes. A saliva é um fluido envolvido na percecdo oral dos
alimentos, incluindo a percecdo gustativa e, ao mesmo tempo, um fluido suscetivel de
variacdo em diferentes condicbes. A pratica de exercicio é uma dessas condi¢cdes que

pode afetar a composi¢éo da saliva.

Apesar de existirem estudos que foquem estes dois aspetos: alteracdes na percegédo
gustativa e alteracBes na salivacdo apOs a pratica de exercicio, que seja do Nnosso
conhecimento, faltam estudos que caracterizem as alteracBes bioquimicas salivares
decorrentes do exercicio, que associem a intensidade desse exercicio e ao perfil do
individuo (mais ou menos habituado a préatica). Para além disso, falta uma integracéao

entre estas alteracOes salivares e alteracdes na percecdo gustativa.

2.2. Objetivo geral

Este estudo teve como objetivo geral avaliar quais as alteragdes induzidas pelo
exercicio fisico na composi¢do bioquimica da saliva e na percegdo gustativa em

individuos com prética regular de exercicio e sedentarios.
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2.3. Objetivos especificos
e Avaliar a variagdo na percecao gustativa (doce e amargo) induzida pelo exercicio;
e Avaliar a variacdo no proteoma salivar induzida pelo exercicio;
e Avaliar o efeito na percecgéo gustativa da intensidade do esforco (HIIT vs. MICT),
e do nivel de treino (desportistas vs. sedentérios);
e Avaliar arelagéo entre as alteragcdes nos marcadores de stress salivares e proteoma

salivar, induzidas pelo exercicio, e as alteragcdes no paladar.
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Capitulo Il — Metodologia
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3. Metodologia

3.1. Aspetos éticos

Este estudo foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica da Universidade de
Evora (Documento GD/22025). As amostras so foram recolhidas apds os participantes
darem a sua aprovacao e assinarem um consentimento informado, sendo esclarecidos

sobre as condig¢des do estudo.

3.2. Participantes

A selecdo da amostra foi feita através do contacto, por parte dos investigadores do

estudo, com alunos de diferentes licenciaturas e mestrados da Universidade de Evora.

Neste estudo os participantes foram distribuidos por dois grupos: um grupo com
pratica regular de exercicio fisico (individuos ativos), denominado “desportistas” e outro
grupo (individuos sem pratica regular de exercicio fisico), denominado “sedentarios”.
Considerou-se como préatica regular a pratica de 4 ou mais sessdes de exercicio fisico por
semana (sendo cada sessdo de pelo menos 40 minutos) e como auséncia de pratica regular
a realizacdo de uma sessdo ou menos de exercicio fisico por semana, de modo semelhante
a classificacdes adotadas anteriormente por outros autores (Beaulieu et al., 2017; Feeney
etal., 2019; Long et al., 2002).

O estudo contou com uma amostra de 40 adultos voluntarios: 12 rapazes
desportistas, 8 raparigas desportistas, 9 rapazes sedentarios e 11 raparigas sedentarias,
com idades compreendidas entre os 18 e 29 anos. Todos declararam ser ndo fumadores e

ndo apresentarem nenhuma doenga, nem tomarem nenhum tipo de medicagao.

Para a posterior analise apenas foram tidos em conta 36 participantes: 9 rapazes
desportistas, 8 raparigas desportistas, 9 rapazes sedentarios e 10 raparigas sedentarias,

pois foram os individuos que cumpriram todo o protocolo na integra.
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3.3. Desenho experimental

Individuos desportistas Individuos sedentarios
N=20 (123:8 9) N=20 (9J:119)

L J
i

Em casa, ao acordar

Em casa, apos 30° de acordar 1h antes do treino
Recolha de saliva

Recolha de saliva ————  Comer barra energética
Medi¢do da FC de repouso l

No Pavilhdo da UFvora
Antes do tremo

Avaliagdo da intensidade percebida de doce e amargo <«—— Recolha de saliva o

|
[ 1

Grupo 1: ou Grupo2:
Treino mtervalado de alta intensidade (HIIT) Tremno continuo de mtensidade moderada (MICT)

| J

T
Recolha de saliva o
Repouso de 1h  «————  Avalia¢do da intensidade percebida de doce e amargo

l

Preenchimento de escala de saciedade percebida

L» Recolha de saliva °

Avaliacdo da intensidade percebida de doce e amargo

|
[ 1

Grupo 1: ou Grupo 2:
Treino continuo de intensidade moderada (MICT) Treino intervalado de alta intensidade (HIIT)

| J
T

Recolha de saliva °

Avaliagdo da intensidade percebida de doce e amargo
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3.4. Ensaio experimental

No ambito do ensaio experimental, (realizado de dezembro de 2021 a julho de
2022) foram pedidas algumas tarefas pré-ensaio, para realizar ainda em casa pelos

participantes:

1) Ao acordar, fazer uma recolha de saliva, ndo estimulada e medicdo da frequéncia

cardiaca (FC) em repouso.

Para a recolha de saliva, foi pedido para contar 4 minutos, durante os quais nao
estimulasse a producdo e ndo engolisse saliva, sendo a totalidade deste fluido (produzido
na boca) deitado para o tubo, o qual deveria ser imediatamente congelado ap6s a recolha.
Para a medicdo da FC em repouso, foi pedido para colocar 2-3 dedos na parte lateral do

pescoco, ao nivel da carétida e, contar quantas pulsacdes ocorreram durante 1 minuto.

2) 30 minutos apds acordar, fazer uma nova recolha de saliva, seguindo o protocolo

descrito anteriormente.

(Nota — As duas amostras de saliva recolhidas em casa, conforme referido no ponto 1) e
2) foram transportadas num saco térmico com barras de gelo, de modo a manté-las
refrigeradas. Ao chegar ao pavilhdo gimnodesportivo foram imediatamente passadas para
gelo, tendo sido armazenadas a -28 °C ap0s a realizagdo do ensaio).

3) 1h antes do treino (e sem ingerir nada antes, a ndo ser agua), comer unicamente a barra

energética distribuida anteriormente pelos investigadores do estudo.

O ensaio propriamente dito foi realizado no Pavilhdo Gimnodesportivo da

Universidade de Evora.

a. Ao chegarem, os participantes foram questionados acerca do valor da sua FC em
repouso. Em caso de duvida, foi feita a medicdo da FC de repouso (por parte de um dos

investigadores a realizar o estudo, conforme referido no ponto 1)).
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b. De seguida, foi feita uma recolha de saliva ndo estimulada (de acordo com o protocolo

previamente descrito).

c. Posteriormente, realizou-se a avaliacdo da intensidade percebida de duas tiras
impregnadas com solugdes doces (0,165 g/mL de sacarose) e amargas (0,0024 g/mL de
quinina), com ordem aleatoria, atraves de uma escala LMS (Labeled Magnitude Scale)
(Green et al., 1996) (bebendo um pouco de agua para limpar a boca do estimulo anterior
e aguardando 30 segundos entre estimulos). A todos os participantes foi pedido que
avaliassem a sua percecao gustativa, ou seja, a intensidade de resposta ao estimulo doce
e amargo, antes e apds cada exercicio, através duma escala continua LMS, com as
indicacdes: “Escassamente detetado/Apenas detetado”, “Débil”, “Moderado”, “Forte”,

“Muito forte” e “Mais forte do que o imaginavel”.

d. Por fim, fez-se a realizagédo do treino.

Cada individuo foi sujeito a dois tipos de treino na passadeira (Medisoft, 870A):

1) Um treino intervalado de alta intensidade (HIIT- High-Intensity Interval Training), em

que houve uma alternancia de alta intensidade com intensidade média.

Neste treino os participantes realizaram um minuto de corrida continua (picos de
intensidade de 1 minuto), para atingir 80-90% da FCM, seguido de um minuto de
recuperacdo ativa a 70-75% da FCM, novamente um minuto de corrida intensa e assim

sucessivamente, até um periodo de 20 minutos (Roy et al., 2018) .

2) Um treino continuo de intensidade moderada (MICT - Moderate-Intensity Continuous

Training).

Neste treino os participantes realizaram 20 minutos de corrida continua a uma
intensidade de 65-75% da FCM (Wewege et al., 2017) .
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Ambos os treinos tiveram a duracdo de 20 minutos, sendo que, o controlo da
intensidade do treino (FC) foi realizado pela utilizacdo de um cardiofrequencimetro
(Polar T31 - Coded Chest Strap).

A FCM foi calculada pela seguinte formula em fungéo da idade:
FCM =220 —idade (Roy et al., 2018)

No final de cada treino (HIIT e MICT), imediatamente a seguir, foi feita uma nova
recolha de saliva e uma nova avaliacdo da intensidade percebida dos paladares doce e
amargo. Entre os treinos foi feito um periodo de repouso de 1 hora, apés o qual se
repetiram os protocolos de recolha de saliva e avaliacdo da intensidade percebida dos

paladares doce e amargo.

Todos os individuos passaram pelos dois tipos de treino (HIIT e MICT), sendo
gue metade, selecionada de forma aleatdria, comecou pelo HIIT e a outra metade pelo
MICT.

Durante o periodo de repouso de 1h entre cada treino, foi ainda pedido a cada
participante que preenchesse 2 questionarios: um deles com dados pessoais, questdes de
salde e nivel de saciedade, assinalando esta intensidade numa escala de 0-7; o outro foi
um questionario de frequéncia alimentar (QFA) semiquantitativo, validado para a
populagéo adulta portuguesa (Lopes et al., 2007) para avaliar a frequéncia de consumo
de alimentos. Este QFA é um questionario de 86 itens, que inclui alimentos individuais
e/ou grupos de alimentos e bebidas e avalia a frequéncia de ingestdo alimentar habitual
nos ultimos 12 meses. O QFA ndo foi tido em conta para posterior analise ja que era para

além dos objetivos do presente trabalho.

3.5. Avaliacdo da taxa de secrecao salivar
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A taxa de secrecdo salivar foi avaliada assumindo que a densidade da saliva € 1,0.
Os tubos com as amostras de saliva foram pesados, sendo subtraido o peso do tubo vazio.
O valor final foi dividido pelo nimero de minutos em que a saliva foi recolhida, neste

caso, 4 minutos.

3.6. Analises laboratoriais das amostras de saliva

Para a remocdo do material insolivel das amostras de saliva, estas foram
descongeladas em gelo, pesadas (Balanca analitica VWR) e, posteriormente, foram
centrifugadas (Hermle Z323K) a 13000 g por 15 minutos a 4 °C. No final, o sobrenadante
foi aliquotado e armazenado a -28 °C, sendo utilizado para todas as anéalises laboratoriais

subsequentes.

3.6.1. Doseamento de proteina total — Método de Bradford

Para a quantificacdo de proteinas totais das amostras de saliva, recorreu-se ao

método de Bradford.

O método de Bradford é um método colorimétrico que se baseia na ligacdo do
corante azul brilhante de Coomassie (Coomassie Brilliant Blue G-250) as proteinas. A
ligacdo do corante a proteina causa uma mudanca no maximo de absor¢do do corante de
465 para 595 nm, sendo esse aumento da absor¢do em 595 nm monitorizado. Este ensaio
é amplamente utilizado por ser muito reprodutivel e rapido, estando o processo de ligagdo
do corante praticamente completo em aproximadamente 2 min com boa estabilidade de
cor por 1 h. O método foi realizado utilizando albumina de soro bovino (BSA) como

padréo, resultando num padréo de resposta altamente reprodutivel (Bradford, 1976).

Para a quantificacdo de proteina total preparou-se uma curva padrdo com BSA
com concentragdes de 0-200 pg/mL (Tabela 3.1). As amostras foram descongeladas e
diluidas 4x, 8x e 12x, de modo a garantir que pelo menos uma das diluicbes
correspondesse a valores para 0s quais 0 método apresenta linearidade (Tabela 3.2).

Pipetou-se 10 pL de amostra/padrdo e 200 pL de reagente de Bradford para uma
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microplaca de 96 pocos, em triplicado. A absorvéncia foi lida a 600 nm num leitor de

microplacas (Glomax da Promega). O reagente de Bradford foi previamente preparado

dissolvendo 100 mg de azul de coomassie G-250 em 50 mL de etanol a 95% e 100 mL

de &cido fosfdrico a 85%, perfazendo o restante volume com 4agua destilada até 1 L de

volume final. Este reagente foi sempre armazenado no frigorifico a 4 °C, entre utilizagdes.

Apo0s a leitura de absorvéncia na microplaca, foi construida a curva padrdo de

BSA ou curva de calibracdo onde foram interpolados os valores de concentracgdo proteica

para as amostras de saliva (Figura 3.1).

Tabela 3.1 - Preparacdo das solucGes de BSA para a curva padréo

[BSA] (ng/mL) V (solucéo BSA) (uL) V (Agua ultrapura) (uL)
200 100 (solugéo 2000 pg/mL) 900
150 750 (solucdo 200 pg/mL) 250
100 666,6 (solugdo 150 pg/mL) 333,3
75 750 (solucéo 100 pg/mL) 250
50 666,6 (solucdo 75 pg/mL) 333,3
25 500 (solucédo 50 pg/mL) 500
0 0 1000

Tabela 3.2 - Volumes para a preparacao das diluicdes das amostras

Diluicao V (amostra) (uL) | V (dgua ultrapura) (uL)
4x 10 30
8x 5 35
12x 5 55
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5 _ y = 0,0014x + 0,4218
- Curva padrédo BSA (03-03 P3) R = 09963
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Figura 3.1 - Curva padréo de BSA para a determinacao da concentracéo proteica.

3.6.2. Eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢cfes desnaturantes (SDS-
PAGE)

A eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) é uma técnica usada para a
separacdo de moléculas proteicas de acordo com o seu tamanho, sendo que, a distancia
migrada pelas proteinas depende da sua massa molecular (MW). Como a eletroforese
utiliza SDS como agente solubilizante, é geralmente chamada de "eletroforese em gel de
dodecil sulfato de poliacrilamida de s6dio” ou simplesmente SDS-PAGE. O SDS é um
detergente que desnatura estruturas secundarias e terciarias de proteinas ndo ligadas por
dissulfeto e as reveste com uma carga negativa que se correlaciona com 0 seu
comprimento, permitindo que as massas moleculares sejam estimadas. Este método é

simples, relativamente rapido e pouco dispendioso, sendo por isso bastante utilizado

(Brunelle & Green, 2014; Matsumoto et al., 2019).

O processo de SDS-PAGE a 14% foi dividido em trés etapas: preparacdo dos géis,

preparacdo das amostras e corrida eletroforética.
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Para a preparagdo dos geéis, primeiramente, foram alinhados os vidros de 1,0 mm
e montado todo o sistema para a eletroforese. Posteriormente, foi preparado o gel de
resolucdo (13,95 mL de Acrilamida/bis 30%; 8,25 mL de agua destilada; 7,5 mL de Tris
1,5 M pH 8,8; 300 pL de SDS 10%; 225 pL de APS; 15 pL de TEMED (adicionando,
por ultimo, os agentes polimerizadores, APS e TEMED)). Apos a colocagédo da solugéo
nos vidros, deitou-se agua destilada por cima, para impedir o contacto entre a solucdo do

gel com o ar atmosférico, uma vez que a acrilamida polimeriza na auséncia de oxigénio.

Uma vez tendo o gel de resolucdo polimerizado, preparou-se o gel de
concentracdo (1,06 mL de Acrilamida/bis 30%; 4,86 mL de agua destilada; 2 mL de Tris
0,5 M pH 6,8; 80 puL de SDS 10%; 48 uL de APS; 8,8 uL de TEMED (adicionando, por
ultimo, os agentes polimerizadores, APS e TEMED)). Antes de adicionar a solugdo aos
vidros, retiraram-se 0s mesmos do sistema para remocdo da camada de agua aplicada
anteriormente. Depois de removida a agua, aplicou-se o gel de concentracéo e colocaram-

se 0s pentes por cima.

Enquanto a solucdo polimerizava, prepararam-se as amostras para a corrida
eletroforética. Para as amostras de saliva, considerou-se a mesma quantidade de proteina
total de todas as amostras, neste caso, 7 ug de proteina total. Calculou-se o volume de
cada amostra correspondente a 7 g de proteina e o volume de tampéo de amostra 6x, 2x
e 1x a adicionar. Pipetou-se para um novo tubo os volumes de amostra e de tampao
calculados e aqueceram-se as amostras a 98 °C durante 5 minutos, em banho seco (Fisher
Scientific, FB15103). Apds o aquecimento, passaram-se de imediato as amostras para

gelo.

Para a montagem do sistema para a corrida eletroforética, primeiramente,
retiraram-se 0s géis e 0s pentes do sistema e colocaram-se 0s géis num novo sistema com
elétrodos. Deitou-se o tampdo de corrida 1x (0,0025 M de Tris; 0,0192 M de glicina;
0,1% (m/V) de SDS) na tina eletroforética, no reservatorio criado com a jungdo dos géis
e, apos verificar que ndo havia fugas de tampdo, deitou-se o tampao na parte de fora do
sistema, que contacta com a parte inferior do gel. Aplicou-se 3 uL do marcador de massas
moleculares (Millipore MPSTD4) num dos pogos de cada gel e aplicaram-se as amostras

(volume total) nos pocos do gel. Colocou-se a tampa no sistema, ligaram-se os cabos a
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fonte de alimentacdo, selecionou-se uma voltagem constante de 150 V para a corrida e

iniciou-se a corrida eletroforética (BioRad).

Ap0s o término da corrida (indicado pela chegada da frente de corrida ao fim do
gel), retiraram-se 0s géis do sistema para posterior coloracdo. Inicialmente colocaram-se
0s géis numa solucdo de fixacdo de 40% de metanol e 10% de acido acético, por uma
hora, em agitacdo. De seguida, os géis foram colocados durante uma hora numa solugdo
corante Azul brilhante de Commassie R-250. Por ltimo, descoraram-se 0s géis numa
solucdo de 10% de acido aceético, realizando diferentes mudas da solucéo até o fundo

(background) deixar de ter coloracdo azul.

Finalmente, colocaram-se os géis em agua destilada durante algum tempo e
digitalizaram-se no scanner ImageScanner Il (Epson), utilizando o software LabScan
(GE Healthcare). Os ficheiros resultantes da digitalizacdo foram entdo guardados em 2
formatos: .mel e .tiff para posterior analise. A analise dos géis SDS-PAGE foi realizada
com recurso ao software ImageLab (BioRad).

3.6.3. Determinacao da atividade enzimatica da a-amilase

A o-amilase presente nas amostras foi determinada pelo kit “Salivary o -amylase
kinetic enzyme assay” (Salimetrics ®). O método para determinagdo da atividade
enzimatica da a-amilase utiliza um substrato cromogénico, 2-cloro-p-nitrofenol ligado a
maltotriose. A agdo enzimatica da a-amilase sobre este substrato origina 2-cloro-p-
nitrofenol, que pode ser medido espetrofotometricamente a 405 nm. A quantidade de
atividade da a-amilase presente na amostra é diretamente proporcional ao aumento de
absorcdo a 405 nm. A reacdo foi lida em microplacas de 96 pocos com controlos
fornecidos.

Para a aplicacdo deste método, primeiramente, os reagentes foram preparados e
foi determinada a disposi¢do dos controlos e das amostras na microplaca de 96 pocos. O
substrato da a-amilase foi aquecido a 37 °C (Agitador orbital Grant-Bio), por um periodo
minimo de 20 minutos. As amostras de saliva foram diluidas 200x com o diluente de a-

amilase fornecido, constituido por tampdo fosfato. Adicionou-se, a cada po¢o na
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microplaca, 6 pL de amostra ou de um dos 2 controlos fornecidos e 240 uL de substrato,
previamente aquecido. O tempo comecou a contar imediatamente ap0s estes passos,
sendo a microplaca agitada a 500-600 rpm a 37 °C. A microplaca foi transferida para o
espetrofotdmetro para a leitura da densidade Optica (OD) apds exatamente 1 minuto,
tendo voltado para a agitadora a 37 °C posteriormente. Apds 2 minutos a 37 °C, a
microplaca foi transferida novamente e feita a leitura exatamente aos 3 minutos. As
leituras de 1 e 3 minutos foram realizadas num espetrofotometro (BioRad modelo 680) a
405 nm.

Para o tratamento dos dados, foi subtraida a leitura de OD de 3 minutos a de 1
minuto e multiplicada pela conversdo do fator. A converséo do fator teve em conta a

diluicdo de 1:200 para os controlos e amostras pré-diluidas.

Os cdélculos da atividade enzimatica da amilase (U/L), foram feitos através da

seguinte equacdo:

AAbs
min
MMA x SV x LP

x TV x DF o 3
= U/L de atividade da a-amilase na amostra, onde:

e AAbs/min — variagdo da absorvéncia por minuto (“absorbance difference per
minute”);

e TV —volume total (“total assay volume”) (TV=0,246 mL);

e DF — fator de diluicao (“dilution factor’’) (DF=200);

e MMA - absortividade molar do reagente 2-cloro-p-nitrofenol (“millimolar
absorptivity of 2-chloro-p-nitrophenol”) (MMA=12,9);

e SV - volume de amostra (“sample volume”) (SV=6 uL=0,006 mL);

e P —percurso optico (“light path”) (LP=0,97).

3.6.4. Eletroforese bidimensional

A eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida (2DE) é um método

utilizado para a separagdo de proteinas de misturas bioldgicas complexas. Esta técnica
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baseia-se na separacdo de proteinas com base nas suas propriedades fisico-quimicas,
como o ponto isoelétrico e a massa molecular. Inicialmente, na primeira dimenséo, as
proteinas sdo separadas de acordo com o seu ponto isoelétrico (pl) ao longo de um
gradiente de pH usando tiras de gradiente de pH imobilizadas. De seguida, na segunda
dimensdo, as proteinas desnaturadas sdo separadas de acordo com as suas massas
moleculares recorrendo a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). As tiras de
gradiente de pH da primeira dimenséo sao depois alinhadas ao longo do topo de um gel
de poliacrilamida e, uma vez aplicada a carga, as proteinas migram da tira para o gel e
sdo separadas com base no seu tamanho usando SDS-PAGE. Por fim, esse processo
resulta num gel 2D que, ao ser corado, evidencia umas manchas, sendo que, cada mancha

corresponde a uma proteina (Meleady, 2018).

Considerando o numero de amostras recolhidas para cada individuo (4 amostras
contabilizadas para esta analise) e considerando as limitacOes técnicas e de analise
relativamente a eletroforese bidimensional, selecionou-se uma subamostra de 9
individuos, contemplando apenas os rapazes desportistas. A selecdo de amostras dos
participantes apenas do sexo masculino e desportistas deveu-se ao facto da nossa amostra
ser relativamente pequena, de haver conhecimento que o sexo é um fator de variagdo e
pelo exercicio fisico (individuos desportistas) ser o alvo principal deste trabalho, sendo
mais relevante verificar as possiveis alteracbes neste grupo. De modo a minimizar os

erros técnicos, todas as amostras foram testadas em duplicado.

A técnica de eletroforese bidimensional € constituida por 4 etapas: a preparacao
das amostras, a reidratacao das tiras com as amostras, a focagem das tiras e o equilibrio e
corrida eletroforética (SDS-PAGE).

Preparacdo das amostras:

Primeiramente, as amostras foram concentradas através do método de
centrifugacéo (a 13000 g, 4 °C) (Hermle Z323K) em membranas com um cut-off de 3 kDa
(PALL). O tempo de concentracdo das amostras é variavel ja que sO se pode terminar o
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processo quando houver uma concentragdo de 125 pg de proteina total num volume

inferior a 25 pL.
Reidratacao das amostras:

Ap0s a concentracao das amostras, 0 volume de amostra obtido foi misturado com
tampéo de solubilizagéo (7 M ureia; 2 M tioureia; 4% (m/V) Chaps; 2% (V/V) IPG buffer;
40 mM DTT), de modo a, misturando com a amostra, perfazer um volume final de 125
uL. Esta mistura foi a incubar durante uma hora a temperatura ambiente, sendo de seguida
centrifugada a 10000 rpm por 10 minutos (Eppendorf centrifuge 5424). Aplicou-se o
sobrenadante de cada amostra nas ranhuras do sistema de reidratagcdo (GE Healthcare).
Colocaram-se as tiras de gel comerciais (com um gradiente de pH imobilizado (3-10) de
7 centimetros (IPG strips, GE Healthcare)) em contacto com a amostra, a temperatura
ambiente, ficando em reidratacdo durante a noite e cobertas com 6leo mineral (Dry strip

cover fluid, GE healthcare).
Focagem das tiras:

As tiras foram colocadas no sistema Multiphor Il (GE Healthcare), apds a
reidratacdo, para focagem isoelétrica das proteinas (primeira dimensdo). A focagem

ocorreu a 18 °C durante 8 horas, sendo dividida em 4 etapas (Tabela 3.3).

Tabela 3.3 - Caracteristicas da focagem isoelétrica

Voltagem Tempo
Subida para 150 V 15 minutos
Subida para 300 V 1 hora

Subida para 3500 V 3 horas
Constante a 3500 V 4 horas 30 minutos

Equilibrio e separacdo SDS-PAGE:

Os passos de equilibrio e separacdo por SDS-PAGE foram divididos em 3 etapas:

a preparacgdo dos geis, o equilibrio das tiras e a corrida eletroforética.
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Para a segunda dimensao (separacdo por massas moleculares) prepararam-se 0s
géis SDS-PAGE da forma descrita anteriormente. Posteriormente, as tiras foram
equilibradas num tampao de equilibrio (6 M de ureia; 75 mM de Tris-HCI pH 8,8; 29,3%
(V/IV) de glicerol; 2% (m/V) de SDS; 0,002% (m/V) de azul de bromofenol). Em primeiro
lugar, procedeu-se a reducdo com DTT. Adicionou-se DTT (1%) & solucdo de equilibrio
e juntou-se 5 mL desta solucéo a cada tira, incubando durante 15 minutos, com agitacéo,
a temperatura ambiente. De seguida, descartou-se a primeira solucao de equilibrio (com
DTT) para proceder ao segundo passo do equilibrio. Em segundo lugar, procedeu-se a
alquilacdo com iodoacetamida. Adicionou-se iodoacetamida (2,5%) a solugdo de
equilibrio e juntou-se 5 mL desta solucdo a cada tira, incubando novamente durante 15
minutos, com agitacdo, a temperatura ambiente. De seguida, descartou-se a segunda

solucdo de equilibrio (com iodoacetamida).

Por altimo, prepararam-se as tiras para a corrida eletroforética. As tiras foram
lavadas com agua destilada e foi removido o excesso de agua com papel. Depois
colocaram-se as tiras no topo de cada gel e adicionou-se 1 mL de uma solucdo de 0,5%
de agarose (preparada em tampé&o de corrida 1x). Posteriormente, deitou-se o tampéo de
corrida 1x no sistema, enchendo a cdmara interna e externa deste sistema. Para iniciar a
corrida, ligou-se o sistema a fonte de alimentacdo, selecionando uma voltagem constante
de 150 V. A corrida eletroforética terminou quando a frente de corrida com azul de
bromofenol atingiu o fim do gel.

Apb6s o término da corrida retiraram-se os géis do sistema para posterior
coloracdo. Inicialmente, colocaram-se os géis numa solucdo de fixacdo de 40% de
metanol e 10% de acido acético, por uma hora, em agitacdo. De seguida, os géis foram
colocados durante uma hora numa solucdo corante Azul brilhante de Commassie R-250.
Por dltimo, descoraram-se 0s géis numa solucdo de 10% de acido acético, realizando

diferentes mudas da solucdo até o fundo (background) deixar de ter coloracéo azul.

Finalmente, colocaram-se 0s géis em &gua destilada durante algum tempo e
digitalizaram-se no scanner ImageScanner Il (Epson), utilizando o software LabScan
(GE Healthcare). A anélise dos perfis bidimensionais foi realizada com recurso ao

software SameSpots (TotalLab).
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3.7. Analise estatistica

Os dados de intensidade percebida de doce e amargo, assim como respeitantes aos
pardmetros salivares, foram avaliados relativamente & existéncia de distribuigdo normal,
através do teste de Shapiro-Wilk. Quando os dados ndo apresentavam distribuicdo normal

trabalhou-se com os valores transformados (transformacao logaritmica).

De modo a avaliar o efeito do exercicio no paladar e na composicéo salivar,
compardmos os valores de cada um dos parametros avaliados (sensibilidade para os
paladares doce e amargo, concentracdo em proteina total, taxa de secrecdo, atividade
enzimatica de amilase e niveis de cada banda proteica) antes do exercicio com os valores
desse parametro ap0s a préatica de cada tipo de exercicio (HIIT ou MICT) através de um
modelo GLM (general linear model), com dois niveis para o fator periodo (within-
subjects - antes e depois) e, em que se consideraram as variaveis intensidade de exercicio
(HIIT ou MICT), nivel habitual de exercicio do individuo (desportista ou sedentario) e
sexo (homem ou mulher) como varidveis entre individuos (between-subjects). Para
comparar valores de antes e depois do exercicio, em cada um dos grupos (ou sub-grupos,
como, por exemplo, mulheres sedentarias, etc), de forma separada e, para confirmar entre
que pares se encontram as diferencas, aplicou-se o teste T-Student para amostras

emparelhadas.

De modo a testar a existéncia de associacdo entre a varia¢cdo na composi¢do
proteica da saliva e a variacdo na sensibilidade gustativa, foram feitos testes de correlacao
(Pearson) entre os parametros sensibilidade (para doce ou para amargo) e cada um dos
parametros salivares. Tendo em conta que o objetivo era avaliar a relacdo da variacdo da
saliva e ndo da saliva, a um determinado tempo, os parametros salivares foram tratados

como racios entre o valor depois e o valor antes do exercicio.

A andlise foi feita usando o software SPSS v.24. Considerou-se um valor de
a=0,05.
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Capitulo IV — Resultados
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4. Resultados

Foram contabilizados para analise apenas 36 participantes: 9 rapazes desportistas,

8 raparigas desportistas, 9 rapazes sedentérios e 10 raparigas sedentarias, pois foram os

individuos que cumpriram todo o protocolo na integra.

Os dados com a caracterizagdo da amostra dos dois grupos em estudo (n= 36),

desportistas (n=17) e sedentarios (n=19), sdo apresentados na Tabela 4.1, onde se observa

a média da idade, peso, altura e indice de massa corporal (IMC) com o respetivo desvio-

padrdo. Quer as idades e alturas sao semelhantes em individuos desportistas e sedentarios,

havendo apenas uma pequena tendéncia para maior peso por parte das mulheres

sedentarias, relativamente as desportistas.

Tabela 4.1 - Caracteriza¢do da amostra (média + desvio padrao)

Desportistas Sedentérios
Homens Mulheres Total (n=17) Homens Mulheres Total (n=19)
(n=9) (n=8) (n=9) (n=10)
Meédia de Idade 20,11 (+1,05) | 22,00 (+3,96) | 21,00 (+2,89) | 18,67 (x0,71) | 19,20 (+1,32) | 18,95 (+1,08)
Média de Peso (kg) | 68,33 (+7,04) | 56,50 (5,95) | 62,76 (8,79) | 71,11 (¥17,21) | 64,90 (+16,14) | 67,84 (+16,49)
Média de Altura (m) | 1,76 (+0,05) | 1,59 (+0,05) | 1,68 (+0,10) | 1,79 (+0,09) | 1,62(£0,05) | 1,70 (0,11)
Meédia de IMC (kg/m?) | 22,11 (+2,40) | 22,42 (3,26) | 22,26 (+2,75) | 22,04 (+3,96) | 24,55 (+5,38) | 23,36 (+4,81)

4.1. Efeito do exercicio na sensibilidade gustativa

Considerando a totalidade dos dados (independentemente do tipo de exercicio,

pratica habitual e sexo), ha um aumento significativo na intensidade percebida de doce

apos a pratica de exercicio (2,12+0,21 vs. 2,5+0,21, P=0,043 antes e depois,

respetivamente; médiaterro padrao).
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No entanto, também se observa uma interacdo significativa entre o periodo, o tipo
de exercicio e a pratica habitual (P=0,045), em que, no caso dos individuos desportistas,
é 0 MICT aquele que aumenta a intensidade percebida de doce (1,61+1,01 vs. 2,30+1,35,
antes e depois, respetivamente; P=0,018), enquanto que, no caso dos individuos
sedentérios, € o HIIT que tende a aumentar essa sensibilidade (2,24+2,19 vs. 2,97+2,44,
para antes e depois, respetivamente; P=0,135), ainda que, no caso dos individuos

sedentérios, a variagdo ndo seja estatisticamente significativa (Figura 4.1).

Desportistas Sedentarios

Médias marginais estimadas

Sensibilidade para o doce Sensibilidade para o doce

Tipo de exercicio
Alta intensidade
Intensidade moderada

Meédias marginais estimadas
&

T T T T
1 2 1 2

Antes Depois Antes Depois

Figura 4.1 - Variacdo da intensidade percebida de doce, com o exercicio, para individuos
desportistas (esquerda) e sedentarios (direita).

No que diz respeito a sensibilidade para o paladar amargo, observa-se uma
interacdo entre o periodo e o tipo de exercicio (P=0,044) (Figura 4.2), em que, o HIIT
evolui no sentido de um aumento da sensibilidade ao amargo e o0 MICT no sentido de
uma diminuicdo. Apesar desta interacdo significativa, que mostra este diferente efeito do
tipo de exercicio, as diferencas entre antes e depois ndo chegam a ser estatisticamente
significativas, para nenhum dos tipos de exercicio, considerados separadamente
(4,46+2,73 vs. 5,04+2,64, P=0,176, antes e depois, respetivamente, para HIIT; 5,70+2,60
vs. 5,11+2,18, P=0,192, antes e depois, respetivamente, para MICT).
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Sensibilidade para o amargo

Tipo de exercicio
Alta intensidade
Intensidade moderada

Meédias marginais estimadas
g
3

Iy

T T
1 2

Antes Depois

Figura 4.2 - Variacdo da intensidade percebida de amargo em funcdo do tipo de
exercicio (alta intensidade ou intensidade moderada).

4.2. Efeito do exercicio na salivacéo e perfil proteico da saliva

No caso da taxa de secrecao salivar, ndo se observam efeitos significativos do
exercicio (Tabela 4.2). No entanto, a concentracdo proteica varia significativamente
(P=0,038), observando-se um aumento da mesma com a pratica de exercicio. Aqui, nao
se observa efeito significativo de tipo de exercicio (P=0,087, para interacdo periodo*tipo
de exercicio), da pratica habitual (P=0,352, para interacdo periodo*pratica habitual) ou
do sexo (P=0,087, para interacdo periodo*sexo). Ou seja, quer para o HIIT ou MICT,
como para sedentérios ou desportistas, como para homens ou mulheres, ha um aumento

(ou tendéncia para aumento) da concentracdo proteica salivar.

Tabela 4.2 - Efeito do exercicio na taxa de secrecdo salivar e concentracéo proteica da

saliva
Parametro Antes Depois P
Taxa de secrecdo (mL/min) 0,37+0,28 0,34+0,24 0,262

Concentragéo proteica (pg/mL) | 623,16+421,29 | 725,90+598,07 0,038
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4.3. Efeito do exercicio na atividade enzimatica da amilase

A atividade enzimatica da amilase ndo varia significativamente com o exercicio,
se forem considerados niveis de intensidade e sexo em conjunto. No entanto, h4 uma
tendéncia para uma interacéo entre periodo e sexo (P=0,065) e, olhando para os valores
do antes e depois, para cada sexo em separado, observa-se um aumento estatisticamente
significativo dos niveis de amilase, com o exercicio, apenas no caso das mulheres
(P=0,023) (Tabela 4.3). Olhando s6 para o caso das mulheres, 0 aumento apenas é

estatisticamente significativo com a pratica do MICT (Tabela 4.3).

Tabela 4.3 - Atividade enzimética da amilase salivar (U/mL), antes e depois da pratica

de exercicio
Antes Depois P-value
Homens Total 156,0+£120,1 153,4+£126,5 0,869
HIIT 166,2+131,4 164,1+135,6 0,933
MICT 145,84110,5 142,7+119,8 0,876
Mulheres Total 99,1+87,5 142,0+123,7 0,014
HIIT 111,1+101,0 150,8+141,9 0,143
MICT 87,0£72,7 133,2+106,0 0,048*

4.4. Efeito do exercicio no perfil proteico salivar

A nivel do perfil proteico salivar, através da separacdo proteica em gel de
poliacrilamida em condigdes desnaturantes (técnica de SDS-PAGE), foi possivel
observar 25 bandas proteicas com resolucdo adequada e presentes na maioria dos perfis
(Figura 4.3).
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Figura 4.3 - Gel representativo do perfil proteico salivar obtido para as amostras
analisadas. As lanes com os nimeros de 1-3 e 5-10 representam diferentes amostras (com
0s respetivos cddigos no topo da lane) e a lane 4 representa o padrdo de massas
moleculares utilizado. As letras de A a P representam as diferentes bandas proteicas

presentes na maioria dos perfis.

De acordo com trabalhos anteriores, onde algumas destas bandas proteicas foram
identificadas por espectrometria de massa (Carreira et al., 2020), é expectavel que a

correspondéncia seja a apresentada na Tabela 4.4.

Tabela 4.4 - IdentificacGes de proteinas potencialmente constituintes das bandas
proteicas analisadas (baseado em resultados obtidos previamente para saliva humana
(Carreira et al., 2020))

Banda proteica | Massa molecular Identificacdo

aparente (kDa)
B 105 Recetor polimérico de imunoglobulinas
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C 79 Albumina
62 Amilase — forma glicosilada
E 58 Amilase — forma nativa
El 56 Amilase (fragmento)
F 45 Zinco-alfa2-glicoproteina
G 43 Anidrase carbénica VI (CA VI)
L 23 Cadeia de imunoglobulinas
N 17 Proteina induzida pela prolactina (PIP)
0] 16,5 Proteina induzida pela prolactina (PIP)
P 13,5 Cistatinas tipo S

O efeito do exercicio e a forma como as variadveis (tipo de exercicio, pratica
habitual e sexo) influenciam o perfil proteico salivar, foram avaliados para cada uma das

bandas de forma univariada (Tabela 4.5).

Considerando s6 o fator periodo (antes e depois) independentemente de outros
fatores, as bandas C, D, G, H, | e P variaram 0s seus niveis de expressdo. No caso das
bandas C (albumina), D (amilase — forma glicosilada) e G (CA VI) observou-se uma
diminuicdo na proporcdo destas bandas, enquanto, para os casos das bandas H (n.i.), |
(n.i.) e P (cistatinas tipo S) o exercicio induz um aumento dos niveis destas bandas.

Considerando o fator tipo de exercicio (e a interacdo entre este e 0 periodo antes
e depois), este afeta as alteracdes induzidas pelo exercicio (induzindo aumentos ou
diminui¢des) nalgumas bandas proteicas: E1 (amilase (fragmento)), E2 (n.i.), F (zinco-
alfa2-glicoproteina), J (n.i.), K (n.i.), L (cadeia de imunoglobulinas) e N (proteina
induzida pela prolactina (PIP)). No caso da banda E (amilase — forma nativa) também
parece haver uma tendéncia para ser o HIIT a ter efeito (induzindo um aumento), mas
iSSO nos desportistas, porque no caso dos sedentarios parece bastar o MICT para haver
aumentos nos niveis desta banda (Tabela 4.5).
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Considerando s6 o fator pratica habitual de exercicio, os sedentarios e desportistas
sdo diferentes no efeito que o exercicio produz a nivel das bandas: B1 (n.i.), E1 (amilase
(fragmento)), G (CA VI), J (n.i.), L (cadeia de imunoglobulinas) e N (PIP) (Tabela 4.5).

Considerando o sexo, a forma como as bandas proteicas B (recetor polimérico de
imunoglobulinas) e F (zinco-alfa2-glicoproteina) variam com o exercicio ndo é igual em
mulheres e homens, com a banda B a aumentar, no depois, s6 no caso das mulheres e a

banda F a diminuir, s6 no caso dos homens (Tabela 4.5).

Até aqui, foram apresentados os efeitos de cada um dos fatores individuais. No
entanto, ao olhar para as varia¢6es entre o periodo antes e depois da pratica de exercicio,
tendo em conta a forma como o tipo de exercicio (HIIT ou MICT), a pratica habitual do
mesmo (sedentarios ou desportistas) e o sexo as podem influenciar, observam-se 0s

seguintes resultados (Tabela 4.5):

1) No caso das bandas B (recetor polimérico de imunoglobulinas) e F (zinco-alfa2-
glicoproteina), ha uma diminuicdo nos niveis de expressdo destas bandas, com o
HIIT, no caso das mulheres.

2) AbandaB1 (n.i.) diminui com o exercicio, mas esta diminuicdo € particularmente
observada no caso dos desportistas.

3) As bandas E (amilase — forma nativa), E1 (amilase (fragmento)), J (n.i.), L (cadeia
de imunoglobulinas) e N (PIP) sofrem o efeito do exercicio, mas esse efeito é
dependente do tipo de atividade e da pratica habitual de exercicio. No caso da
banda E (amilase — forma nativa), observam-se aumentos, nos niveis desta banda,
mais evidente nas mulheres sedentarias, aquando do MICT, havendo também
tendéncia para aumento desta banda nos desportistas, mas neste caso, provocado
pelo HIIT. A banda E1 (amilase (fragmento)) diminui significativamente, apenas
no caso dos individuos sedentarios, quando expostos ao HIIT. No caso das bandas
L (cadeia de imunoglobulinas), J (n.i.) e N (PIP) é o MICT que faz variar, apenas
no caso dos desportistas, induzindo um aumento.

4) A banda G (CA VI) diminui significativamente com o exercicio, mas ha uma

tendéncia para interacdo entre o periodo e a pratica habitual de atividade fisica,
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ou seja, ha uma tendéncia para a pratica habitual de atividade fisica influenciar o
efeito do exercicio, sendo que € s6 nos desportistas que a pratica de exercicio tem
efeito nesta banda proteica.

5) As bandas H (n.i.), I (n.i.) e P (cistatinas tipo S) apresentam aumentos
estatisticamente significativos, pela pratica de exercicio fisico.

6) As bandas F (zinco-alfa2-glicoproteina) e K (n.i.) sofrem efeito do exercicio, mas
desta vez dependente ndo s6 do tipo de exercicio e da pratica habitual, mas
também do sexo. Ou seja, no caso da banda F (zinco-alfa2-glicoproteina), é nas
mulheres desportistas que o HIT provoca uma diminuicdo nos niveis de
expressao desta banda. No caso da banda K (n.i.), observa-se efeito apenas por
parte do HIIT, mas o qual € diferente entre homens e mulheres. No caso das
mulheres o HIIT diminui os niveis de expressao desta banda enquanto que nos

homens este tipo de exercicio tende a aumenta-los.

De modo a resumir as variagoes acima referidas, na Tabela 4.5 encontram-se as
bandas proteicas para as quais se observam varia¢@es, nos niveis de expressao, induzidas

pelo exercicio e as condi¢des em que essas variacdes se observam.
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Tabela 4.5 - Bandas proteicas que sofrem variacoes induzidas pelo exercicio fisico

Efeito do exercicio p-value
Bandas - o
. Desportistas Sedentarios Per
Proteicas (% Per* Per* | Per*EF* | Per*EF* | Per*EF*
Mulheres Homens Mulheres Homens (antes vs
vol) ) EF Hab Hab Sexo Hab*Sexo
HIT MICT HIT MICT HIT MICT HIT MICT depois)
Ant 7,89+0,78 6,86+0,78 6,79+0,67 6,42+0,67 5,11+0,54 6,74£0,544 6,40+0,57 6,29+0,57
B 0,020* >0,05 >0,05 >0,05 0,048* >0,05
Dep 6,56+0,66 6,58+0,66 6,11+0,57 6,53+0,57 5,22+0,46 5,3740,468 6,17+0,49 6,32+0,49
Ant 2,01+0,44 2,06+0,44 0,93£0,38* 1,32+0,38 0,97+0,27 1,10+0,27 1,36+0,31 1,09+0,31
B1 0,003* >0,05 0,031* >0,05 >0,05 >0,05
Dep 1,08+0,24 1,3040,24 0,71+0,21°8 0,83+0,21 0,92+0,29 0,64+0,29 1,48+0,33 1,09+0,33
Ant 8,32£1,75 9,95+1,75 12,60+1,52 | 10,05+1,52° 5,17+1,28 6,59+1,28% 8,92+1,36 7,14+1,36
Cc 0,0005* >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05
Dep 6,50+1,57 7,94+1,57 9,99+1,36 7,57+1,368 5,28+0,89 5,25+0,898 7,1340,94 6,40+0,94
Ant 16,22+1,08 | 17,71+1,08 | 16,74+0,94 | 16,29+0,94 | 17,26+0,93 | 17,394+0,93 14,9140,99 | 16,64+0,99
D 0,025* >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05
Dep 15,41+1,16 | 16,46+1,16 | 15,50+1,01 14,13+1,01 | 17,40+0,97 | 16,1940,97 15,804+1,03 | 14,38+1,03
Ant 9,98+1,98 14,36+1,98 13,62+1,72 13,07+1,72 | 20,0942,03 | 12,73+2,03* | 12,3442,15 13,82+2,15
E 0,052 >0,05 >0,05 0,009* >0,05 >0,05
Dep 14,32+2,09 14,24+2,09 14,61+1,81 11,7741,81 | 18,36+2,14 | 17,104#2,14% | 13,91+227 14,52+2,27
Ant 1,68+0,57 2,26+0,57 1,67+0,49 1,55+0,49 1,89+0,37 0,95+0,37 1,61£0,39% 1,35+0,39
El >0,05 >0,05 >0,05 0,003* >0,05 >0,05
Dep 1,81+0,47 1,39+0,47 1,96+0,40 1,60+0,40 0,90+0,21 1,10+0,21 0,9740,23* 1,53+0,23
Ant 0,95+0,26 0,4140,26 0,3540,22 0,30+0,22 0,46+0,06 0,24+0,06 0,33+0,06 0,31+0,06
E2 >0,05 0,045* | >0,05 >0,05 >0,05 >0,05
Dep 0,36+0,06 0,42+0,06 0,35+0,05 0,32+0,05 0,39+0,05 0,32+0,05 0,31+0,05 0,38+0,05
Ant 2,69+0,324 1,46+0,32 1,87+0,27 1,70+0,27 1,67+0,15 2,08+0,15 1,51+0,16 1,50+0,16
F 0,001* >0,05 >0,05 >0,05 0,028* 0,009*
Dep 1,45+0,208 1,43+0,20 1,65+0,17 1,62+0,17 1,65+0,16 1,83+0,16 1,24+0,17 1,50+0,17
Ant 1,9540,18 1,5740,18 1,58+0,16 1,76+0,16 2,00+0,36 2,08+0,36 2,28+0,38 1,97+40,38
G 0,031* >0,05 >0,05 0,079 >0,05 >0,05
Dep 1,4740,21 1,4340,21 1,49+0,18 1,44+0,18 1,86+0,35 2,15+0,35 2,2240,38 1,99+0,38
H Ant 1,50+0,33 1,9440,33 1,85+0,29 1,96+0,29 2,3040,44 1,56+0,44 2,30+0,46 3,2740,46 0,034* >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05
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Dep 2,22+0,35 2,51+0,35 2,03+0,30 1,74+0,30 2,74+0,49 2,20+0,49 2,97+0,46 2,81+0,52

Ant 0,44+0,23 1,18+0,23 0,79+0,20 0,88+0,20 0,74+0,49 0,56+0,49 2,12+0,52 2,14+0,52
| 0,032* >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05
Dep 0,84+0,30 1,37+0,30 0,97+0,26 0,94+0,26 1,14+0,54 1,36+0,54 2,16+0,57 2,51+0,57

Ant 1,47+0,23 1,3510,23 1,20+0,20 1,3840,20 1,33+0,19 1,76+0,19 1,00+0,20 1,17+0,20
J >0,05 >0,05 >0,05 0,025* >0,05 >0,05
Dep 1,09+0,30 1,87+0,30 1,42+0,26 1,8010,26 1,36+0,18 1,29+0,18 1,05+0,19 1,08+0,19

Ant 4,45+0,66" 3,75+0,66 4,6410,57 5,65+0,57 3,60+0,54 4,88+0,54 4,35+0,57 3,76+0,57
K >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 0,016*
Dep 3,77+0,56° 4,10+0,56 5,4740,49 5,37+0,49 3,27+0,52 4,66+0,52 3,88+0,55 4,29+0,55

Ant 11,33+1,05 | 9,49+1,054 | 10,07+0,91 | 10,67+0,91 8,60+0,87 11,82+0,87 9,82+0,93 9,69+0,93
L >0,05 >0,05 >0,05 0,021* >0,05 >0,05
Dep 9,76+1,21 11,75+1,218 | 9,7741,05 12,17+1,05 8,67+1,12 9,67+1,12 9,11+1,19 9,12+1,19

Ant 2,54+0,50 1,78+0,50" 1,66+0,44 2,12+0,44 1,86+0,40 2,55+0,40 1,91+0,43 1,94+0,43 >0,05 >0,05
N >0,05 >0,05 0,033* >0,05
Dep 2,67+0,46 2,350,468 1,42+0,40 2,64+0,40 2,11+0,38 2,03+0,38 2,40+0,40 2,28+0,40

Ant 13,75+2,12 | 11,28+2,12 | 12,51+1,84 | 11,26+1,84 | 11,64+1,16 | 11,75+1,16 | 13,74+1,23 | 13,73+1,23
P 0,041* >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05
Dep 17,81+1,75 | 11,55+#1,75 | 12,41+151 | 1457#151 | 12,92+151 | 11,32+#151 | 15,35+1,60 | 13,00+1,60

Per (antes vs depois) - Periodo (antes vs depois); Per*EF — Periodo*Exercicio fisico; Per*Hab — Periodo*Pratica habitual de exercicio fisico; Per*EF*Hab —
Periodo*Exercicio fisico*Préatica habitual de exercicio fisico; Per*EF*sexo — Periodo*Exercicio fisico*Sexo; Per*EF*Hab*Sexo — Periodo*Exercicio fisico* Pratica
habitual de exercicio fisico*Sexo; Negrito — pares entre os quais as diferencas sdo estatisticamente significativas; Cinzento — grupos de valores para os quais ha tendéncia

para variacdo entre antes e depois do exercicio, mesmo que ndo seja estatisticamente significativa.
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4.5. Relagdo entre parametros salivares e sensibilidade gustativa

Tendo em conta que foram observados efeitos do exercicio na sensibilidade
gustativa e no perfil proteico salivar, coloca-se a hipotese destas alteracfes estarem
associadas entre si, ou seja, das alteracGes salivares poderem levar a alteragdes na
sensibilidade gustativa. De modo a testar esta hipdtese, foi avaliada a existéncia de
correlacdo entre as sensibilidades para os gostos doce e amargo e cada um dos parametros

salivares.

Atraveés de testes de correlacgdo, é possivel observar que variagdes na banda G (CA
V1) se correlacionam moderadamente com variagdes na sensibilidade para o paladar doce
(R=-0,329, P=0,01; N=61). A correlacdo é negativa, sugerindo que diminui¢cGes nos
niveis de CA VI (proteina presente nesta banda) se associam a um aumento na
sensibilidade para este paladar. Quando olhamos separadamente para esta relacdo em
homens e mulheres, é apenas nas mulheres que a mesma se observa (R=-0,404; P=0,027;
N=30).

No caso do paladar amargo, observa-se correlacéo fraca entre a variacdo da banda
B2 (n.i.) e a variacdo na sensibilidade para este paladar (R=0,263; P=0,047; N=58).

4.6. Resultados da eletroforese bidimensional

Tendo em conta a possibilidade de separar as proteinas atraves de duas das suas
propriedades (massa e carga), através de eletroforese bidimensional, esta abordagem foi

usada para comparar 0s 2 tipos de exercicio, em termos de efeitos no proteoma salivar.

A separacéo foi feita em pools de amostras apenas de homens desportistas (dadas
as limitacbes em termos de volume e a exigéncia da técnica) e a analise estatistica
(considerando cada pool como unidade) consistiu num teste 2-way ANOVA, para
medidas independentes, considerando o periodo (antes e depois) e o nivel de intensidade
(alta e moderada) da atividade, como fatores. Apesar dos pools constituidos para a saliva

recolhida antes e depois do exercicio terem usado 0s mesmos individuos, optou-se por

52



Ana Cecilia Bonito Roque
Efeito do exercicio fisico na percecdo gustativa e na composicéo da saliva

n&o se aplicar um teste 2-way ANOVA para amostras repetidas, pelo facto de ndo sendo

amostras individuais poder levar a erros.

Foram obtidos perfis que permitiram emparelhar um total de 94 spots (Figura 4.4),
usados na analise estatistica.

MW (kDa)
100 —

75 —

50 —

15 —

Figura 4.4 - Imagem representativa do perfil 2DE obtido para as amostras de saliva. Os
numeros representam os spots proteicos emparelhados e considerados para analise.

No caso dos spots 89 (P=0,005) e 134 (P=0,03), foram observadas alteragdes
estatisticamente significativas, induzidas pelo exercicio, no sentido de diminui¢do nos

niveis de expressao destas proteinas (Tabela 4.6).

Tabela 4.6 - Variac6es no perfil salivar 2DE (Valores de volume normalizado) com o
exercicio

Spot Antes” Apos? p-value
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89 165,4*10* + 37,7*10* 37,4*10% £ 33,7*10* 0,023
134 557,3*10%+ 40,5*10* 400,4*10* + 36,2*10* 0,011

#- os valores representam a média +/- erro padrdo do volume normalizado dos spots proteicos.

Ao avaliar a existéncia de interacdo entre as variaveis independentes, periodo e
nivel de intensidade do exercicio, é possivel observar que ha efeitos distintos, para alguns
spots proteicos, consoante o tipo de exercicio. Ha 7 spots proteicos para 0s quais a
interacdo entre periodo e intensidade do exercicio é significativa (P<0,05). S&o eles os
spots 55, 67, 69, 106, 116, 134 e 135. Nestes casos, Vé-se um aumento (ou tendéncia para
aumento), com o HIIT nos casos dos spots 55, 67 e 69, que ndo se observa no caso do
MICT (Figura 4.5).

Meédias marginais estimadas

Spot 55 Spot 67
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Intensidade moderada

25000000,00-
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20000000,00-
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Meédias marginais estimadas

10000000,00
15000000,00]

8000000,00

Antes Depois Antes Depois

Tipo de exercicio
Alta intensidade
Intensidade moderada

Spot 69

18000000.00-]

Tipo de exercicio
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Intensidade moderada
14000000,00-]
12000000,004

10000000,00-]
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6000000,00-

Antes Depois

Figura 4.5 - Spots proteicos aumentados apenas pelo exercicio de alta intensidade.
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Ja os spots 106, 116, 134 e 135 diminuem (ou tendem a diminuir) com o HIIT,

n&o se observando estas diferencas nos casos do MICT (Figura 4.6).
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Figura 4.6 - Spots proteicos diminuidos apenas pelo exercicio de alta intensidade.

Apesar de, no presente trabalho, os spots proteicos ndo terem sido submetidos a

identificacdo de proteinas, por espectrometria de massa, com base em identificacGes

desses spots, feitas por outros autores, € possivel considerar as identificacOes

apresentadas na Tabela 4.7.
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Tabela 4.7 - Identificacfes dos spots proteicos em que se observou efeito do exercicio
(com base em identificagGes apresentadas noutros estudos)

Ana Cecilia Bonito Roque

Efeito do exercicio fisico na percecdo gustativa e na composi¢édo da saliva

Spot Identificacdo Estudo onde foi obtida a identificacéo
55 Albumina (Jessie et al., 2010; Rodrigues et al., 2019)
67 o-amilase salivar (Jessie et al., 2010; Rodrigues et al., 2019)
69 o-amilase salivar (Jessie et al., 2010; Rodrigues et al., 2019)
89 o-amilase salivar (Jessie et al., 2010; Rodrigues et al., 2017)
106 Nao identificada n/a
116 Anidrase carbonica VI (Jessie et al., 2010; Rodrigues et al., 2017)
134 Anidrase carbonica VI (Jessie et al., 2010; Rodrigues et al., 2017)
135 Nao identificada n/a

Desta forma, o HIIT induziu aumentos nos niveis de formas de albumina e alfa-

amilase e diminuic6es nos niveis de CA VI.
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Capitulo VV — Discussao de resultados
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5. Discussao de resultados

Este trabalho teve como objetivo avaliar quais séo as alteragOes induzidas pelo
exercicio fisico na composi¢do bioquimica da saliva e na percecdo gustativa. Para isso,
testou-se individuos com pratica regular de exercicio e individuos sedentarios submetidos
a 2 tipos de exercicio, que variaram entre si no que diz respeito a intensidade (HIIT e
MICT). Observou-se que a intensidade percebida do gosto doce sofreu um aumento
significativo ap0s a pratica de exercicio, independentemente do tipo de exercicio, pratica
habitual ou sexo. Ou seja, a sensibilidade para o0 gosto doce aumentou com a pratica de
exercicio. Ao olhar mais detalhadamente para os dados, foi possivel observar que este
efeito do exercicio na sensibilidade gustativa ndo é independente das caracteristicas das
pessoas (desportistas ou sedentarias), nem do tipo de exercicio que se estd a considerar.
Ou seja, nos individuos desportistas, € o MICT aquele que aumenta a intensidade
percebida de doce e, nos individuos sedentarios, € o HIIT que tende a aumentar essa

sensibilidade.

De um modo geral, 0s nossos resultados vao de encontro a outros estudos (Ali et
al., 2011; Gauthier et al., 2020) onde também foi observado que o exercicio fisico
aumenta a intensidade percebida do gosto doce. Em alguns trabalhos (Crystal et al., 1995;
Feeney et al., 2019) observaram-se diferencgas na sensibilidade ao doce entre desportistas
e sedentarios, sem a aplicacdo de um protocolo de exercicio, sendo que, 0s desportistas
apresentaram uma maior sensibilidade ao doce relativamente a sedentarios. Assim, pode
dizer-se que a préatica de exercicio a longo prazo (notério nos individuos desportistas)
aumenta a sensibilidade ao gosto doce. Estes resultados s&o interessantes quando
comparados com os obtidos no presente estudo, uma vez que, apos a pratica de exercicio,
houve um aumento na sensibilidade ao doce para os desportistas e sedentarios, logo, apds
a pratica aguda (a curto prazo) de exercicio ja se observam aumentos na sensibilidade

para este gosto.

E interessante ver que individuos desportistas sd0 mais afetados (em termos de
sensibilidade ao doce) em resposta a um tipo de exercicio (MICT), enguanto que 0s
sedentarios respondem mais a outro (HIIT). Apesar de ndo termos encontrado estudos

onde as variacOes na sensibilidade gustativa em resposta a diferentes intensidades de
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exercicio tenham sido comparadas entre individuos com diferentes niveis de préatica
habitual de atividade fisica, € possivel pensar que ndo seja necessario um exercicio
demasiado vigoroso para se conseguir este aumento na sensibilidade gustativa. Ou seja,
uma determinada velocidade/inclinagdo de passadeira (como o protocolo usado neste
estudo) leva um individuo sedentario a atingir mais rapidamente a frequéncia cardiaca
necessaria para atingir o que foi considerado “alta intensidade”, enquanto que, com 0
mesmo tempo, velocidade e inclinacdo, corresponde a uma frequéncia cardiaca associada

a um exercicio moderado para um individuo desportista, que tem maior resisténcia.

Se compararmos a sensibilidade para o gosto doce, no periodo baseline (antes do
exercicio), entre desportistas e sedentarios, ndo encontramos diferencas estatisticamente
significativas. No entanto, o estudo de Crystal e colaboradores (Crystal et al., 1995),
refere diferencas na sensibilidade para este gosto em mulheres com préatica habitual de
exercicio: o grupo de mulheres nadadoras e as mulheres que se exercitavam mais que 3
horas por semana, relataram uma maior sensibilidade para o gosto doce relativamente ao
grupo controlo (mais sedentario). O mesmo foi observado por Feeney e a sua equipa,
relatando-se uma maior intensidade percebida de doce por parte de homens mais ativos,
relativamente a homens sedentérios (Feeney et al., 2019). Ali e os seus colaboradores
notaram um aumento na intensidade de doce em homens durante a pratica de um exercicio
de corrida, comparativamente a antes e apds o exercicio, sendo que, a sensibilidade ao
doce aumentou com o aumento da duracdo do exercicio (Ali et al., 2011). No estudo de
Narukawa et al. (2009), observou-se também uma tendéncia para um aumento da

sensibilidade a sacarose durante a fadiga fisica apds uma prova de meia maratona.

O significado que esta alteracdo tem, em termos de comportamento/escolhas
alimentares pode ser pensado em termos de ingestdo de alimentos mais ricos no estimulo
doce. Ha estudos que mostram que ap0Os a pratica de exercicio fisico ha uma maior
preferéncia pelo gosto doce e uma maior aceitagdo de alimentos agucarados, enquanto
que essa preferéncia de gosto diminui em situagBes quotidianas (Wan et al., 2018). O
balanco energético e a diminuicdo geral de glicogenio podem influenciar a preferéncia, a
sensibilidade e a intensidade do gosto doce apds o exercicio, considerando os efeitos
desses fatores nas escolhas alimentares e na nutricdo geral (Wan et al., 2018).

O gosto doce sinaliza a presenga de carboidratos, que o corpo precisa de quebrar,

armazenar sob a forma de glicogénio e mobilizar para energia durante a pratica de
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exercicio fisico (Jarry, 2016). No entanto, as reservas de carboidratos no figado e nos
musculos sdo limitadas, pelo que é previsivel que a sua diminuicdo através do exercicio
possa desencadear um comportamento que favoreca a ingestdo compensatéria (Jarry,
2016), podendo refletir-se numa maior sensibilidade ao gosto doce (Narukawa et al.,
2009).

Para 0 gosto amargo, observou-se uma interacdo entre o periodo e o tipo de
exercicio. Apos a realizagdo do HIIT observou-se uma evolugdo no sentido de um
aumento da sensibilidade ao gosto amargo, enquanto que, apés o MICT se observou uma
tendéncia para diminuicdo dessa sensibilidade (ndo chegando a ser estatisticamente
significativo). Esta tendéncia para alteracdo da sensibilidade para o gosto amargo, com o
exercicio, vem no sentido de um outro estudo, onde se observou que homens obesos e
ndo-obesos, ap6s 2h numa bicicleta ergométrica a 60% da carga maxima individual
(Wmax) aumentaram a intensidade percebida de uma solucdo amarga (solucéo de sulfato
de quinina a 25 mg/L) (Westerterp-plantenga et al., 1997). No entanto, os diferentes

estudos ndo Sdo consensuais.

No estudo de Feeney et al. (2019), comparando homens ativos e inativos, ndo se
observaram diferencas na sensibilidade ao gosto amargo. Neste estudo demonstrou-se
ainda que a fome estd associada, de forma positiva, a intensidade percebida do gosto
amargo para uma alta concentracao deste gosto. Ou seja, mais fome corresponde a maior

intensidade percebida de amargo.

Um aspeto curioso é que o MICT aumenta a sensibilidade para o doce e parece
tender a diminuir a sensibilidade para o amargo. Tendo em conta que maior sensibilidade
para o doce pode potenciar a aceitacao de alimentos mais saudaveis (com menores niveis
de agUcares) e uma menor sensibilidade para o gosto amargo também (Louro et al., 2021;
Rodrigues et al., 2020), é possivel colocar a hipdtese de que exercicio moderado possa
permitir uma maior aceitacdo de alimentos mais saudaveis, com menores teores em

acucar. Esta hipotese tera que ser testada em trabalhos futuros.

No que diz respeito ao efeito do exercicio na saliva, observaram-se alteragdes, em
diferentes parametros. No caso da taxa de secrecdo, esta ndo sofreu alteracdes
significativas, apesar de alguns estudos anteriores referirem diminuicdo na taxa de

secrecdo apos a pratica de exercicio (Chicharro et al., 1998; Mulic et al., 2012; Walsh et

60



Ana Cecilia Bonito Roque
Efeito do exercicio fisico na perce¢do gustativa e na composigdo da saliva

al., 2004). Esta diminuicao do fluxo salivar pode ser explicada pelo aumento da atividade
simpatica durante a préatica de exercicio (Mulic et al., 2012), uma vez que a inervagdo
simpatica causa vasoconstricdo acentuada nas arteriolas que suprem as glandulas
salivares, resultando num menor volume salivar (Chicharro et al., 1998; Mulic et al.,
2012).

Ja no que diz respeito a concentracdo em proteina total, esta aumentou
significativamente, o que vai de encontro a trabalhos que mostram que apos a pratica de
um exercicio aerobico de intensidade moderada e de um exercicio de alta intensidade (de
10 min de corrida cada) houve um aumento na concentracdo de proteina, sendo esse
aumento maior ap0s o exercicio mais intenso (Ligtenberg et al., 2015). Outros estudos
obtiveram resultados semelhantes, como é o caso de Walsh e a sua equipa que observaram
também um aumento na concentragdo proteica total ap6s a combinacdo de um exercicio
numa bicicleta ergométrica (durante 10 min a uma intensidade de 60% VO2 max) com
stress induzido por calor (Walsh et al., 2004). Bortolini e os colaboradores, apds a pratica
de um exercicio numa bicicleta ergométrica acima do limiar anaerdbico, constataram
também um aumento acentuado na concentracdo de proteina total (Bortolini et al., 2009).
O mesmo resultado ocorreu durante uma competicdo de pentatlo naval, onde se observou
um aumento na concentracdo de proteina apds os testes executados pelos atletas em
esforgo maximo ou quase maximo (Sant’ Anna et al., 2019). Durante o exercicio, 0s niveis
de proteina total podem estar aumentados, uma vez que a secre¢do de saliva é evocada
principalmente pela acdo de mediadores adrenérgicos. Como ja foi referido anteriormente
neste trabalho, o exercicio é conhecido por aumentar a atividade simpatica, sendo que o
alto teor proteico salivar ap6s o exercicio pode ser devido ao aumento da atividade -

adrenérgica nas glandulas salivares (Chicharro et al., 1998).

Em termos de perfil proteico, 0 mesmo também sofreu alteracdes com a préatica
de exercicio. Outros estudos anteriores tinham j& observado algumas alteragdes no
proteoma salivar, induzidas por exercicio, mas nao tinham olhado simultaneamente para
efeitos de exercicios diferentes e para a possibilidade de pessoas com habitos de atividade
fisica diferente também responderem de forma diferente. No que diz respeito aos niveis
de proteinas salivares, ainda que tenham sido varias as alteracdes, houve alteragdes
significativas nalgumas das proteinas mais representativas da secrecdo proveniente das

glandulas salivares (sintetizadas por estas) como é o caso da amilase, CA VI e cistatinas.

61



Ana Cecilia Bonito Roque
Efeito do exercicio fisico na perce¢do gustativa e na composigdo da saliva

A amilase é uma proteina que, para além da funcéo de degradagédo de amido, tem
sido bastante estudada na saliva pelo seu potencial de representar uma maior ativacéo do
ramo simpatico do sistema nervoso autonomo (Contreras-Aguilar et al., 2021;
Rutherfurd-Markwick et al., 2017; Weiss et al., 2019). No caso do exercicio, esta proteina
ja tinha sido referida como aumentando em resposta a exercicio. Numa revisdo feita por
Ntovas et al. (2022), foi referido um aumento da atividade da a-amilase em homens com
pratica regular de exercicio apds a execucao de um exercicio de ciclismo de 2h num ciclo-
ergémetro com uma intensidade de 60% do VO2 méax (intensidade moderada) (Yasuda et
al., 2021). Noutro estudo contemplado na revisdo de Ntovas et al. (2022) também se
constatou um aumento na concentracao da o-amilase em homens desportistas tal como
em sedentarios apds um exercicio de ciclismo com uma intensidade de 70% da carga
maxima individual (intensidade moderada a elevada) (Wunsch et al., 2019). Outros
estudos obtiveram resultados semelhantes aos referidos, como é o caso de Weiss e 0s
colaboradores que observaram um aumento na amilase em resposta a 20 min de exercicio

intenso numa bicicleta ergométrica em homens e mulheres (Weiss et al., 2019).

E curioso que so a nivel da forma de menor massa molecular (forma nativa) desta
proteina € que se observaram aumentos com o exercicio, tendo-se observado também
aumento da atividade enzimatica. A presenca de diferentes proteoformas de amilase na
saliva € ja conhecida (Contreras-Aguilar et al., 2019, 2021), apesar de nao estar bem
conhecido de que forma é que as mesmas variam em termos de funcdo. No presente
trabalho observou-se uma diminuicdo da forma glicosilada de amilase apds a préatica de
exercicio e um aumento da concentracdo e atividade da forma ndo glicosilada (forma
nativa). Foram encontrados resultados semelhantes num estudo (Contreras-Aguilar et al.,
2021) que revelou alteracbes de menor magnitude, ou seja, pouca variacao por parte da
forma glicosilada da amilase, comparativamente a forma nao glicosilada que sofreu
aumentos na sua atividade em resposta a um agente de stress/estimulo fisico (treino de
crossFit) e psicolégico. Estas alteracdes de menor magnitude da forma glicosilada apos
uma situacdo de stress podem dever-se a ativacéo da secrecéo salivar de a-amilase salivar
pelas células das glandulas salivares. Isso pode levar a uma diminuigdo da sua
glicosilacdo no reticulo endoplasmatico e no complexo de Golgi que € realizado

previamente para armazenamento dessa enzima nas vesiculas das células acinares (Wang

62



Ana Cecilia Bonito Roque
Efeito do exercicio fisico na perce¢do gustativa e na composigdo da saliva

et al., 2014). No entanto, este diferente efeito do exercicio, nas diferentes formas, podera

associar-se a efeitos especificos a nivel de cavidade oral.

A sensibilidade para o gosto doce tinha ja sido associada aos niveis de amilase
salivar (Rodrigues et al., 2017) e, por isso, poderia ser de esperar que aumentos na amilase
salivar significassem diminuic&o na sensibilidade ao doce. No entanto, neste trabalho isso
ndo se observou, assim como também nédo se observou correlacdo entre a amilase e a
sensibilidade gustativa. Mais estudos terdo que ser feitos no futuro para esclarecer o papel
das diferentes proteoformas desta proteina, assim como a relacéo exata da amilase com o

gosto doce.

Relativamente a CA VI, observou-se uma diminui¢do dos seus niveis apds a
pratica de exercicio fisico, sendo que, os perfis SDS-PAGE revelaram estar dependente
da prética habitual de exercicio, tendo-se notado uma diminui¢do com o exercicio em
desportistas. A CA VI faz parte dum grupo de enzimas, as anidrases carbonicas (CAS),
que estdo entre as enzimas conhecidas que atuam mais rapidamente e participam de uma
gama notavel de processos fisiologicos, como &cido-base e equilibrio de fluidos,
calcificacdo, fotossintese, respiracdo, metabolismo e crescimento celular. Existem 15
isoformas de a-CAs que sdo caracterizadas em humanos e, entre elas esta a CA VI, uma
isoenzima produzida pelas células acinares serosas nas PG e SMG e nas glandulas
mamarias humanas resultando em secrecdo na saliva e no leite humano, respetivamente
(Yrjandinen et al., 2022). A CA VI é uma metaloenzima de zinco que catalisa a hidratacéo
reversivel do didxido de carbono a bicarbonato (CO2 + H20 < H" + HCOs"). Ao catalisar
esta reacdo, acredita-se que a CA VI forneca uma maior capacidade de tamponamento
para as secrecdes (Kimoto et al., 2006). Esta enzima é também conhecida como gustina
e estd envolvida na manutencéo das células gustativas (Barbarossa et al., 2015; Rodrigues
et al., 2019), estando associada a capacidade de degustacdo do composto amargo PROP
(Cabras et al., 2012; Morzel et al., 2014).

Abordando a relacdo entre os pardmetros salivares e a sensibilidade gustativa foi
possivel constatar no presente trabalho que variaces na banda G (CA VI) se
correlacionaram moderadamente (correlacdo negativa) com variagdes na sensibilidade
para o paladar doce (apenas nas mulheres). Este resultado € consistente com outros

trabalhos (Rodrigues et al., 2017) que mostram que a CA VI apresentou niveis de
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expressdo mais elevados na saliva de individuos pouco sensiveis ao gosto doce. Embora
a sua funcéo ainda ndo tenha sido completamente elucidada, a proteina salivar CA VI tem
sido relatada como um fator trofico no crescimento e desenvolvimento das papilas
gustativas, sendo que, deficiéncias nesta proteina tém sido associadas a diminuicdo da
percecdo gustativa (Rodrigues et al., 2017). Assim, seria de esperar que niveis mais altos
de CA VI fossem observados em individuos sensiveis, em vez de individuos pouco
sensiveis. No entanto, a relacdo dessa proteina com a sensibilidade gustativa ndo é
consensual, havendo alguns autores que referem ndo haver associagao entre 0s seus niveis

e a percecdo gustativa (Feeney & Hayes, 2014).

No que diz respeito as proteinas mais representativas da secrecdo salivar, houve
ainda alteracdes significativas nos niveis de cistatinas. No presente trabalho, as cistatinas,
mais especificamente, as cistatinas tipo S, sofreram um aumento apés a pratica de
exercicio. As cistatinas sdo um grupo de inibidores fisiolégicos das proteases de cisteina
(ou cisteina proteinases) cuja principal funcdo na saliva € proteger a cavidade oral
(Dickinson et al., 2002; Ganeshnarayan et al., 2012; Henskens et al., 1994). Estes
inibidores atuam protegendo os tecidos do hospedeiro da protedlise destrutiva de
proteases de cisteina de origem viral, bacteriana e do préprio hospedeiro (ex: papaina,
catepsinas lisossémicas e catepsina B, H e L) (Ganeshnarayan et al., 2012). As cistatinas
constituem uma superfamilia de proteinas, podendo ser classificadas em 3 subfamilias:
as cistatinas da familia 1 (estefinas A e B), as cistatinas da familia 2 (S, SA, SN e C) e as
cistatinas da familia 3 (cininogénios). As maiores atividades de cistatina foram
encontradas na saliva submandibular, enquanto que apenas pequenas quantidades estdo
presentes na saliva parétida (Henskens et al., 1994). As cistatinas C sdo produzidas em
varios orgdos diferentes, por outro lado, as cistatinas tipo S sdo expressas principalmente

nas glandulas salivares, em particular nas SMG (Sant’Anna et al., 2019).

Para além da funcéo referida anteriormente, as cistatinas do tipo S tém também
sido associadas a percecdo oral, nomeadamente, a percecdo do gosto amargo (Morzel et
al., 2014). Um aumento nestas proteinas esta associado a uma maior aceitacdo de amargo
em bebés (Morzel et al., 2014) e, noutro estudo, observou-se que adultos hipersensiveis
ao gosto amargo da cafeina tinham menores niveis de cistatinas SN (Dsamou et al., 2012).
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Relativamente ao efeito do exercicio fisico nos niveis de cistatinas, foi encontrado
um estudo que corrobora os resultados obtidos no presente trabalho. No estudo de
Sant’Anna et al. (2019), ap0s a pratica de varios exercicios extenuantes por parte de
atletas durante uma competicdo de pentatlo naval, observou-se um claro aumento dos
niveis de cistatinas, em particular nas cistatinas C e S. Os exercicios consistiram numa
corrida de obstaculos, corrida de natacdo utilitaria, corrida aerébica em passadeira, sprints
anaerdbicos e exercicio aerobico incremental num cicloergdmetro. Tanto 0s exercicios
aerdbicos como anaerdbicos realizados numa intensidade maxima ou quase méxima
levaram a um aumento da presenca de ambas as cistatinas (S e C) na saliva, assim, pode-
se dizer que as cistatinas S e C sdo moduladas pelo exercicio. Num outro estudo
obtiveram-se resultados semelhantes, sendo que, apés a pratica de um exercicio
intervalado de baixa intensidade numa passadeira, observou-se um aumento nos niveis de

cistatinas em saliva estimulada (Ventura et al., 2022).

Quanto as outras proteinas identificadas no presente trabalho e em que se
observaram algumas alteracGes, como albumina, recetor polimérico de imunoglobulinas,
zinco-alfa2-glicoproteina, cadeia de imunoglobulinas e PIP, ha menos estudos que
permitam compreender o porqué das variagdes observadas, dificultando assim conclusdes

relativamente a relacdo entre as mesmas e o exercicio.

O presente estudo apresenta algumas limita¢6es que devem ser reconhecidas. N&do
foi possivel, com base em identificacdes feitas em estudos anteriores, a identificacéo de
algumas proteinas presentes nalguns spots proteicos, observados como estando alterados
em resposta ao exercicio fisico ou relacionados com percecdo oral do gosto doce e
amargo. Entdo, seria de interesse, futuramente, identificar estas proteinas de modo a

compreender melhor o efeito do exercicio no proteoma salivar.

A analise através de eletroforese bidimensional, apenas foi realizada a amostras
com pools de individuos, apenas a homens desportistas, devido ao tempo necessario para
executar esta técnica e da potencial influéncia hormonal, no caso das mulheres, que
poderia interferir nos resultados. Deste modo, ndo se consegue, através dos resultados
obtidos ter tanta informag&o como a obtida atraves de SDS-PAGE, ja que trabalhando

com pools, perde-se informacao a nivel individual.
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Para além das limitacdes que foram referidas, ha ainda a acrescentar mais algumas
limitacGes neste estudo. Nomeadamente, as dificuldades no recrutamento de participantes
para o estudo devido as especificidades do mesmo, por requerer pessoas com pratica
regular de exercicio, pelo tempo necessario para completar os protocolos de exercicio,
recolhas de saliva e avaliagdo da sensibilidade gustativa e devido a ter sido realizado em
plena pandemia de COVID-19. O periodo de recolha de amostras demorou mais alguns
meses do que estava previsto devido a dificuldade em encontrar participantes para o
estudo e de inimeras desmarcacOes e desisténcias por parte dos participantes. O
comprometimento ou a falta dele pelos participantes do estudo pode ser uma limitacéo,
ja que ndo é possivel saber se as tarefas pedidas para realizar em casa foram feitas de
acordo com o estipulado, podendo levar a um enviesamento dos dados, mas partimos do

principio que as tarefas foram realizadas de acordo com o previsto.

Por fim, estava inicialmente prevista a analise de um questionario de frequéncia
alimentar, que acabou por ndo se realizar por ir além dos objetivos deste trabalho. Seria
interessante relacionar, em trabalhos futuros, o referido questionario com o exercicio
fisico e a percecdo gustativa dos participantes, de modo a perceber como € que o0s habitos
alimentares podem influenciar o proteoma salivar, antes e ap0s a préatica de exercicio e

ver se existem diferencas significativas entre desportistas e sedentarios.
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6. Conclusao

O presente trabalho foi importante para compreender o efeito do exercicio fisico
na percecdo gustativa e na composicdo bioquimica da saliva. Os resultados obtidos
parecem demonstrar que a pratica de exercicio fisico de diferentes intensidades produz
resultados diferentes ao nivel da percecdo gustativa de doce e amargo e no proteoma
salivar de individuos desportistas e sedentarios.

A sensibilidade para o gosto doce sofreu alteracfes evidentes com a pratica de
exercicio. Apés a prética de exercicio houve um aumento significativo na intensidade
percebida de doce. Quanto a sensibilidade para o amargo, houve tendéncias diferentes

com os diferentes exercicios, ndo chegando as alteracdes a ser significativas.

Para além disso, observou-se que a concentracdo proteica da saliva aumentou com
a pratica de exercicio. A forma nativa da amilase sofreu aumentos, mais evidente nas
mulheres sedentarias, apos 0 MICT e, no caso dos desportistas, aumentou em resposta ao
HIIT, podendo dizer-se que esta proteina € modulada de forma diferente de acordo com
a intensidade do exercicio e a pratica habitual dos individuos. Relativamente a outras
proteinas salivares, a CA VI diminuiu significativamente com o exercicio, sendo que, s6
nos desportistas € que a pratica de exercicio teve efeito nesta banda proteica.

Contrariamente, as cistatinas S sofreram aumentos ap0s a pratica de exercicio fisico.

E de realcar que foi ainda possivel encontrar uma relagio entre os parametros
salivares e a sensibilidade gustativa. Variagcdes nos niveis de CA VI estiveram associadas
(correlacdo negativa) a variagdes na sensibilidade para o doce, sendo que, diminuicbes
nos niveis de CA VI se associaram a aumentos na sensibilidade para este paladar, notério

no caso das mulheres.

No futuro, serd interessante identificar as proteinas que sofreram alteracbes com
0 exercicio fisico e que ndo foram identificadas, para melhor compreender as alteragdes
observadas no presente trabalho. Sera também de interesse investigar a sensibilidade
gustativa de outros gostos como o salgado, acido e umami em desportistas e sedentarios
e se a sensibilidade a estes gostos se modifica com a préatica de exercicios de diferentes

intensidades e se esta relacionada aos niveis de alguma proteina salivar especifica. Por
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fim, sera ainda importante, futuramente, tentar relacionar o padrdo alimentar dos
desportistas e sedentarios de modo a perceber se podera influenciar a resposta destes apds

a pratica de exercicio e a sua relagdo com a sensibilidade gustativa.
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ANnexos

Anexo A - Declaracdo de consentimento informado utilizado no estudo.

A Lg UNIVER SIDADE
DE EVORA

Declaracao de consentimento informado

Estudo: Efeito do exercicio fisico na percecdo gustativa e na composicéo da saliva

Carofa voluntariofa,

A equipa de investigacde do Laboratoric de Fisiologia Animal Aplicada da
Universidade de Evora estd a realizar um estudo sobre o “Efeito do exercicio fisico na
percecdo gustativa & na composigBo da saliva®™ A sua pariicipago consiste na
resposta a um questionario de frequéncia alimentar, um questionaric sobre dados
demograficos, a testagem de percecdio do sabor doce e amargo, a recolha de saliva,
em condigdes de ndo estimulago, para posterior avaliagdo, em laboratdrio, da
composicio proteica.

Mo decomer do estudo serd assegurado o devido respeito pelos cuidados éticos e
deontologicos exigidos - o processo sera mantido confidencial e oz dados obtidos irSo
servir apenas para os efeitoz desta investigagdo, ndo sendo tratades de forma individual
mas sim no seu conjunto. Os dados serdo processados de forma estatistica e
posteriormente divulgados em evento elou revista cientifica. Desejamos muito que
participe neste projeto.

Se desejar esclarecer alguma duvida ou saber mais detalhes do projeto, pode contactar
Elsa Lamy (investigadora responsavel pelo estudo): ecelf@usvora_pt

Dezde ja agradecemos a sua disponibilidade.

Autorizacdo:

Eu tendo

lido & compreendido o objetivo & os procedimentos do estudo, autorizo / ndo autorizo
(riscar o que nic interessa), a participagdo neste estudo e gque os dados recolhidos

sejam utilizados para analise.

Data: ! ! Assinatura:
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Anexo B - Questionario de dados pessoais e padrdo alimentar.

\Ld UNIVERSIDADE
DE EVORA
cODIGO,

Questionario

Por favor, responda as seguintes questdes.

Idade:

Sexo:

Indigue o seu peso aproximado, em kg:

Indigue a sua altura aproximada:

E fumador? Se sim, quantos cigamros fuma por dia?

Tomeou alguma medicagdo nos Gltimos 3 dias? Se sim, qual?

Possui alguma limitag@o transitdria ou permanente de paladar ou olfato (e.g.,
constipagBo)?

Como descreveria o seu padrao alimentar atual?

a) Omnivoro (inclui came, peixe, ovos e lacticinios)

b) Pescetariano (exclui came, pode incluir peixe, ovos efou lacticinios)

¢) Flexitariano (Dieta predominantemente de base vegetal, pode incluir consumo
esporadico de carme ou peixe)

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

e) Vegano (Dieta exclusivamente de base vegetal)

Indigue em que medida sente fome neste momento, utilizando a escala abaixo.

1 9

Menhuma 2 3 4 & B 7 B Muita

fome fome
Q O O O QO O 0O Q QO

Indigue em que medida sente sede neste momento, utiizando a escala abaixo.

1 9

Nenhuma 2 3 4 S 6 7 8 Muita

sede gede
O O O O O O O QO O

Participagao no estudo "Efeitn do exercicio fisico na percegio gustativa e na composicdo da saliva®
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Anexo C - Avaliagdo da sensibilidade gustativa.

” UNIVERSIDADE
DE EVORA
CODIGO

Sensibilidade gustativa
Prove cada tira gustativa pela ordem indicada e registe na escala a intensidade da

resposta ao estimulo (colocando o ndmero da tira)

___ Mais forte do que o imagindvel/ Mds fuerte de lo imaginable

__| Muito forte/ Muy fuerte
__| Forte/ Fuerte

__ | Moderade s maderar

Débil
| Escassamente detectade / Apenas detectodo

Farticipagan no estudo “Efeito do exercicio fisico na percecio gustativa & na composicao da saliva”
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