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VI. Resumo - Efeitos da Hiperleptinémia na Secrecao de Proteinas
Salivares

Apesar da forte contribuicdo do sistema nervoso autbnomo para a salivacdo, a
influéncia de fatores hormonais néo € de excluir.

Alteracdes salivares em funcdo do apetite/saciedade foram sugeridas por outros
autores. Sendo a leptina uma hormona supressora de apetite, cuja presenca de recetores
nas glandulas salivares foi observada, o objetivo do presente trabalho é avaliar se
aumentos nos niveis circulantes da mesma influenciam a salivacao.

Nos primeiros 3 dias de administragdo subcutanea de leptina observou-se uma
diminuicdo do consumo de alimento, a qual deixou de se observar a partir dai e até ao fim
dos 7 dias de ensaio. Apesar da concentragdo proteica e da taxa de secrecdo salivar se
manterem semelhantes, foram observadas diferengas nos perfis proteicos salivares uni- e
bi-dimensionais. Dos 15 spots proteicos diferencialmente expressos, um dos diminuidos
situa-se numa zona anteriormente identificada como respeitante a amilase.

Assim, a hiperleptinémia induz alteracdes no perfil proteico salivar.

Palavras — Chave: Hiperleptinémia, Leptina, Saliva, Proteinas Salivares
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VII.  Abstract — Effects of hyperleptinemia in the secretion of proteins
Salivary

Despite the strong contribution of the autonomic nervous system to salivation, the
influence of hormonal factors is not excluded.

Changes in salivary function of appetite / satiety were suggested by other authors.
Being one suppressing hormone leptin in appetite, whose presence of receptors in the
salivary glands was observed, the aim of this study is to assess whether increases in
circulating levels of the same influence salivation.

In the first 3 days of subcutaneous administration of leptin was observed a decrease in
food intake, which ceased to be observed thereafter until the end of the 7 days of testing.
Although the protein concentration and the rate of salivary secretion remain similar,
differences were observed in salivary protein profiles uni - and bi - dimensional. Of the 15
differentially expressed protein spots, one of diminished located in an area previously
identified as relating amylase.

Thus, hyperleptinemia induces changes in salivary protein profile.

Key - Words: Hyperleptinemia, Leptin, Saliva, Salivary Proteins

Pagina 12



Efeitos da Hiperleptinémia na Secregdo de Proteinas Salivares

VIII. Fundamentos Teoricos

A. Leptina

A palavra leptina vem do grego lepto, que significa 'fino’. E uma proteina de 167 -
aminoacidos com um peso molecular de 16 kDa, secretada principalmente pelo tecido
adiposo e, em menor escala, por outros 6rgdos como a medula Gssea, placenta,
estdmago e tecido hipotalamico (Campfield, 1998; Cinti, 2000). E composta por quatro
hélices a e duas cadeias B curtas que contém uma ponte de dissulfureto intra - cadeia
responsavel pela sua atividade bioldgica (Zhang et al., 1997).

7

A concentragdo plasmatica de leptina € proporcional ao volume de células
adiposas e aumentam em proporgdo a elevacdo da percentagem de gordura corporal
(Considine et al., 1996). Estas concentragdes estdo aumentadas na maior parte dos
individuos obesos (Naggert, 1997). Entre outras acdes, a leptina ativa recetores
hipotalamicos, inibindo a secrecdo do neuropéptido Y (NPY), diminuindo o apetite e

aumentando a termogénese pela ativagdo do sistema nervoso simpatico (Chen e

Campfield, 1996 1995) (Figura 1).

> & Leptina

v

A

Hipotalamo
¥ M
7 A A
POMC CRH CART  Anorexigénicos

¥

«-MSH
=y
RS D

[NP 3 >
ot Orexigénicos

5
N\
Comportamento
alimentar

Aumento da
massa
adiposa

e
xR
Gasto de
Energia

v )
Diminuicdo  tormogénese
da massa
adiposa

Figura 1 — Comportamento dos neurotransmissores mediante a acéo da leptina. (adaptado de
Nelson e Cox, 2000)

(POMC - proopiomelanocortina, CRH — hormona libertadora de corticotrofina, CART — transcrito do recetor da cocaina e
anfetamina, a-MSH — hormona estimulante de alfa-melandcitos, NPY — neuropéptido Y).

A descoberta da leptina, deixou claro que o tecido adiposo participa ativamente no

controlo do dispéndio energético e do apetite. (Rumantir, 1999). Uma mutacdo no gene

da leptina causa obesidade severa em roedores o que sugere que a funcao fisiol6gica
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desta hormona seja o de evitar uma acumulagdo de gordura devido a um consumo
excessivo de alimento, como proposto por Frederich et al. (1995a).

A leptina produzida, na propor¢cdo de gordura armazenada informa o sistema
nervoso central (SNC) da existéncia de um excesso de energia no corpo, suprimindo a
ingestdo de alimentos e aumentando o gasto de energia (Fig. 2b). Para além da
guantidade de adipdcitos, a expressao de leptina é controlada por diversas substancias,
nomeadamente insulina, glucocorticoides e citocinas pro-inflamatorias.

Em estudos com roedores, a obesidade tem sido associada a um estado de
resisténcia a acdo de leptina, caracterizado por uma falha de efeitos anorexigénicos e de
aumento de dispéndio energético que deveriam estar associados aos niveis elevados de
leptina circulante (Fig. 2a) (Scarpace e Zhang, 2009). Este estado tem sido associado a
uma incapacidade da leptina para atingir os seus locais alvo no cérebro e / ou a uma

reducéo do recetor da leptina (ob-Rb) na cascata de sinalizagéo (Cuppler, 2003).

Tecido Adiposo
4 — {
238" v2e B

y
Obesidade e

y N | % y
\ ¢+ Leptina [ + Adiponectina L. 4 Perdade peso "
§ ) - ’ﬁ L 4
4 '*j )

4 Gliconeogénese Hiperlipidemia

Ganho de peso -~

Captagéo d
[} “Gicese . |[#HDL# LDL ¥ P
‘ — Leptina
[ = 3 I t Aterosclerose

. . . 4 Gllcem[a
Resisténcia -Leptina y

— Hlpotalamo

\ Doencas Leptma
) | Cardiovasculares
Eebicliiohieatob b) ‘
) Resisténcia-Insulinal Diminui a mgestao
X Diabetes tipo 2
Ingestao:de r Aumento da ingestao de g2 imentos
alimentos a) Y ¥ alimentos Aumento QQ gasto
¥ Gasto de energia Sindrome Metabolica Diminui o gasto energético energetico

Figura 2 — (a) Resisténcia da leptina, e implicagcdo desta e da adiponectina na sindrome
metabdlica da obesidade; (b) Biologia da leptina. (adaptado de Ricci, 2012)

a) O recetor da Leptina

A leptina interage diretamente com o recetor de leptina (Ob-R), sendo este um
membro da familia dos recetores de citocinas, codificado pelo gene db (Tartaglia et al.,
1995). A sequéncia de OB-R inclui dois dominios de ligagcdo ao ligando. Existe em varias
isoformas, devido ao splicing alternativo e cada isoforma tem um grande dominio
extracelular, um dominio transmembranar e um dominio intracelular variavel (Tartaglia et
al., 1995). Apesar de terem sido identificadas seis isoformas do recetor (de a a f), até

agora apenas duas sdo conhecidas como estando ligadas a vias de sinalizacdo
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intracelular e apenas uma (forma longa — Ob-Rb) apresenta uma capacidade de
sinalizacdo completa (Laura and Eric, Chapter 2, Leptin receptors). A regido extracelular
do recetor funciona como ligando para a leptina. ApdOs ligacdo, desencadeia-se uma
cascata de sinalizacdo que se inicia com a ativacao da proteina cinase JAK2, associada
ao recetor, e a consequente fosforilagdo de dois residuos de tirosina especificos,
presentes na porcao intracelular do recetor. Esta ativacdo, por sua vez ativa numerosos
sinais intracelulares, os quais estdo associados a uma variedade de a¢fes biol6gicas em
tecidos diferentes (Laura and Eric, Chapter 2, Leptin receptors). A isoforma de menores
dimensdes (Ob-Re) ndo é realmente um recetor, mas sim uma proteina de ligacédo
solavel, uma vez que a mesma nao apresenta dominios transmembranar ou
citoplasmético, estando presente em circulacdo em varias espécies (Laura and Eric,
Chapter 2, Leptin receptors)

Foi referida a possibilidade de mutacfes do recetor de leptina resultarem em
obesidade. Considine e colaboradores (Considine et al., 1996) examinaram a expressao
do gene Ob-R no hipotdlamo de cadaveres humanos magros e obesos e ndo observaram
diferenca na quantidade de OB-R mRNA entre os grupos. Isto sugere que a resisténcia a
leptina observado em humanos obesos néo é necessariamente devido a um defeito na
gquantidade de recetor de leptina, mas, pode ser devido a defeitos de uma das isoformas

da Ob-R ou em uma das vias especificas ativadas pelas isoformas.

b) Mediac¢ao da Leptina

Os efeitos de saciedade, produzidos pela leptina s&o iniciados pela ativacdo dos
recetores Ob-Rb, que se encontram expressos em maior quantidade no nucleo arqueado
do hipotdlamo. Nesta regido do sistema nervoso central encontram-se dois grandes
grupos de neuropéptidos — orexigénicos, neurdénios estimuladores de apetite,
[neuropéptido Y (NPY) e o peptideo Agouti (AgRP)] e anorexigénicos, neurdnios
supressores de apetite, [proopiomelanocortina (POMC) e transcrito do recetor da cocaina
e anfetamina (CART)] — os quais estdo envolvidos na regulacdo da ingestdo. Os
primeiros induzem apetite, enquanto os segundos induzem saciedade. Quando as
concentracdes plasméaticas de leptina se elevam, ha um aumento da expressdo dos
neuropéptidos anorexigénicos, nomeadamente POMC e CART (Speakman, 2004). A
ativacdo dos neurbénios que expressam POMC promove a sintese da hormona
estimulante de a-melandcitos (a-MSH), a qual se liga aos recetores de melanocortina,
diminuindo a ingestdo alimentar. Por outro lado, hd uma diminuicdo dos niveis de
NPY/AgRP (Yokosuka et al., 1998; Schwartz et al., 1997). Assim, niveis elevados de

leptina conduzem a uma diminuicdo de ingestdo e a um aumento da ativacédo do sistema
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nervoso simpatico, com consequente aumento de gasto energético (Figura 3)
(Speakman, 2004).

ﬂ Gasto de energia ﬂ ﬂ Ingestao de energia
ﬂ Ingestao de energia Gasto de energia
H Libertacao de leptina ﬂ Libertacao de leptina
ARC \ / AR
NPY/ AgRP PO\ACCART NPY/ PO“C CART

ﬂxxn &agrr  {Ja-msu ﬂCART

PVN

PV (MC4-R)
(MC4-R) a)
. b)
Ingestao de energia Gasto de energia

ﬁ Gasto de energia Ingestao de energia

Figura 3 — (a) Esquema representativo do efeito crescente da leptina no hipotalamo; (b) Esquema

representativo do efeito contrario. (adaptado de Allison et al., 2006).
(ARC - nucleo arqueado, NPY — neuropéptido Y / AgRP — peptideo agouti, POMC — proopiomelanocortina / CART —

transcrito do recetor da cocaina e anfetamina, a-MSH — hormona estimulante de alfa-melanécitos, PVN — nacleo

paraventricular, MC4-R — recetor melanocortina-4)

Ocorre o inverso quando ha niveis baixos de leptina. Neste caso, os neurénios
produtores de NPY/AgRP sdo estimulados, e os de POMC/CART sao inibidos
(Speakman, 2004). Isto leva a uma reducao da atividade simpética, redugéo do dispéndio
de energia e estimula a ingestéo de alimento (Speakman, 2004).

A leptina, consequentemente, influencia diretamente a regulacéo a longo prazo do
comportamento alimentar.

Para além de uma acédo a nivel do sistema nervoso central, a leptina parece atuar
também a nivel de outros 6rgdos. Por exemplo, no trato intestinal do rato (Harpal et al.,
2003) e o recetor de leptina a nivel da mucosa gastrica (Morton,et al., 1998; Breidert et
al., 1999), tendo sido sugerido um papel desta hormona na integridade da mucosa e
protecdo gastrica (Schneider et al., 2001).

A leptina foi identificada na saliva, embora o seu papel neste fluido ainda néo

tenha sido completamente percebido (Groschl et al., 2001).

B. Saliva

Nos ultimos 50 anos, o ritmo da pesquisa salivar acelerou com o advento de

novas técnicas que permitiram evidenciar as propriedades bioquimicas e fisico-quimicas
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da saliva, as quais resultam numa diversidade de funcdes da saliva, nomeadamente na
facilitacdo da fala, lubrificacdo, digestdo dos alimentos e manutencdo da saude bucal e
geral (Mandel,1993).

O interesse na saliva aumentou ainda mais com a constatacdo de que a saliva
contém componentes que podem servir como biomarcadores de diversas doencas, ou
estados fisiol6gicos, de uma forma nao-invasiva. A utilizacdo de novas abordagens que
incluem a gendmica, proteémica, metabolémica, e bioinformética tem permitido aumentar
0 conhecimento relativamente a este fluido

Os termos "saliva total", "saliva mista" e "fluido oral” sdo usados para descrever
os fluidos combinados presentes na cavidade oral. Esta saliva total € constituida pelas
secrecbes das diversas glandulas salivares em conjunto com fluido gengival,
microrganismos e células resultantes de escamacéao do epitélio (Mese et al., 2007).

A quantidade e composicdo da saliva humana secretada dependem de muitos
fatores, ou seja, a taxa de fluxo, o ritmo circadiano (Dawes, 1972; Ferguson et al., 1973;
Ferguson e Botchway, 1980; Castagnola et al., 2002), tipo e tamanho da(s) glandula(s)
salivar(es) (Gusman et al., 2004; Veerman et al., 1996), duracdo e tipo de estimulo,
alimentacdo, medicamentos, idade, sexo e tipo de sangue (Mandel 1974; Shannon et al.,
1974) e estado fisiologico (Battino et al.,, 2002). Os estimulos para 0 aumento da
salivagdo incluem a presenca de alimentos ou substancias irritantes na boca, e a visado ou
o cheiro de comida (Christensen et al., 1984). Sendo a saliva um fluido que varia com os
fatores descritos anteriormente a padronizacdo da sua recolha € importante quando esta

€ usada como material de pesquisa.

c) Composicao Salivar

A saliva € uma solugdo complexa de iBes e proteinas que contribuem para a
manutencdo da saude oral, na digestdo e também na percecdo gustativa. Contém
também as bactérias e os detritos da via oral. A saliva é estéril quando deixa as glandulas
salivares, mas deixa de ser assim quando se mistura com o fluido crevicular, restos de
comida, microrganismos e células mucosas orais descamadas (Sreebny, 1987). A saliva
compreende 99% de agua e o restante 1% €é composto por moléculas organicas e
inorganicas. Parece, porém, que durante a estimulagéo oral, pelo gosto ou textura, como
ocorre durante a mastigacdo de alimentos, a saliva das glandulas parétidas torna-se o
principal contribuinte volumétrico para toda a saliva, aumentando a sua participacao.
Durante a ingestéo, a proporcdo de saliva parétida em toda a saliva pode aumentar de
0% a mais de 50% (Humphrey e Williamson 2001)

Alguns autores demonstraram que ndo existe correlacdo entre o fluxo, a

concentracdo (Kelsay et al., 1972) de proteina e outros. A saliva € um bom indicador dos
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niveis plasmaticos de vérias substancias, tais como hormonas e farmacos, e pode,
portanto, ser utilizado como um método néo invasivo para monitorizar as concentracdes
plasméticas de medicamentos ou outras substancias (Hofman 2001; Llena-Puy, 2006).

A saliva contém enzimas digestivas (amilase e lipase) que iniciam a digestdo do
amido e dos lipidos, respetivamente, e que por sua vez, podem influenciar a percec¢éao do
gosto. Os fatores de crescimento presentes na saliva promovem o crescimento do tecido,
a diferenciacgéo, e cicatrizacdo de feridas (Jonsson et al., 1993). A saliva contém também
varios agentes anti-sépticos, anti-virais e anti-fungicos, que mantém a flora bucal
adequada e inibem a colonizagédo bacteriana dos dentes e tecidos moles, através da
modulagéo da adesdo de microrganismos (Edgar, 1992; Melvin, 1991).

A saliva é segregada maioritariamente pelos trés pares de glandulas principais:
parotidas (20%), submandibulares (65-70%) e sublinguais (7-8%). Estas glandulas séo
responséaveis pela produgéo de aproximadamente 90% do volume total de saliva sendo o
restante (<10%) produzido principalmente por uma série de glandulas salivares menores,
dispersas pela mucosa oral (Greabu et al., 2009). Este liquido é constituido
principalmente por agua (99,5 %), proteinas (0,3 %) e substancias inorganicas (0,2 %)
(Nieuw et al., 2004; Zalewska et al., 2000; Humphrey et al., 2001).

Constituintes inorganicos da saliva

Embora a secrecdo principal seja um ultrafiltrado do plasma (isto é, isoténica
relativamente ao plasma), a reabsorcdo de Na® e CL no sistema ductal resulta numa
secrecdo marcadamente hipotonica.

O bicarbonato, presente neste fluido, confere-lhe a capacidade de ter efeito
tampao, enquanto o calcio e o fosfato permitem a manutencao da integridade mineral dos
dentes. E interessante notar que o pH e a composicao iénica podem também influenciar a
atividade de componentes organicos na saliva. Por exemplo, a atividade de enzimas

salivares é influenciada por eletrélitos e iBes salivares (Mandel, 1989).
Constituintes organicos da saliva

A saliva contém uma grande variedade de proteinas que sé@o exclusivas para este
fluido e que tém fungbes bioldégicas de especial importancia, como ja foi referido
anteriormente. Por exemplo, a a-amilase salivar que participa na digestdo, ou um
conjunto de proteinas que contém niveis elevados de prolina (35-40%), e sdo por isso,
designadas proteinas ricas em prolina (PPR).

As PRPs que compreendem cerca de 70% do contetdo total de proteinas da
saliva da parétida humana, sdo divididos em trés grupos com base na carga e grau de

glicosilacao: 4cidos, basicos e PRPs béasicos glicosiladas (Kauffman e Keller 1979).
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Uma vez que a amilase compreende a maior parte do resto do contetudo total de
proteinas da saliva da pardtida, as outras proteinas (tais como a lisozima, lactoferrina,
peroxidase, e IgA secretora) que tenham recebido maior atencdo em tentativas de
ligacbes entre a saliva e a saude oral sdo, de facto, os componentes relativamente
menores. As PPRs ligam taninos na dieta, e a sua expressdo em roedores €
drasticamente aumentada pela ingestédo de taninos (Ann e Lin, 1997).

Outra proteina, staterina, permite a saliva manter o seu estado de
sobressaturagéo no que diz respeito aos sais de calcio e de fosfato (Hay et al., 1984).

As mucinas, o principal componente orgéanico de saliva submandibular/sublingual,
sdo grandes glicoproteinas que consistem em dois grupos principais, arbitrariamente
definidos como MG1 (10-30 MDa) e MG2 (130-150 kDa). Outras proteinas anti -

microbianas de saliva incluem a lisozima, latoferrina, peroxidases e IgA.

d) Glandulas Salivares

As glandulas salivares sdo componentes vitais da cavidade oral, alteracfes nas
suas fungbes podem provocar graves perturbagbes no nosso estilo de vida (Tucker e
Miletich, 2010). Ha trés pares de grandes glandulas multicelulares (designadas no seu
conjunto por glandulas salivares maiores): as parétidas, as submandibulares e as

sublinguais (Figura 6).

Epitélio
dos canais
Célula
mucosa
Célula
serosa

Alvéolo
mucoso

Glandulas
Sublinguais Alvéolo
. 81050
Glandulas
Submandibulares

Alvéolos
mistos ~ -

Glandulas
Parétida

Figura 4 — (a) Localizagdo das glandulas salivares principais; (b) Representagdo esquematica

genérica de uma glandula salivar principal . (adaptado de seeley et al., 2007)

Para além destes grandes agregados de tecido glandular, existem muitas
glandulas tubulares enoveladas localizadas abaixo do epitélio da lingua (glandulas

linguais), do palato (glandulas palatinas), regido jugal (glandulas bucais) e labios
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(glandulas labiais), estas glandulas séo referidas no seu conjunto como glandulas
salivares menores.

Todas as glandulas salivares maiores sao constituidas por ramificacdes, com
cachos de alvéolos semelhantes a cachos de uvas (Figura 4b).

As maiores de todas sd@o as glandulas parétidas, sdo glandulas serosas que
produzem principalmente saliva aquosa e estdo localizadas anteriormente ao ouvido de
cada lado da cabecga. Cada canal parotideo abre-se na margem anterior da glandula,
atravessa a face lateral do musculo masséter e penetra 0 musculo bucinador, entrando
na cavidade oral junto ao segundo molar superior (Figura 4a).

As glandulas submandibulares s&o mistas, com mais alvéolos serosos do que
mucosos. Cada glandula pode ser detetada como uma massa mole ao longo do limite
inferior da metade posterior da mandibula. A partir de cada glandula abre-se um canal
que atravessa anteriormente e em profundidade a mucosa do pavimento bucal, que se
abre na boca, junto ao freio da lingua (Figura 4a).

As glandulas sublinguais, as mais pequenas de todas as glandulas maiores, sao
mistas e apesar de terem alguns alvéolos serosos, sao principalmente constituidas por
alvéolos mucosos. Estdo localizadas imediatamente abaixo da mucosa do pavimento
bucal. Ao contrario das glandulas submandibulares e parétidas, estas ndo tém canais
individuais bem definidos; abrem-se no pavimento da cavidade bucal através de 10 a 20
pequenos canais (Seeley et al., 2007).

As glandulas salivares sofrem alteracdes estruturais com a idade e isso reflete-se
na quantidade da saliva produzida e no tipo de componentes segregados (Field, 2003;
Nagler, 2004; Nagler, 2005). Isto tem uma implicacdo profunda na composicao e funcdes
da saliva produzida e, consequentemente, na saude oral.

Por outro lado, o facto de conter componentes de diferentes fontes complica ainda
mais a andlise de toda a saliva por varias razbes - em primeiro lugar, muitas vezes é
dificil determinar quais 0s componentes que representam verdadeiros constituintes
salivares e os que tém origem celular ou bacteriana; em segundo lugar, como resultado
do metabolismo bacteriano, a composi¢cédo da saliva vai mudar com o tempo; em terceiro
lugar, a presenca de residuos celulares e, portanto, a turbidez pode interferir com
diversas técnicas analiticas.

Estes problemas podem ser superados pelo pré-tratamento da saliva (por
exemplo, centrifugacdo, para remover as bactérias e os restos celulares) ou para a
recolha/armazenamento das amostras de saliva, a temperaturas que param o0

metabolismo.
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e) Estrutura das glandulas salivares e producao de saliva

As glandulas salivares, consistem basicamente numa por¢ao de secre¢do e num
sistema ductal (Hand, 1980). O sistema ductal é composto por epitélio ductal e é
classificada em ductos intercalares, estriados e interlobulares de acordo com a
morfologia. Funcionalmente e histologicamente, os ductos estriados assemelham-se aos
tdbulos renais distais dos rins (Bradley, 1995).

No caso especifico de ratos e ratinhos, encontram-se ductos granulares entre 0s
ductos intercalares estriados (Gresik, 1994), sendo notavelmente desenvolvidos em
roedores machos (Gresik, 1994; Chretien, 1977). Os ductos granulares sdo tecidos
dependentes de androgénio, ao contrario das glandulas salivares humanas, as glandulas
salivares em roedores sdo considerados como distintamente 6rgdos dependentes de
hormonas sexuais (Amano e Iseki, 1998).

Estimulos sensoriais, elétricos ou mecéanicos podem modificar a taxa de secrecdo
e a contribuicdo de cada glandula para o total de saliva.

O maior volume de saliva € produzido antes, durante e depois das refeicdes,
atingindo um pico maximo em cerca de 3 horas, e caindo consideravelmente a noite

durante o sono.

C. Conceitos basicos de secrecao de saliva

A secrecdo de saliva € geralmente aceite como sendo um processo de duas
fases, com a secrecao inicial de um tipo de plasma fluido primario aquoso pelas células
acinares e a sua modificacdo subsequente, durante a passagem através do sistema
celular ductal impermeavel a 4gua.

A secrecdo € principalmente controlada pelo sistema nervoso auténomo,
nomeadamente pelos ramos simpatico e parassimpatico, através de sistemas de
transducdo de sinal. Os volumes de saliva produzida variam dependendo do tipo e da
intensidade da estimulacdo, os maiores volumes ocorrem com a estimulacdo colinérgica
ou parassimpatica.

Os neurotransmissores libertados em resposta a estimulos de secrecao ligam-se
a recetores proteicos especificos ha membrana da célula acinar. Recetores esses que
séo adrenérgicos, no caso de a estimulacdo ser simpética e colinérgicos, no caso de uma
estimulac@o parassimpatica. Isso causa uma cascata de sinalizag&o intracelular, com os
resultantes efeitos a nivela de secrecao de fluido, componentes organicos e inorganicos.

No caso da estimulagdo colinérgica muscarinica, o sistema de transducao de sinal
envolve a libertagdo de calcio das reservas intracelulares de trifosfato de inositol (IP3) e a

ativacdo subsequente de uma variedade de canais de ibes e os sistemas de transporte,
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levando ao movimento trans-epitelial de dgua (Martinez,1990; Baum et al., 1993; Turner,
1993; Ambudkar, 2000).

D. Aspetos bioquimicos da saliva
f) Analise global das proteinas salivares

A saliva contém uma grande variedade de proteinas e péptidos que possuem
importantes funcdes biologicas, tal como foi referido anteriormente. Para além disso,
muitos dos componentes presentes em circulagdo encontram-se também na saliva. 1sso,
em conjunto com o fato deste ser um fluido de facil acesso, sendo a sua recolha nédo
invasiva fez com que o estudo da composi¢céo proteica da saliva ganhasse interesse nos
ultimos anos (Raymond et al., 2007).

Uma abordagem que tem vindo a ser usada para estudar a saliva é a analise
global de proteinas salivares, utilizando técnicas de proteémica. O conhecimento do
proteoma salivar ndo sé melhorou o conhecimento da fisiologia oral, mas também tem
vindo a permitir a identificagcdo de novas proteinas e a avaliacdo de alteragdes nos niveis
destes compostos organicos em diferentes condigdes fisiologicas ou estados patologicos
(Raymond et al., 2007).

Diversos investigadores utilizaram a eletroforese bidimensional (2D) (figura 5)
para separar a componente proteica, seguida por espectrometria de massa (MS) para
identificar posteriormente essas proteinas de interesse (Ghafouri et al., 2003). Com esta
abordagem mais de 1000 proteinas foram identificadas em toda a saliva.

First dimension (IEF)

-

Second dimension (SDS-PAGE)

Figura 5 — Exemplo do resultado final de uma electroforese 2-D de saliva humana.
(http://www.nature.com/nprot/journal/v1/n2/full/nprot.2006.104.html)
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IX. Problematica

7 7

A leptina € uma hormona que é sintetizada e produzida principalmente pelos
adipécitos e é identificada como um fator chave na manutencao do equilibrio de energia e
composicao geral do peso corporal. A descoberta do gene associado com a obesidade, o
gene ob, e a sua proteina, a leptina, forneceram a primeira evidéncia fisiolégica de um
sistema de regulacao de controlo do peso do corpo (Allison et al., 2006).

As concentragfes de leptina afetam o papel do hipotdlamo, na modulagéo do estado
energetico do corpo. Elevadas concentracfes de leptina, levam a uma diminuigdo do
apetite, com aumento do dispéndio energético (balanco energético negativo), enquanto
baixas concentra¢des tém um efeito contrario (saldo positivo).

A leptina é produzida, embora em niveis mais baixos em outros tecidos, tais como o
epitélio gastrico, musculo-esquelético e a placenta (Ahima e Osei, 2004). Existem
estudos que sugerem papéis fisiolégicos da leptina nestes tecidos. Por exemplo, a
expressao de leptina no estbmago é estimulada pela alimentacdo, sugerindo assim um
papel na regulacdo do balanco energético. A leptina que se encontra na placenta é
estimulada pela hipoxia, elevada em eclampsia, podendo influenciar o resultado fetal
(Ahima e Osei, 2004).

A sintese de leptina também foi referida no cérebro, o que sugere uma acao paracrina
ou autécrina; no entanto, a relevancia fisiol6gica da leptina que deriva do cérebro
permanece por determinar (Ahima e Osei, 2004)

Apesar da secrecdo das glandulas salivares ser maioritariamente regulada pelo
sistema nervoso autbnomo, ha cada vez mais evidéncias da influéncia de outros fatores
nessa regulacdo, nomeadamente da agdo hormonal (Ekstrom e Cevik, 2008).

Alguns estudos mostraram que, em varias espécies animais, existem recetores de
leptina funcionais nas glandulas salivares (Dall’Aglio et al., 2012). Apesar de a sua fungao
ndo estar completamente clarificada, esta presenca sugere a possibilidade desta
hormona influenciar a salivacdo. No entanto, que seja do nosso conhecimento, ndo ha
estudos em que se tenha avaliado a alteracdo da composicao proteica da saliva induzida

por hiperleptinémia.
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X.  Objetivos

Com a realizacdo deste trabalho, pretende-se contribuir para aumentar o
conhecimento sobre a forma como 0s mecanismos que regulam a ingestdo de alimentos
poderdo também estar envolvidos na regulacdo da secrecdo de proteinas da glandula
salivar.

E. Objetivo Geral

v" O objetivo principal deste trabalho consiste em avaliar os efeitos das alteracdes na
composicao proteica da saliva induzidas por hiperleptinémia.

F. Objetivos Especificos

v' Avaliacao do efeito da leptina nos pesos vivos e no consumo de alimento;

v' Avaliar altera¢cGes na taxa de salivacdo (estimulada) e na concentracdo proteica,
induzidas por hiperleptinémia;

v' Estudar as alteracdes no perfil proteico uni- e bi-dimensional induzidas por
leptinémia.
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XL

1)

2)

3)

Estratégia

. Plano Experimental do trabalho

Realizacao do trabalho
Local — Laboratérios de Bioquimica da Universidade de Evora, Portugal.
Tempo de duracdo — 9 meses (ensaios com animais e analise laboratorial de

amostras).

Modelo e caracteristicas dos animais
Modelo animal — Ratos Wistar
Idade — Adultos jovens, 11-12 semanas ao inicio do ensaio;

Critério de Selecao — género masculino.

Tipo de Alimentacdo — ragdo standard para roedores (SAFE 04)

Tratamento — implantes subcutédneos de libertagdo continua, contendo leptina em

tampao fosfato salino.

Amostra em estudo
Plasma, obtido a partir do sangue recolhido por punc¢éo cardiaca;
Saliva mista recolhida por aspiracdo apds estimulagdo com um agonista dos

recetores muscarinicos do subtipo M3 (pilocarpina).
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H. Organigrama

(n=28)
|

Desmame (4 semanas); Quantidade de ragdo colocada em fungéo do peso do rato (10%).

I

Fase Pré-Ensaio (8 semanas de idade);
Durante 7 dias.

l Ratos Wistar machos

Alimentacao ad libitum a partir das 8 Consumos e Pesos vivos ;
semanas de idade. Recolha de saliva.

Ensaio (11-12 semanas de idade);
Durante 7 dias

Alimentagao ad libitum

Indugdo de hiperleptinemia

com a colocacdo de implantes Formacédo dos 3 grupos

Controlo (n=8) Leptina (n=8) Soro (n=12)
\ Sem implantes 1 Implantes com hormona Implantes com veiculo
1 J

v

{ Determinagdo consumos e pesos vivos (1 semana);

’

\ Recolha de saliva mista.

5. ’

Sacrificio; Recolha

de Sangue (jejum) SDS-PAGE
l L
ELISA (especlflco s—
para Leptina) Eletroforese a
Bidimensional T
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XII. Materiais e Métodos

[. Animais e dieta

Foram utilizados 28 ratos Wistar machos, com 11 a 12 semanas.

Durante o periodo experimental, os 28 animais foram mantidos em gaiolas
individuais em ambiente com controlo de temperatura (24 °C) e fotoperiodo (12h:12h),
com livre acesso a agua e a racao (SAFEO4). Nas 4 primeiras semanas apdés 0
desmame, 0s animais receberam ragdo numa quantidade correspondente a 10% do seu
peso vivo. A partir dai a racdo foi distribuida ad libitum. Foi usado material de “cama”
apropriado para roedores (a base de carolo de milho). A limpeza das gaiolas e a
substituicdo das camas foi efetuada uma vez por semana. Cada gaiola foi devidamente
identificada com etiquetas, que continha os cédigos dos animais. Foram colocados no
interior das gaiolas tubos de papel, de modo a enriquecer 0 ambiente e proporcionar
bem-estar.

Os pesos corporais e 0 consumo de alimento foram monitorizados diariamente,
uma semana antes da colocagéo dos implantes e durante o periodo de permanéncia dos

mesmos.

J. Inducao de hiperleptinémia em modelo animal

Foram constituidos trés grupos experimentais:

1) Animais submetidos a hiperleptinémia (N=8);

2) Animais recebendo uma solucédo de tampdao fosfato salino (PBS) (N=12);

3) Animais nédo intervencionados cirurgicamente (controlo) (N=8).

Os animais submetidos a hiperleptinémia foram submetidos a uma pequena cirurgia
para colocacao de implantes subcutaneos (mini-pumps osmaticas Alzet),contendo leptina
em PBS. O mesmo procedimento foi utilizado para os outros animais, mas em que 0s
implantes foram cheios apenas com a solugcdo utilizada para preparar a solugcdo de
leptina (PBS), mas sem esta hormona.

Os implantes permaneceram durante um periodo de 7 dias, o qual constituiu o
periodo de ensaio.

A dose de Leptina administrada foi de 0.2 ug/g peso vivo/dia, para cada rato.

Na noite anterior as intervencdes cirdrgicas, os animais ficaram em jejum.

Para a colocagcdo dos implantes os animais foram submetidos a anestesia volatil
(isoflurano veiculado em oxigénio) como se pode verificar pela imagem seguinte (figura
6).
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Figura 6- Rato wistar submetido a anestesia geral.

Com os animais mantidos sob o efeito da anestesia, foi-lhes rapado o pelo das costas
junto ao pescoco (figura 7) e foi feita a antissepsia com betadine (figura 8), para se
proceder a inciséo longitudinal na pele no mesmo local (figura 9), de modo a minimizar o

acesso do animal & mesma.

Figura 7 Figura 8 . Figiura 9
Figura 7, 8 e 9 — Inicio do procedimento cirdrgico.
Com a ajuda de uma tesoura foi “descolada” a pele do musculo (figura 10,11), de

maneira a colocar o implante subcutaneo (figura 12,13), com a zona de saida da solugéo
voltada para a cabeca.

Figura 10 Figura 11
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e ¢ )
Figura 12 Figura 13

Figura 10, 11, 12 e 13 — Rato wistar durante o procedimento cirirgico para colocagéo do implante.

A incisdo foi suturada com linha de nylon (figura 14) e foi-lhes administrado um
antibiético (enrofloxacina) (figura 15). A incisdo suturada foi tratada com betadine (figura
16), duas vezes ao dia, sendo estes posteriormente monitorizados até se encontrarem

estabilizados apos todo este procedimento.

>

i

Figura 14 Figura 15 Figura 16

Figura 14, 15 e 16 — Fim do procedimento cirargico.

Os ratos do grupo “controlo” também foram transportados para a sala de cirurgia e
manipulados de modo semelhante, desde o periodo de jejum, com excecdo dos
procedimentos cirurgicos. O objetivo foi submete-los as mesmas condi¢bes ambientais.

Todo o procedimento foi realizado em condigBes de assepsia.

Ap6s os sete dias de inducdo de hiperleptinémia os animais pertencentes aos
diferentes grupos foram anestesiados com éter e eutanasiados. O sangue foi recolhido
por pungéo cardiaca, e colocado em tubos contendo EDTA. Os varios procedimentos que
envolveram animais foram supervisionados por cientistas treinados pela FELASA
(Federation of European Laboratory Animal Science Associations) e em conformidade
com a lei portuguesa (Portaria 1005/92) que segue a Regulamentacdo da Unido

Europeia.

Pagina 29



Efeitos da Hiperleptinémia na Secregdo de Proteinas Salivares

K. Recolha de saliva mista

Foram feitas recolhas de saliva mista, em dia diferentes, no periodo posterior a
colocacdo dos implantes. No periodo pés-colocacdo dos implantes as recolhas
efetuaram-se aos 5° e 7° dias. Para as recolhas a salivacdo foi induzida através da
administracdo um agente parassimpatomimeético (pilocarpina) numa dose de 5mg/kg peso
vivo. As recolhas foram feitas sempre a mesma hora do dia e nas mesmas condicoes,
para minimizar diferencas na composicao devido a fatores externos. A saliva foi recolhida
por aspiracdo direta da boca, com uma micropipeta, durante um periodo fixo de 10
minutos apos o animal iniciar a salivagao.

A saliva recolhida foi colocada em tubos mantidos em gelo, tarados, os quais foram
pesados no final dos 10 minutos de recolha de modo a estimar o volume recolhido e,
consequentemente, a taxa de secrecdo. As amostras foram congeladas a -20°C até
andlise laboratorial. Posteriormente, e imediatamente antes da realizacdo de andlises,
foram centrifugadas a 14000 g durante 15 minutos, a 4°C, para se obter uma amostra

homogénea, com baixa concentragdo de mucinas, células e restos de alimentos.

L. Determinacao dos niveis de Leptina circulantes

Os niveis plasmaticos de leptina foram quantificados através do método ELISA
(Enzyme-Linked immunosorbent Assay), em que foi utilizado um kit da Milipore (EZRL-
83K). A amostra de sangue recolhida na altura da eutanasia, e mantida em tubos com
EDTA, foi centrifugada a 3000 rpm, durante 15 minutos &4 temperatura ambiente,
procedendo-se assim a recolha de plasma.

Este método baseia-se na ligacdo da leptina presente na amostra por um anticorpo-
imobilizado nos pogos da placa de microtitulagcdo. ApOs incubacdo da amostra com o
anticorpo primério, durante 2 horas & temperatura ambiente, com agitagdo, ocorre a
lavagem com tampdo tris salino contendo tween-20 (10x concentrado; 50 mM), de modo
a remover material ndo ligado.

Em seguida h&a a adicdo de um anticorpo de detecao biotinilado purificado (anticorpo
secundario), que se liga ao anticorpo primario imobilizado. Apos passo de lavagem, com
tampao de lavagem, adiciona-se enzima peroxidase que se liga ao anticorpo secundario,
apresentando-se um desenvolvimento de coloracdo pela atividade da enzima na
presenca do substrato (3,3’, 5,5 — tetrametilbenzidina).

De acordo com as recomendacdes do fabricante, a atividade enzimatica € medida
espectrofotometricamente pela absorcdo aumentada a 450nm, corrigido a partir da
absorcdo a 590nm, ap6s acidificacdo dos produtos formados. No nosso caso, e devido a

auséncia de filtro para leitura a um comprimento de onda de 590nm, as leituras foram
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feitas a 450 e 630nm. O aumento da capacidade de absorcdo é diretamente proporcional
a guantidade de leptina capturada, presente nas amostras. Os valores de leptina
presente nas amostras em estudo foram calculados através de interpolacdo de uma
curva de referéncia gerada pela utilizacdo de solucBes de concentracbes conhecidas
(padrbes de referéncia), aplicadas na mesma placa. Na mesma placa em que se
aplicaram as solugfes para tragar a curva e as amostras, foram aplicadas também duas
solugbes como controlos de qualidade (QC1 = 2,4 ng/mL e QC2 = 9,2 ng/mL), para
avaliagdo da qualidade dos resultados. Todas as solucdes (incluindo padrdes e controlos
de qualidade; 10 uL) foram aplicadas em duplicado (10 L em cada poc¢o).

Foi utilizada uma solucao acida (HCI 1M) para parar a reacao quando se comegou a
desenvolver cor.

Uma vez que o kit utilizado se destinava & quantificacdo de leptina em soro de rato e
as nossas amostras eram de plasma, foi adicionado a cada amostra 10 pl de solucéo

matriz constante no kit, conforme condi¢des do fabricante.

M.Estudo Protedomico da Saliva
g) Quantificacdo da proteina total pelo método Bradford

As amostras de saliva mista individuais (amostras depois da cirurgia) foram
descongeladas e a concentracdo proteica determinada pelo método de Bradford. Este
método baseia-se na quantificacdo da concentracdo proteica através da ligacdo do
corante Azul Brilhante de Coomassie G-250 as proteinas em meio acido, a qual conduz a
passagem de uma cor avermelhada (do corante), para uma cor azulada. Os valores de
absorvéncia a 595 nm s&o proporcionais a quantidade de proteina ligada. No presente
trabalho, as leituras foram feitas para um comprimento de onda de 630 nm, para ser
aquele disponivel, onde se verifica absorcao.

Foi feita uma curva padréo de BSA (50, 100, 200, 250 e 350 pg/mL). Numa placa de
96 pocos colocaram-se em triplicado 10 pL de amostra ou padrdo, aos quais se
adicionaram 200 pL do reagente de Bradford. Tendo em conta a gama de concentracdes
proteicas possiveis para a saliva mista de ratos, para cada amostra, foram feitas diluicdes
de 2x, 4x, 8x e 16x.

h) Comparacao dos perfis proteicos por eletroforese desnaturante
em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Para a obtencdo do perfil electroforético uni-dimensional, as proteinas foram

separadas por eletroforese dodecil sulfato de sédio em gel de poliacrilamida (SDS-
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PAGE). O principio do método baseia-se na utilizacdo do sistema tampao de Laemmli, o
qual é um sistema descontinuo de tamponamento que incorpora SDS no tampdao. Neste
sistema, as proteinas sdo desnaturadas por acdo do calor, num tampao contendo SDS
(detergente anidnico) e um agente redutor tidlico tal como o B-mercaptoetanol ou o di-
tiotreitol. O detergente SDS € usado para desnaturar proteinas com varias subunidades e
para cobrir as moléculas da proteina com cargas negativas. Deste modo, a carga
intrinseca a proteina é mascarada, e a razdo carga/massa torna-se constante. Assim,
quando expostas a um campo elétrico, as proteinas sdo separadas em funcao da sua
massa molecular (MW).

Preparacdo das amostras

Foi calculado o volume de amostra a aplicar em cada poco, de forma que a
quantidade de proteina fosse a mesma para cada amostra (7,5 pug). Cada amostra foi
misturada com tamp&o de amostra (0,125M Tris-HCL, pH 6,8, SDS 1% (m/v), 2-
mercaptoetanol 5% (v/v), glicerol 20% (v/v) e uma quantidade vestigial de azul de
bromofenol) e incubada durante 5 minutos a 95°C, tempo apos o qual foi colocado em
gelo até aplicacéo no gel.

Cada amostra foi aplicada num poco de géis de poliacrilamida (8 x 10 cm e 1 mm de
espessura) (sistema Protean mini da Bio — Rad), com as seguintes caracteristicas: gel de
resolucéo 12% (T/C), [SmL de Tris-HCL 1,5M, pH 8,8, 200uL de SDS, 8 mL de acrilamida
/ bis 30% (m/v), 6,8mL de agua bi-destilada, 150uL de Persulfato de aménio (PSA),
0,1g/mL e 10uL de TEMED]; gel de concentragédo 4% (T/C) [2 mL de Tris-HCL 0,5M, pH
6,8, 80uL de SDS, 4,86 mL de 4gua bi-destilada, 1,06 mL de acrilamida / bis 30%, 4,8uL
de PSA e 8,8uL de TEMED].

i) Corrida Eletroforética

Em cada gel, num dos pocos foi colocado um marcado de massas moleculares (Dual
Color da Bio. Rad. Ref. 161-0324). A corrida eletroforética decorreu a uma voltagem
constante de 140V até a frente de corrida atingir o fim do gel.

Os géis foram corados, por duas horas, com uma solucdo de azul brilhante de
Coomassie R-250 [0,5% azul brilhante de Comassie R—-250; metanol 45% (v/v), e acido
acético 10% (v/v)], e descorados, através de diversas passagens por uma solucédo de
metanol 20% (v/v) e acido acético 10% (v/v), até que as bandas ficassem bem visiveis.
As imagens dos géis foram obtidas através de digitalizacdo (ScnalJet 3400C HP). A
andlise das imagens foi feita com recurso ao software GelAnalyser
(http://Iwww.gelifesciences.com/webapp/wcs/stores/servlet/productByld/pt/GELifeSciences

/28940830). De modo a poder comparar amostras corridas em géis diferentes e a
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minimizar erros devido a pequenas diferencas na quantidade de proteina aplicada em

cada poco, foram calculadas as percentagens de volume de cada banda.

j) Comparacao dos perfis proteicos por eletroforese bidimensional

Tendo em conta a necessidade de aplicar um volume de amostra inferior a 50 pL,
cada uma das amostras de saliva foi concentrada com recurso a membranas com um
cutoff de 3 kDa (Nanosep 3K omega, PALL corporation), através de centrifugacdo a
13000 g a 4 °C.

Para cada amostra, apos concentracdo, um volume de amostra, correspondente a
uma quantidade de proteina de 160 ug foi incubado com tampao de re-hidratacdo (7M
Ureia, 2M Thiourea, 4% (m/v) Chaps, 2% (v/v) IPG buffer e 20 mM DTT) (260 pL volume
total) a temperatura ambiente, durante 1h. Apds este periodo esta mistura foi
centrifugada, a 10°C, a 10000 rpm, durante 10 minutos. O sobrenadante (250 pL) foi
aplicado num suporte apropriado, colocando-se uma tira de gel em contacto com este.
Colocou-se 6leo mineral, por cima, de modo a evitar evaporacdo da solugéo, tendo a re-
hidratacdo ocorrido de forma passiva e overnight, a temperatura ambiente. De modo a
minimizar a variabilidade nas condicdes de corrida, usaram-se tiras de gel pré-
compradas, com gradiente de pH (IPG strips, 3-11 NL, GE healthcare). Posteriormente,

cada uma das tiras re-hidratadas com a amostra foi submetida a focagem isoelétrica.

== =t e e T an

Figura 17 —Protocolo de 2D.

(a-c) - Demonstra o movimento de proteinas de um campo elétrico em um gradiente de pH. A proteina vai migrar para
0 ponto do gradiente onde o pH é igual ao seu pH.

(http://www.ucl.ac.uk/ich/services/lab-services/mass_spectrometry/proteomics/technologies/2d_page)

A focagem isoelétrica ocorreu durante 19 horas, com 0 seguinte programa: passo 1 —
subida para 150V (0:01h), passo 2 - 150V (1:00h), passo 3 — subida para 300V (0:30h),
passo 4 — 300V (1:30h), passo 5 — subida para 3500V (4:00h), passo 6 — 3500V (6:00h).

Apés separacdo das proteinas de acordo com 0 ponto isoelétrico, cada tira sofreu
dois passos de equilibrio de 15 minutos cada, com uma soluc¢éo constituida por -50 mM
Tris-HCL, 6M Ureia, 30% (v/v) Glicerol, 2% (m/v) SDS e 0,002% (m/v) azul de

bromofenol. No primeiro passo foi adicionado DTT 20mM a esta solucdo (quebra as
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ligacdes de pontes dissolfureto) e no segundo passo 2,5% (v/v) iodoacetamida (impede a

formacédo de ligacdes entre residuos de cisteina).
Apos o equilibrio as tiras foram colocadas no topo de um gel SDS-PAGE 12%
acrilamida (T/C) (20 cm X 20 cm X 1 mm) (sistema protean xi Bio-Rad) e as proteinas

separadas de acordo com a sua massa molecular, a uma voltagem constante de 150 V.

e

Figura 18 —Protocolo de 2D.

(d-e) — Demonstra a transferéncia das proteinas a partir da 12 dimenséo de para o gel de resolucéo e as separagoes de
proteinas de acordo com o seu tamanho. (http://www.ucl.ac.uk/ich/services/lab-

services/mass_spectrometry/proteomics/technologies/2d_page)

Os géis foram posteriormente corados com uma solucao de Azul Brilhante de
Coomassie R-250, conforme descricdo feita anteriormente na seccdo acerca da
comparacdo dos perfis proteicos por SDS-PAGE. Os géis obtidos foram digitalizados
(Image Scanner, GE) e analisados com recurso a software apropriado (ImageMaster

Platinum v 7.0, GE).

N. Analise Estatistica

Os resultados obtidos foram analisados através da aplicacdo estatistica SPSS,
PASW statistics 18. Inicialmente verifica-se se a distribuicdo € normal ou n&o, sendo
assim, séo utilizados testes paramétricos ou ndo paramétricos, respetivamente. Dentro
dos paramétricos recorreu-se a ANOVA (one-way), nos nao parameétricos utilizou-se o
teste Kruskal-Wallis. Trabalhamos com dois intervalos de confian¢a, sendo o de 95%

(p<0,05) e 0 de 90 % (p<0,1), dependendo dos parametros em analise.
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XIII. Resultados

O. Variacao de Pesos e Consumos induzida por hiperleptinémia

Os pesos individuais e os consumos de alimento foram avaliados diariamente,
de modo a avaliar o efeito da administragao de leptina.

No que diz respeito aos pesos individuais, 0os grupos foram comparados em
termos de pesos vivos diarios e em termos de variacdo de peso. A variacdo de peso
obteve-se pela diferenca entre o peso vivo de um dia e 0 peso vivo do dia anterior.

Em relacdo ao peso vivo (figura 19 e Anexo 1), ndo se observam diferencas

significativas entre grupos.

385 -

Controlo

380 - - Oleptina

HSoro

375
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365 -

Peso Vivo (g)
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Figura 19 — Evolucéo do peso vivo (g) para os diferentes grupos, antes da cirurgia (dias -4 a-1) e

depois da cirurgia (dias 1 a 6)

Em termos de variacdo de peso (figura 20 e Anexo 1) ndo se observam diferencas
significativas entre os grupos. No entanto, em termos médios, parece haver uma pequena

tendéncia para ganhos inferiores a partir do dia 3 apés a colocacgéo dos implantes.
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Figura 20 — Evolugéo do peso diario (g) para os diferentes grupos, antes da cirurgia (dias -4 a-1) e

depois da cirurgia (dias 1 a 6.).

No que diz respeito ao consumo de racdo (figura 21 e Anexo 1), quando se
considera a quantidade (g) de racdo consumida diariamente, observa-se uma tendéncia
para valores mais baixos no grupo da leptina, nos primeiros dias apos colocacdo dos
implantes. No entanto, a diferenca entre estes ultimos e os valores observados para os
individuos que receberam soro, so € significativa ao 3° dia ap0ds o inicio da administracéo
de leptina (32,39 + 0,78 (soro), 28,73 + 0,93 (leptina)) A partir dai os valores de consumos
de racéo, para os animais tratados com leptina, aproximam-se dos valores dos restantes

grupos experimentais.
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Figura 21 — Consumo de racéo absoluto (g) para o antes (dias -4 a -1) e depois da cirurgia(dias 1

a 6); Letras diferentes significam diferengas entre os grupos dentro do mesmo dia; p<0,05;
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Esta diferenca (ou tendéncia) ndo se observava antes do inicio do tratamento,
onde os animais dos 3 grupos se comportavam de forma semelhante.

Nos primeiros dois dias, apds colocacao dos implantes, 0s animais que receberam
leptina consumiram significativamente menos racdo do que os animais do grupo controlo
(32,99 + 0,85 g (controlo), 27,29 + 1,07 g (leptina)) ap6s a cirurgia. Uma situacéo
semelhante foi observada para os individuos que receberam soro, sendo a diferenca
entre este Ultimo e o grupo controlo significativa apenas no segundo dia (25,19 + 1,15 g
(controlo), 20,34 + 0,79 g (Soro), 18,65 + 1,54 g (leptina)).

Tendo em conta alguma variabilidade inter-individual, em termos de peso vivo, foi
feita uma andlise do consumo de racdo em funcdo do peso vivo dos animais (mg
alimento consumido/g PV) (figura 22 e Anexo 1).

Também, neste caso, se observa uma tendéncia para os animais do grupo que
recebeu leptina apresentarem valores mais baixos que os animais que receberam soro,
sendo também a diferenga estatisticamente significativa apenas no terceiro dia (87,94 +
2,83 mg/g PV (soro), 77,82 £ 2,32 mg/g PV (leptina)) apds o inicio da administragéo. No
entanto, € visivel que desde o primeiro dia que hd uma tendéncia para um decréscimo

Nnos consumos, o qual parece deixar de ser evidente a partir do 4° dia.

95 -

T Controlo
85 | + a * OLleptina
80 - a,b + a,b @ W Soro
75 - @

L

FOH
—E Il

70 - T T
I
] W )
60 - %
55 -
50 -

Consumo (mg) / Peso (g)

40 T T T T T T T T T T T 1

Dias
Figura 22 — Consumo de racéo absoluto (mg) em funcéo do peso (g) antes (dias -4 a -1) e depois
da cirurgia (dias 1 a 6); Letras diferentes significam diferencas entre os grupos dentro do mesmo
dia; p<0,05; (dia 1 -89,51 + 2,15 (controlo), 74,05 + 2,44 (leptina); dia 2 — 68,47 + 2,26 (controlo),
56,20 + 2,38 (Soro), 50,88 + 4,07 (leptina); media + erro padrao).
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Nos graficos apresentados na figura 21 e 22 observam-se oscilagdes diarias no
consumo, sendo estas comuns aos trés grupos em estudo. Este menor consumo de
racdo num dia, seguido de um consumo aumentado no dia seguinte, e de uma nova
diminuicdo a seguir, deve-se ao facto de ter existido um jejum hidrico dia-sim dia-ndo
para realizagdo de ensaios de microestrutura da ingestdo (ensaio exterior a presente
tese). No entanto, os referidos jejuns hidricos ndo afetam as conclusées, uma vez que
esse tratamento foi aplicado de igual forma aos trés grupos em estudo, tendo os mesmos

variando de igual forma relativamente ao consumo de racéo.

P. Niveis plasmaticos de leptina

Os niveis de leptina determinados através do método ELISA encontram-se
apresentados na tabela 1.

Um dos animais pertencentes ao grupo da leptina (rato 6a) foi retirado de toda a
analise estatistica, devido a este apresentar um baixo nivel plasmatico de leptina (tabela
1).

Tabela 1 — Valores individuais dos niveis plasméticos de leptina (ng/dL).

Animal Leptina (ng/dL)

6a 75,39 8
6b 225,90
7 212,65

266,17
13 312,96
11 371,35
12 206,40
14 206,60

8 - Individuo considerado outlier.

Os resultados apresentados anteriormente, respeitantes aos pesos vivos e
consumos alimentares ja& nao tiveram em consideracdo este animal, o mesmo
acontecendo com a analise da saliva, cujos resultados se seguem.

Os animais do grupo em que foram colocadas as bombas infusoras com leptina
apresentaram, ao fim dos 7 dias de tratamento, niveis plasmaticos de leptina médios
cerca de 4 vezes superiores aos niveis médios observados para os individuos com
bombas infusoras com veiculo (PBS) e cerca de 2,5 vezes superiores aos niveis dos
animais controlo (99,5 + 32,3 ng/dL; 62,1 + 30,9 ng/dL; 257,4 + 87,28 ng/dL; média + erro

padréo para os grupos controlo, soro e leptina, respetivamente) (figura 23).
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Figura 23 — Niveis de leptina plasmética para cada grupo (ng/dl) (média + erro padrao da média); a

e b — letras diferentes significam diferengas entre grupos (p<0,05).

De acrescentar que os grupos controlo (individuos ndo submetidos a cirurgia) e
soro (individuos com mini-pumps, que receberam o veiculo) ndo diferiram entre si nos

niveis de leptina.

Q. Efeito da hiperleptinémia na salivacao

A salivacao foi estimulada com uma solucéo de pilocarpina huma dose de 5 mg/kg
peso vivo, antes e no final dos 7 dias de hiperleptinémia, sendo que este farmaco
mimetiza a acdo do sistema nervoso parassimpatico.

Foi determinada a concentragdo de proteina total (ug/mL) para cada amostra de

saliva (figura 24A e Anexo 2).
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Figura 24 — (A) Concentracdo de proteina em cada grupo (media * erro padréo); (B) Taxa de

secrecao de saliva (media + erro padréo). Amostras recolhidas apds a cirurgia.

Para a determinag&o da concentracdo de proteina, utilizou-se o método de Bradford.
Pela andlise estatistica dos dados, ndo foram observadas diferencas significativas entre
0s grupos em estudo (p<0,05). Quanto ao volume recolhido de saliva (figura 24B e Anexo
2), observou-se que também para este parametro, ndo existem diferencas significativas

entre grupos (p<0,05).

R. Alteracoes no perfil proteico da saliva induzidas pela
hiperleptinémia

k) Eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida (SDS
PAGE)

No que diz respeito as amostras de saliva estudadas em termos de perfil proteico
(SDS PAGE), utilizou-se um N=6 para o grupo Controlo, N=9 para o grupo soro e um N=7
para o grupo leptina, tendo cada uma das amostras sido aplicada em pelo menos dois
géis diferentes. Devido a variabilidade biolégica da amostra em estudo, e & variabilidade
inerente a técnica, considerou-se aceitavel um intervalo de confianca de 90 %. As
proteinas foram separadas em géis de poliacrilamida SDS-PAGE 12%, tendo-se aplicado
uma quantidade de 7,5 pug para cada uma das amostras, seguido de coloracdo com azul
brilhante de Coomassie R-250 para visualizacdo das bandas.

Na figura 25 é evidenciada a variabilidade inter-individual para cada uma das

bandas proteicas, quer entre diferentes grupos, quer dentro do mesmo grupo.
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Figura 25 — Exemplo de um perfil proteico (SDS PAGE) de diferentes amostras dos trés grupos
experimentais, onde mostra a variabilidade inter-individual existente. S — soro; C — controlo; L —
leptina; MW — marcador de massas moleculares. As tres bandas assinaladas, bem como os
rectangulos mostram exemplos de zonas onde essa variabilidade é evidente.

Como se pode observar na figura 25, ha diversas bandas proteicas em que a
referida variabilidade é evidente. Por exemplo, na banda D, nos varios animais deste
perfil, observa-se a expressado desta banda em um dos individuos do grupo do soro nao
sendo a mesma observada nos perfis dos outros individuos do mesmo grupo. Situagéo
semelhante acontece no grupo da leptina e do controlo. Na banda G1 verifica-se o
mesmo que na banda D, pois no grupo do soro neste perfil s6 aparece em um individuo.
Outro exemplo € a banda E, que no grupo do soro esta expressa em todos os individuos,
mas em niveis diferentes.

Das 15 bandas proteicas observadas (1A — K) (figura 26) existe uma gque néo esta
presente em nenhuma amostra do grupo do soro.

Um dos individuos tratados com leptina (8 da 12 fase) apresenta um perfil
diferente de todos os restantes individuos desse grupo, para a maior parte das bandas
proteicas, pelo que foi considerado outlier, sendo excluido da andlise (Anexo 5). O
mesmo aconteceu para o individuo 13 da 22 fase, tratado com veiculo, cuja observacdo
do perfil nos géis SDS PAGE sugere a aplicacdo de quantidades reduzidas de proteina
(Anexo 5).
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Figura 26 — Lanes representativas dos perfis proteicos para cada grupo experimental, e respetivas

massas moleculares aparentes.

De modo a poder comparar amostras presentes em géis diferentes, a expressao
das diversas bandas proteicas foi analisada em termos de percentagem de volume. O
calculo dessa percentagem de volume foi feito considerando o volume da banda
individual em relacdo ao volume do total de bandas presentes na respetiva lane.

Verificou-se, para diversas bandas, que a distribuicdo ndo é normal, e nesses
casos procedeu-se a analise dos dados através de testes ndo paramétricos (Anexo 3) —
Kruskal Wallis, conforme descrito na seccdo de matérias e métodos. Para aquelas
bandas cuja distribuicdo dos valores € normal (bandas A, B, E, G, H, | e J), foi feita uma
ANOVA (Anexo 3). Observaram-se diferengas significativas, entre grupos, para a banda
H3 (p<0,1). Esta banda apresenta expressdo mais baixa no grupo do soro (tabela 1), ndo
chegando mesmo a observar-se em nenhuma das lanes correspondentes a amostras
deste grupo.

Observa-se também uma diferencga estatisticamente significativa a nivel da banda
proteica H (figura 26 e 27), cuja expresséo esta diminuida nos individuos tratados com
leptina, relativamente aos individuos controlo. J& em relacdo aos individuos do grupo do
soro, h4 apenas uma tendéncia para menores expressfes da banda H por parte dos

animais do grupo da leptina (tabela 2).
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Tabela 2 — Bandas diferencialmente expressas entre grupos [% de volume (média * erro padrao)].

Banda Grupo Expresséo (% de vol)# P MwW
Leptina 7,43 +1,17
0,094*
Controlo 13,93+ 2,45
H - 36,672
Leptina 7,43 £1,17
0,168
Soro 12,31 +1,57
Controlo 5,53+0,99
- 0,055*
H3 Leptina 6,27 £ 1,45 18,173
Soro 0

* Considerando todas as amostras, aplicadas nos diferentes géis SDS PAGE; * diferenca significativa para p<0,1

Para além das bandas proteicas, acima referidas, em que se observaram
diferencas significativas, a banda E (figura 26 e 27) também parece diferir entre os
grupos. No entanto, esta € uma banda em que existe uma grande variabilidade inter-
individual dentro de cada grupo (Controlo 24,34 + 6,98; Soro 18,67 + 4,52; Leptina 10,40
*+ 3,45), o que pode dificultar a obtencdo de diferencas estatisticamente significativas.
Analisando a frequéncia com que esta banda aparece em cada grupo, observa-se a sua
presenca em 83,3% dos individuos controlo, em 100% dos individuos do soro e em
66,7% dos individuos do grupo da leptina. Para além das diferengas na frequéncia com
gque aparece em cada grupo, quando aparece também parece haver uma tendéncia para
uma menor expressao no grupo da leptina. Essa tendéncia é mais evidente quando se

considera uma analise gel a gel (figura 27 e anexo 5).
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Figura 27 — Expressao (% volume) das bandas com diferengas estatisticamente significativas

(banda H e H3) e da banda com tendéncia para baixa expresséo a nivel da leptina (banda E).

E também de notar que ha valores de expressdo muito elevados nos animais do

grupo controlo e do grupo do soro para os individuos que apresentam expressao
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(intervalo para os individuos que apresentam expressao: 10 - 47,15 e 7,5 - 40,98
respetivamente), o que ndo se observam em nenhum animal do grupo da leptina

(intervalo para os individuos que apresentam expressao: 11,2 - 18,9).

1) Eletroforese Bi-dimensional (2D)

Géis de 4 individuos do tratamento com leptina e de 4 individuos do tratamento
com veiculo foram comparados. Optou-se pela comparacdo apenas entre individuos
destes dois grupos, por estes apenas diferirem na presenca ou auséncia de leptina na
solucdo administrada. Assim, € de esperar que as diferengcas que sejam observadas
entre os grupos se devam apenas ao efeito da hormona (figura 28).

133 gogt3! I 1 3™ pl 11

3
ol 3 — ’: 162 &)83 —> ) 150
" A -100
y | o ‘ " .75

ol W | -50
P ~ - — %
e oo
} - E 9 1% o -37
122 ¢
4 Kl ) 604
: L 7 07
X | pSSY < o
! | 25

&1)40

Yy o - F k. . ) 1 - B |
'
" Ty e
S s‘u e i

Figura 28 — Perfil proteico obtido por eletroforese bi-dimensional. Em cada imagem foram

assinalados os spots cuja expressao foi observada como estando aumentada, relativamente ao

outro grupo. A — grupo leptina; B — grupo soro.

Um dos individuos do tratamento com leptina [8 (12 fase)] apresentou um perfil
diferente dos restantes 3 e muito préximo do perfil dos individuos tratados com veiculo,
pelo que foi considerado como outlier, tendo sido removido da andlise. O fato de este
individuo ja ter aparecido como outlier nos perfis SDS-PAGE veio reforcar esta deciséo.

Em termos de perfis bi-dimensionais, o tratamento com leptina resultou em
diferencas em 16 spots proteicos, relativamente ao tratamento com veiculo. Destes, 6
spots encontram-se com uma expresséo (% de volume) significativamente mais elevada
nos individuos que receberam leptina, comparativamente aos que receberam veiculo,

enguanto 1 spot apresenta uma expressao mais baixa (ver figura 28, tabela 3 e Anexo 4).
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Tabela 3 — Spots diferencialmente expressos entre grupos [% de volume (média + erro padréao)]

Express&o”
Spot Soro P Leptina P MW (iga;r)ente pl aparente
Maior expressao em individuos com hiperleptinémia
40 0,118 + 0,084 0,525 + 0,083 0,019 18,9 5,9
41 0,316 + 0,150 1,069 + 0,098 0,009 19,8 5,8
82 0,188 + 0,045 0,380 £ 0,040 0,025 94,4 5,6
83 0,187 + 0,069 0,456 + 0,067 0,039 91,0 5,8
91 0,054 £ 0,034 0,261 £ 0,071 0,081% 34,5 6,1
102 0,041 + 0,007 0,191 £ 0,016 0,005 97,9 54
Menor expressao em individuos com hiperleptinémia
76 | 8,349+1,847 | 4,013+0,179 0,100° 78,7 5,9
Spots apenas observados em géis de individuos com hiperleptinémia
104 n.o. 3,444 £1,318 n.a. 25,7 53
107 n.o. 0,811 £ 0,057 n.a. 26,1 5,6
111 n.o. 0,413 £ 0,347 n.a. 37,1 6
Spots apenas observados em géis de individuos com soro
121 0,519 £ 0,095 n.o. n.a. 38,2 4,55
122 1,336 + 0,783 n.o. n.a. 24,8 3,4
123 0,318 £ 0,168 n.o. n.a. 16,6 5,6
131 0,104 + 0,026 n.o. n.a. 113,2 5,6
132 0,104 + 0,036 n.o. n.a. 113,2 55
133 0,048 £ 0,010 n.o. n.a. 113,2 55

8 spots para os quais as diferengas apenas so significativas para um intervalo de confianga de 90%; n.o. —
spot ndo observado com a coloragdo utilizada (azul brilhante de coomassie R-250); p<0,05; n.a. — ndo
aplicavel.

Para além destes, existem ainda 3 spots s6 observados no grupo tratado com
leptina (significando uma maior expressdo em animais tratados com esta hormona) e 6
spots apenas observados no grupo tratado com soro.

Para além destas diferencas estatisticamente significativas, ha ainda um spot que
apresenta um valor de P de 0,08 (spot 91), o qual apenas é observado num dos géis de
individuos tratados com veiculo, sendo a sua expressdo nesse gel inferior a expresséo
observada em qualquer um dos géis do grupo tratado com leptina. Adicionalmente, o spot
76, cujo valor de P é de 0,1, também apresenta uma tendéncia para menor expressao no
grupo da leptina. Neste caso, o spot esta expresso em todos os individuos de ambos os
grupos, mas os valores de expressdo nos animais (figura 28) do grupo da leptina
analisados séo todos inferiores aos valores de expressao dos animais do grupo do soro.
Pelos motivos ja referidos para a andlise dos géis SDS PAGE, também aqui é de
considerar as diferencas para um intervalo de confianca de 90% (Anexo 4).

E ainda relevante referir que o spot 76 se encontra na zona de massas
moleculares correspondentes as da banda E (nos perfis SDS PAGE), a qual, tal como foi

referido anteriormente, também parece apresentar uma tendéncia para menor expressao
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no grupo tratado com leptina. O spot 111 encontra-se préximo de massas moleculares
correspondentes a banda H encontrada no perfi SDS PAGE (37,1 - 36,7
respetivamente). No entanto, o spot 111 apresenta maior expressao no grupo da leptina
contrariamente a banda H. O spot 40, esta proximo da massa molecular da banda H3 do
perfil SDS PAGE (18,9 — 18,2 respetivamente) e, tal como esta, também apresenta uma

expressao mais baixa no grupo do soro.
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XIV. Discussao

O obijetivo principal deste trabalho consistiu em avaliar alteracdes na composicao
proteica da saliva induzidas por hiperleptinémia.

Através do método ELISA, procedeu-se a determinacdo dos niveis plasmaticos da
hormona em estudo. Verificou-se que os niveis aumentaram significativamente com a
inducdo proposta, em que 0 grupo sujeito ao tratamento (leptina), apresentou niveis
plasmaticos quatro vezes superiores aos valores obtidos nos restantes grupos. A
utilizacdo de implantes deste tipo para administracdo de leptina foi j& usada noutros
estudos, com resultados semelhantes (Barazzoni et al., 2003).

No que respeita a evolugdo do peso ao longo de todo o ensaio, verificou-se que
estatisticamente néo existem diferencas significativas entre grupos. No entanto, no grupo
leptina ap6s a indugdo da hiperleptinémia, mais propriamente a partir do 42 dia de ensaio,
houve uma tendéncia para estes animais terem sempre menores ganhos e/ou maiores
perdas de peso do que os animais tratados com veiculo, tendéncia essa que néo era
visivel antes do ensaio, sugerindo que houve influencia desta hormona.

A nivel dos consumos, a inducdo de hiperleptinémia parece conduzir a menor
ingestao de alimento. Apesar de s6 no terceiro dia se observarem diferencas significativa
entre os grupos leptina e soro, desde o primeiro dia que se assiste a uma tendéncia para
valores mais baixos, por parte dos animais tratados com esta hormona. Esta tendéncia
ndo era observada no periodo anterior a colocacdo dos implantes, o que mostra existir
um efeito da leptina.

As alteracdes no consumo de alimento por parte dos animais que receberam
leptina demonstram que a hormona administrada através dos implantes usados neste
estudo, teve efeito de saciedade. A leptina é uma hormona derivada principalmente dos
adipdcitos, tendo influéncia na ingestao alimentar e no gasto energético, dada a sua agéo
a nivel dos centros reguladores da ingestdo, no hipotdlamo (Bohlender et al., 2003).
Varios estudos, incluindo em roedores tém demonstrado esta influéncia da leptina sobre
a nutricdo (Air et al. 2002). Por exemplo observou-se que a administracdo de leptina em
ratinhos obesos (ob/ob) reduz o apetite e consequentemente a ingestdo de alimentos, e
simultaneamente estimula a termogénese, aumenta o consumo de oxigénio e a atividade
locomotora, originando uma diminuicdo acentuada do peso (cerca de 40% em 33 dias).
De salientar que, a administracdo de leptina em ratinhos normoponderais associa-se,
também, a uma diminuicdo do peso e da ingestédo de alimentos, embora a intensidade da
resposta seja menor do que a observada nos ob/ob (Batista, 2002).

Depois do 3° dia apds colocagdo dos implantes, deixam de existir diferengas entre

0S grupos, quer a nivel do consumo absoluto de alimento, quer a nivel do consumo em
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funcdo do peso individual dos animais. Estes resultados, sugerem que os animais, ao fim
de algum tempo, apresentam algum mecanismo de “ajuste” aos niveis mais elevados de
leptina. Paul Cohen et al. (2005) trataram também ratos com leptina através de bombas
osmdticas implantadas, e verificaram que a ingestdo de alimentos atingiu o seu ponto
mais baixo no terceiro dia, 0 que justificaram como estando associado ao tempo ao fim
do qual havia ocorrido a deplecdo completa de massa de tecido adiposo. Depois disto,
recuperaram a ingestao de alimentos e a perda de peso estabilizou, de forma semelhante
a0s Nossos resultados.

No que diz respeito a andlise da saliva mista, tanto a nivel da concentragéo de
proteina total, como a nivel da taxa de secrecéo, verificou-se que ndo existem diferencas
estatisticamente significativas entre grupos, o que sugere que a leptina ndo interfere com
estes dois parametros salivares.

A salivacao é regulada principalmente pelo sistema nervoso auténomo simpético e
parassimpético, em que o primeiro €, normalmente, responsavel pela secre¢cdo de um
menor volume de saliva, com maior concentracdo proteica, e o segundo por maior
volume, sendo essa secrec¢do mais aquosa (Chiappin et al., 2007). Tendo em conta que a
leptina é referida como aumentando a atividade do sistema nervoso simpatico em
diversos 6rgdaos, incluindo os sistemas reprodutivos, renais (Tanida et al., 2013) e
cardiovasculares (Acampa et al., 2008), ndo € de excluir uma alteracdo da atividade
deste ramo do sistema nervoso autbnomo também ao nivel das glandulas salivares.
Assim, poderia esperar-se uma maior concentracdo em proteina total na saliva mista dos
animais tratados com leptina. No entanto, isso ndo foi observado no presente trabalho. A
taxa de secrecdo e a concentracdo de proteina total da saliva variam com muitos fatores
(Quintana et al., 2009) incluindo a prépria variabilidade inter-individual. Essa variabilidade
pode justificar o ndo encontrar diferencas entre grupos. Uma andlise que comparasse a
salivacdo nos periodos anterior e posterior a administracdo de hormona poderia ajudar a
esclarecer esta questdo. Nao foram encontrados estudos em que estes parametros
fossem avaliados ap6s indugéo de hiperleptinémia.

Varios estudos tém demostrado uma potencial regulacdo da glandula salivar
também por hormonas. No caso da leptina, a presenca da forma funcional dos recetores
desta hormona, a nivel dos &cinos e dos ductos, foi j& observada (Balya et al., 2007),
sugerindo uma possivel influéncia da mesma na salivagdo. O tecido adiposo presente no
parénquima das glandulas salivares foi apontado como podendo ter um papel ativo na
regulacdo da salivacdo, nomeadamente a nivel da expressdo da leptina salivar (De
Matteis et al., 2002). A leptina ndo s6 foi vista como potencial regulador das glandulas,

mas também como hormona produzida e secretada por estas (Ueda et al., 2013).
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Com recurso a técnicas de separacao proteica, foi possivel observar diferencas no
proteoma salivar entre os individuos pertencentes aos trés grupos. Quer a separacao
unidimensional (de acordo com as massas moleculares), quer a bi-dimensional (de
acordo com as massas moleculares e, simultaneamente, com 0s pontos isoelétricos)
permitiram detetar variagdes do perfil proteico da saliva.

No que diz respeito aos perfis SDS PAGE, foram encontradas diferengas para as
bandas com massas moleculares aparentes da ordem dos 18 e 28 kDa (H3 e H,
respetivamente) sendo a primeira uma banda que apresenta maior expressao no grupo
da leptina e a segunda uma banda de expressdo diminuida. Na zona de massas
moleculares correspondentes a banda H3, o spot que apresenta varia¢gdes nos géis 2D,
esta menos expresso sugerindo que a maior expressao da banda H3, nos animais com
hiperleptinémia terd que ser justificada por proteinas, de massa molecular semelhante,
que contribuam para maiores diferencas a nivel da expressdo da banda nos géis SDS
PAGE, mas que por terem pontos isoelétricos proximos dos extremos, ndo tenham sido
visualizadas nos géis 2D. J4 no que diz respeito a zona de massas moleculares
correspondente a banda H, existem dois spots cuja expressao € maior para 0s animais
gue receberam leptina e um spot cuja expressdo € menor. A identificagdo proteica destes
spots sera importante para ajudar a compreender as alteragdes observadas.

Uma banda cuja expressdo se observou estar tendencialmente diminuida no
grupo de animais tratados com leptina, relativamente aos tratados com veiculo, foi a
banda préxima dos 70 kDa. O spot 76 dos géis 2D apresenta uma massa molecular
aparente da mesma ordem de grandeza, e também esta diminuido no grupo da leptina.
Apesar de no presente trabalho ndo terem sido feitas identificagbes das proteinas
constituintes dos spots diferencialmente expressos, comparando os perfis obtidos com
outros perfis de saliva mista de roedores existentes na bibliografia (Beverly et al., 2012;
Lamy et al., 2010), é de crer que se trate da proteina alfa-amilase.

Contrariamente ao que seria de esperar, considerando a ativacdo do sistema
nervoso auténomo por parte da leptina (Nina et al., 2003), nao foi observado um aumento
da expressa de amilase salivar. Esta € uma proteina salivar apontada como potencial
marcador de atividade deste ramo do sistema nervoso autonomo (Nater e Rohleder,
2009). Diversos estudos mostraram que a estimulacao simpatica resulta na secrecao de
saliva parétida caracterizada por baixo fluxo salivar e concentragdes de proteina total e
amilase elevados (Nater e Rohleder, 2009).

A diminuicdo na expressdo de alfa amilase salivar, observada no presente
trabalho, sugere que, ou que ndo houve aumento da atividade do sistema nervoso

autbnomo a nivel das glandulas salivares, para as concentracdes de leptina
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administradas, ou que a acéo esta hormona nas glandulas salivares possa ser por outras
vias, que ndo apenas através da influencia na atividade do sistema nervoso simpético.

Ha varios estudos que observam a presenca de recetores de leptina nos acinos e
ductos das glandulas salivares maiores (Ueda et al., 2013) pelo que nédo é de excluir que
a acao da leptina possa ocorrer de forma direta a nivel destas estruturas, modificando a
composicao da saliva.

Por outro lado sendo a leptina uma hormona responsavel pelo aumento de
saciedade, os efeitos da administracdo desta hormona poderiam ser semelhantes aos ja
descritos em estudos que avaliam a composicdo proteica da saliva nessas condicdes. Se
assim fosse, seria de esperar um aumento, e ndo uma diminuigdo desta proteina salivar,
uma vez que alguns autores observaram aumentos de amilase em situacéo de saciedade
(Harthoorn, 2008). No entanto, no presente estudo observaram-se decréscimos no
consumo de alimento (saciedade) apenas nos primeiros dias, pelo que o efeito de
saciedade habitualmente referido para a leptina ndo parece observar-se ao fim dos 7 dias
de administracdo da mesma.

Assim, outros estudos sdo necessarios para avaliar se alguns dos efeitos referidos
neste trabalho se devem a uma acao direta da leptina a nivel dos recetores para esta
hormona que se encontram nas glandulas salivares. Por exemplo, a realizacdo de
estudos in vitro, ou in vivo com canulag&o dos vasos que fazem o aporte de sangue para
as glandulas e a colheita imediata deste fluido, através da canulagdo dos ductos das

mesmas, poderiam dar nova informagéo.
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XV. Conclusao

A hiperleptinémia conduziu a diminuicdo no consumo de alimento, revertida ao fim de
poucos dias de administracéo desta hormona.

Apesar de ndo provocar altera¢cdes na concentragdo em proteina total, nem na taxa
de secrecdo, a administracdo de leptina conduziu a alteragdes na composi¢ao proteica da
saliva mista. Ha proteinas cuja expressdo aumenta numa situagdo de hiperleptinémia,
enguanto para outras a expressao diminui.

Parece existir uma diminuicdo na expressao relativa de uma isoforma de amilase
salivar, o que vai em sentido contrario ao esperado, se considerarmos a possibilidade da
atividade aumentada do sistema nervoso simpético, o que aponta no sentido de uma
possivel influéncia da leptina a nivel da salivacdo que ndo passa pela acdo indireta

através da atividade deste ramo do sistema nervoso auténomo.
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XVIL

Anexos

S. Anexo 1 - Consumos e variacao de peso

Tabela 4 — Valores obtidos para o consumo de racéo (g) nos 4 dias antes e nos 6 dias depois da

inducéo da hiperleptinémia.

Antes da cirurgia

Depois da Cirurgia

Rato Rato
Diario | Diéario | Diario | Diario Diario | Diario | Diario | Diario | Diario | Diario
24,0 28,4 28,4 28,4 31,97 | 27,28 | 28,20 | 19,57 | 28,02 | 23,08
26,7 28,9 28,9 28,9 38,32 | 25,41 | 33,42 | 14,19 | 29,48 | 22,10
27,6 31,3 31,3 31,3 32,86 | 31,05 | 32,74 | 15,38 | 37,28 | 26,17
11 23,3 26,2 26,2 26,2 11 31,27 | 22,67 | 28,70 | 15,20 | 24,02 | 24,92
4F2 18,9 18,9 21,8 21,8 4F2 32,33 (20,17 | 33,48 | 19,98 | 21,86 | 19,86
Controlo TF2 19,7 19,7 23,0 23,0 7F2 33,85 (23,38 33,43 | 19,21 | 27,62 | 20,9
9F2 21,4 21,4 22,0 22,0 9F2 32,9 | 26,18 | 26,69 | 23,63 | 23,36 | 23,68
15F2 20,5 20,5 20,2 20,2 15F2 30,39 | 25,36 | 28,43 | 21 |20,61| 22,3
Media 22,8 24,4 25,2 25,2 Media 33,0 | 252 | 306 | 185 | 26,5 | 22,9
DesvPad 3,2 4,8 4,0 4,0 DesvPad 2,4 33 2,9 3.3 54 2,1
Erro padrédo 11 1,7 1,4 1,4 | Erropadrdo| 0,8 1,2 1,0 1,2 1,9 0,7
13 25,25 | 26,22 | 26,22 | 26,22 13 26,80 | 13,64 | 27,55 | 10,78 | 28,90 | 28,56
6 25,45 | 24,71 | 24,71 | 24,71 6 25,06 | 18,15 | 32,43 | 14,64 | 29,61 | 22,48
7 27,38 | 27,07 | 27,07 | 27,07 7 27,73 | 19,77 | 27,89 | 15,57 | 28,39 | 21,46
8 23,00 | 26,03 | 26,03 | 26,03 8 23,97 | 13,27 | 24,80 | 17,53 | 24,89 | 26,74
) 11F2 19,845 (19,845 | 19,45 | 19,45 11F2 28,83 | 23,93 | 28,46 | 21,66 | 24,33 | 20,98
Leptina 12F2 20,86 | 20,86 |22,945 | 22,945 12F2 32,59 | 19,13 | 30,94 | 23,05 | 18,81 | 25,99
14F2 19,865 | 19,865 | 18,415 | 18,415 14F2 26,07 | 22,63 | 29,07 | 18,01 | 21,67 | 24,3
Media 23,1 23,5 23,5 23,5 Media 27,3 | 18,6 | 28,7 | 17,3 | 25,2 | 244
DesvPad 3,0 3,2 3,4 34 DesvPad 2,8 4,1 25 4,2 4,0 2,9
Erro padrédo 11 1,2 1,3 1,3 Erro padrdao | 1,1 15 0,9 1,6 1,5 1,1
14 23,31 | 23,80 | 23,80 | 23,80 14 24,78 | 16,82 | 29,39 | 16,17 | 28,20 | 26,41
10 26,95 | 23,40 | 23,40 | 23,40 10 28,31 | 20,02 | 35,06 | 21,45 | 30,50 | 28,68
5 25,08 | 25,45 | 25,45 | 25,45 5 27,08 | 20,69 | 33,65 | 19,13 | 33,43 | 20,48
1F2 18,205 | 18,205 | 22,1 22,1 1F2 27,34 | 21,67 | 30,69 | 19,5 | 28,05 | 20,15
5F2 21,755 | 21,755 | 22,95 | 22,95 5F2 35,37 | 20,54 | 35,64 | 23,89 | 24,23 | 22,09
Soro 8F2 19,615 | 19,615 | 23,925 | 23,925 8F2 30,62 | 21,55 | 33,68 | 19,93 | 23,22 | 26,64
10F2 21,325 21,325 | 22,53 | 22,53 10F2 28,3 | 16,24 | 29,25 | 17,19 | 26,23 | 24,09
13F2 19,28 | 19,28 | 22,18 | 22,18 13F2 35,79 | 23,1 | 32,82 (22,85 | 25,09 | 26,32
16F2 20,725 | 20,725 | 19,82 | 19,82 16F2 33,18 | 22,4 |31,35| 20,88 | 22,35 | 22,39
Media 21,8 21,5 22,9 22,9 Media 30,1 | 203 | 324 | 20,1 | 26,8 | 24,1
DesvPad 2,8 2,4 1,6 1,6 DesvPad 3,9 2,4 2,3 2,5 3,6 3,0
Erro padrédo 0,9 0,8 0,5 0,5 |Erropadrao| 1,3 0,8 0,8 0,8 1,2 1,0
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Tabela 5 - Valores obtidos para a evolugdo do peso nos 4 dias antes e nos 6 dias depois da

inducéo da hiperleptinémia.

Antes da Cirurgia Depois da Cirurgia

Rato Rato
Diério | Diério | Diario | Diario Diario | Diario | Diario | Diario | Diario | Diario
1 348 | 352 | 356 | 360 1 353 | 356 | 356 | 357 | 361 | 360
2 390 | 393 | 396 | 399 2 383 | 382 | 390 | 375 | 386 | 389
3 411 | 413 | 416 | 418 3 411 | 408 | 409 | 407 | 408 | 413
11 341 | 342 | 344 | 345 11 335 | 335 | 339 | 335 | 337 | 340
4F2 345 | 348 | 350 | 351 4F2 352 | 345 | 354 | 356 | 356 | 355
Controlo 7F2 381 | 383 | 384 | 384 7F2 383 | 380 | 389 | 380 | 393 | 388
9F2 374 | 376 | 378 | 376 9F2 374 | 372 | 373 | 369 | 375 | 373
15F2 360 | 360 | 360 | 361 15F2 362 | 360 | 365 | 366 | 366 | 362
Media 368,8 | 370,8 | 372,9 | 374,2| Media |369,1|367,3|371,9|368,1|372,8 3725
DesvPad 247 | 24,8 | 24,9 | 250 | DesvPad | 23,7 | 23,2 | 23,0 | 21,0 | 22,6 | 23,2

Erro padrédo 8,7 8,8 8,8 8,9 |Erropadrdao| 8,4 8,2 8,1 7,4 8,0 8,2

13 365 | 365 | 365 | 365 13 366 | 362 | 363 | 357 | 364 | 367
6 368 | 368 | 369 | 369 6 366 | 365 | 373 | 359 | 373 | 368

7 370 | 372 | 375 | 377 7 370 | 369 | 371 | 368 | 369 | 366

8 359 | 363 | 366 | 370 8 364 | 362 | 366 | 365 | 359 | 365

Leptina 11F2 372 | 368 | 363 | 368 11F2 | 373 | 375 | 375 | 373 | 377 | 374
12F2 370 | 374 | 377 | 379 12F2 | 380 | 369 | 377 | 383 | 376 | 375

14F2 364 | 360 | 355 | 357 14F2 | 358 | 360 | 359 | 355 | 353 | 353

Media 366,9 | 367,0 | 367,1(369,1 | Media |368,1|366,0 |369,1 3657|3673 3669

DesvPad 45 | 50 | 74 | 7,4 | DeswPad | 70 | 53 | 66 | 99 | 90 | 72

Erro padrédo 1,7 1,9 2,8 2,8 | Erropadrdao| 2,7 2,0 2,5 3,8 34 2,7

14 390 | 390 | 391 | 301 14 384 | 386 | 391 | 389 | 392 | 391

10 333 | 330 | 328 | 325 10 330 | 329 | 332 | 334 | 339 | 344

5 380 | 379 | 379 | 378 5 375 | 379 | 383 | 381 | 391 | 388

1F2 342 | 345 | 347 | 346 1F2 345 | 343 | 349 | 349 | 356 | 353

o5F2 370 | 372 | 373 | 375 5F2 376 | 369 | 378 | 378 | 379 | 381

Soro 8F2 373 | 378 | 383 | 381 8F2 379 | 376 | 386 | 383 | 387 | 389
10F2 351 | 355 | 358 | 358 10F2 | 358 | 351 | 364 | 355 | 367 | 363

13F2 378 | 378 | 377 | 383 18F2 | 388 | 378 | 381 | 381 | 381 | 382

16F2 350 | 350 | 350 | 354 16F2 | 357 | 354 | 361 | 363 | 358 | 355

Media 363,0 | 364,0 | 365,0 | 365,5 | Media | 3658 | 362,8 | 369,4 | 368,1 | 372,2 | 371,8

DesvPad 19,5 | 19,9 | 205 | 21,3 | DesvPad | 195 | 19,4 | 195 | 18,8 | 183 | 18,0

Erro padrédo 6,5 6,6 6,8 7,1 |erropadrao | 6,5 6,5 6,5 6,3 6,1 6,0
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Tabela 6 - Valores obtidos para o consumo de racdo em funcao da evolucdo do peso nos 4 dias

antes e nos 6 dias depois da inducao da hiperleptinémia.

Rato Antes da Cirurgia Rato Depois da Cirurgia
Diario | Diario | Diario | Diéario Diario | Diario Diario Diario Diario | Diario

1 69 81 80 79 1 91 77 79 55 78 64
2 68 74 73 72 2 100 67 86 38 76 57
3 67 76 75 75 3 80 76 80 38 91 63
11 68 77 76 76 11 93 68 85 45 71 73
4F2 55 54 62 62 4F2 92 58 95 56 61 56
Controlo 7F2 52 52 60 60 7F2 88 62 86 51 70 54
9F2 57 57 58 59 9F2 88 70 72 64 62 63
15F2 57 57 56 56 15F2 84 70 78 57 56 62
Media 62 66 68 67 Media 90 68 82 50 71 62
DesvPad 7 12 9 9 DesvPad 6 6 7 9 11 6
pae(rjrrgo 3 4 3 3 p;;:go 2 2 2 3 4 2
13 69 72 72 72 13 73 38 76 30 79 78
6 69 67 67 67 6 68 50 87 41 79 61
7 74 73 72 72 7 75 54 75 42 77 59
8 64 72 71 70 8 66 37 68 48 69 73
11F2 53 54 54 53 11F2 7 64 76 58 65 56
Leptina 12F2 56 56 61 61 12F2 86 52 82 60 50 69
14F2 55 55 52 52 14F2 73 63 81 51 61 69
Media 63 64 64 64 Media 74 51 78 47 69 66
DesvPad 8 9 9 9 DesvPad 6 11 6 10 11 8
pggr%o 3 3 3 3 pfé:go 2 4 2 4 4 3
14 60 61 61 61 14 65 44 75 42 72 68
10 81 71 71 72 10 86 61 106 64 90 83
5 66 67 67 67 5 72 55 88 50 85 53
1F2 53 53 64 64 1F2 79 63 88 56 79 57
5F2 59 59 62 61 5F2 94 56 94 63 64 58
8F2 53 52 62 63 8F2 81 57 87 52 60 68
Soro 10F2 61 60 63 63 10F2 79 46 80 48 71 66
13F2 51 51 59 58 13F2 92 61 86 60 66 69
16F2 59 59 57 56 16F2 93 63 87 58 62 63
Media 60 59 63 63 Media 82 56 88 55 72 65
DesvPad 9 7 4 5 DesvPad 10 7 8 7 11 9
mio || 3 |2 1 |2 |pme s 2] a|2] 4|3
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m) Analise Estatistica do Consumo de racgao

Descriptives

95% Confidence Interval for Mean
N Mean | Std. Deviation | Std. Error Minimum Maximum
Lower Bound Upper Bound
controlo 8 27,382 7,0568 2,4950 21,482 33,282 15,2 36,8
. soro 9 23,437 4,8140 1,6047 19,736 27,137 16,0 30,2
pla-s leptina 7 24,267 2,1875 ,8268 22,244 26,290 21,4 27,4
Total 24 24,994 5,2496 1,0716 22,777 27,211 15,2 36,8
controlo 8 22,758 3,2009 1,1317 20,082 25,434 18,9 27,6
. soro 9 21,804 2,8499 ,9500 19,614 23,995 18,2 27,0
Dra-4 leptina 7 23,091 3,0140 1,1392 20,303 25,878 19,8 27,4
Total 24 22,498 2,9380 ,5997 21,257 23,738 18,2 27,6
controlo 8 24,427 4,8475 1,7139 20,374 28,479 18,9 31,3
. soro 9 21,506 2,3595 ,7865 19,692 23,320 18,2 25,5
b3 leptina 7 23,514 3,2024 1,2104 20,553 26,476 19,8 27,1
Total 24 23,065 3,6634 7478 21,518 24,612 18,2 31,3
controlo 8 25,246 4,0369 1,4273 21,871 28,621 20,2 31,3
_ soro 9 22,906 1,5572 ,5191 21,709 24,103 19,8 25,5
D2 leptina 7 23,549 3,4289 1,2960 20,377 26,720 18,4 27,1
Total 24 23,873 3,1502 ,6430 22,543 25,204 18,4 31,3
controlo 8 25,246 4,0369 1,4273 21,871 28,621 20,2 31,3
_ soro 9 22,906 1,5572 ,5191 21,709 24,103 19,8 25,5
bt leptina 7 23,549 3,4289 1,2960 20,377 26,720 18,4 27,1
Total 24 23,873 3,1502 ,6430 22,543 25,204 18,4 31,3
controlo 8 32,986 2,4014 ,8490 30,979 34,994 30,4 38,3
_ soro 9 30,086 3,8953 1,2984 27,091 33,080 24,8 35,8
pat leptina 7 27,293 2,8396 1,0733 24,667 29,919 24,0 32,6
Total 24 30,238 3,7964 7749 28,635 31,841 24,0 38,3
controlo 8 25,188 3,2644 1,1541 22,458 27,917 20,2 31,1
. soro 9 20,337 2,3601 , 7867 18,523 22,151 16,2 23,1
blaz leptina 7 18,646 4,0722 1,5392 14,880 22,412 13,3 23,9
Total 24 21,460 4,1525 ,8476 19,707 23,214 13,3 311
controlo 8 30,636 2,8832 1,0194 28,226 33,047 26,7 335
. soro 9 32,392 2,3441 , 7814 30,590 34,194 29,3 35,6
bia3 leptina 7 28,734 2,4599 ,9297 26,459 31,009 24,8 32,4
Total 24 30,740 2,8838 ,5886 29,522 31,958 24,8 35,6
controlo 8 18,520 3,2864 1,1619 15,772 21,268 14,2 23,6
. soro 9 20,110 2,4900 ,8300 18,196 22,024 16,2 23,9
Dlad leptina 7 17,320 4,1874 1,5827 13,447 21,193 10,8 23,1
Total 24 18,766 3,3737 ,6887 17,342 20,191 10,8 23,9
controlo 8 26,531 5,3569 1,8940 22,053 31,010 20,6 37,3
) soro 9 26,811 3,5993 1,1998 24,044 29,578 22,4 33,4
plas leptina 7 25,229 4,0302 1,5233 21,501 28,956 18,8 29,6
Total 24 26,256 4,2362 ,8647 24,467 28,045 18,8 37,3
controlo 8 22,876 2,0581 7277 21,156 24,597 19,9 26,2
Dia 6 soro 9 24,139 3,0280 1,0093 21,811 26,466 20,2 28,7
leptina 7 24,359 2,8675 1,0838 21,707 27,011 21,0 28,6

Pagina 61




Efeitos da Hiperleptinémia na Secregdo de Proteinas Salivares

Total | 24 | 23,782 | 2,6570 5424 22,660 24,904 19,9 28,7
Comparagédo (One-way ANOVA)
Multiple Comparisons
95% Confidence Interval
Dependent Variable () Grupo (J) Grupo |Mean Difference (I-J)| Std. Error Sig.
Lower Bound Upper Bound
soro 3,9452 2,5153 0,281 -2,395 10,285
controlo
leptina 3,1147 2,6790 0,488 -3,638 9,867
Tukey controlo -3,9452 2,5153 0,281 -10,285 2,395
Dia -5 HSD soro
leptina -,8305 2,6087 0,946 -7,406 5,745
controlo -3,1147 2,6790 0,488 -9,867 3,638
leptina
soro 0,8305 2,6087 0,946 -5,745 7,406
soro 0,9537 1,4662 0,794 -2,742 4,649
controlo
leptina -0,3326 1,5617 0,975 -4,269 3,604
controlo -0,9537 1,4662 0,794 -4,649 2,742
Dia -4 TuIS<ey soro
HSD leptina -1,2863 1,5206 0,679 -5,119 2,547
controlo 0,3326 1,5617 0,975 -3,604 4,269
leptina
soro 1,2863 1,5206 0,679 -2,547 5,119
soro 2,9206 1,7441 0,238 -1,476 7,317
controlo
leptina 0,9124 1,8577 0,876 -3,770 5,595
Tukey controlo -2,9206 1,7441 0,238 -7,317 1,476
Dia -3 HSD soro
leptina -2,0082 1,8089 0,519 -6,568 2,551
controlo -0,9124 1,8577 0,876 -5,595 3,770
leptina
soro 2,0082 1,8089 0,519 -2,551 6,568
soro 2,3399 1,5145 0,291 -1,478 6,157
controlo
leptina 1,6975 1,6132 0,553 -2,369 5,764
Tukey controlo -2,3399 1,5145 0,291 -6,157 1,478
Dia -2 HSD soro
S leptina -,6425 1,5708 0,912 -4,602 3,317
controlo -1,6975 1,6132 0,553 -5,764 2,369
leptina
soro ,6425 1,5708 0,912 -3,317 4,602
soro 2,3399 1,5145 0,291 -1,478 6,157
controlo
leptina 1,6975 1,6132 0,553 -2,369 5,764
Tukey controlo -2,3399 1,5145 0,291 -6,157 1,478
Dia -1 HSD soro
leptina -,6425 1,5708 0,912 -4,602 3,317
controlo -1,6975 1,6132 0,553 -5,764 2,369
leptina
soro ,6425 1,5708 0,912 -3,317 4,602
soro 2,9007 1,5371 0,167 -0,974 6,775
controlo -
leptina 5,6934 1,6372 0,006 1,567 9,820
controlo -2,9007 1,5371 0,167 -6,775 0,974
Dia 1 Tukey soro
HSD leptina 2,7927 1,5942 0,210 -1,225 6,811
controlo -5,6934" 1,6372 0,006 -9,820 -1,567
leptina
soro -2,7927 1,5942 0,210 -6,811 1,225
soro 4,8508" 1,5679 0,015 0,899 8,803
controlo -
leptina 6,5418 1,6700 0,002 2,332 10,751
Tukey controlo -4,8508" 1,5679 0,015 -8,803 -0,899
Dia 2 HSD soro
leptina 1,6910 1,6261 0,561 -2,408 5,790
controlo -6,5418" 1,6700 0,002 -10,751 -2,332
leptina
soro -1,6910 1,6261 0,561 -5,790 2,408
soro -1,7560 1,2477 0,355 -4,901 1,389
Tukey controlo
Dia 3 HSD leptina 1,9020 1,3289 0,344 -1,448 5,252
soro controlo 1,7560 1,2477 0,355 -1,389 4,901
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leptina 3,6579° 1,2940 0,026 0,396 6,920
controlo -1,9020 1,3289 0,344 -5,252 1,448
leptina -
soro -3,6579 1,2940 0,026 -6,920 -,396
soro -1,5900 1,6095 0,592 -5,647 2,467
controlo
leptina 1,2000 1,7143 0,766 -3,121 5,521
) Tukey controlo 1,5900 1,6095 0,592 -2,467 5,647
Dia 4 S soro
HSD leptina 2,7900 1,6693 0,239 -1,418 6,998
controlo -1,2000 1,7143 0,766 -5,521 3,121
leptina
soro -2,7900 1,6693 0,239 -6,998 1,418
soro -,2799 2,1259 0,990 -5,638 5,079
controlo
leptina 1,3027 2,2643 0,835 -4,405 7,010
) Tukey controlo 12799 2,1259 0,990 -5,079 5,638
Dia5 HSD soro
leptina 1,5825 2,2048 0,756 -3,975 7,140
controlo -1,3027 2,2643 0,835 -7,010 4,405
leptina
soro -1,5825 2,2048 0,756 -7,140 3,975
Soro -1,2626 1,3087 0,607 -4,561 2,036
controlo
leptina -1,4823 1,3939 0,546 -4,996 2,031
) Tukey controlo 1,2626 1,3087 0,607 -2,036 4,561
Dia 6 HSD soro
S leptina -,2197 1,3573 0,986 -3,641 3,202
controlo 1,4823 1,3939 0,546 -2,031 4,996
leptina
soro ,2197 1,3573 0,986 -3,202 3,641

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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n) Analise Estatistica da Variacao do Peso:

Descriptives

95% Confidence Interval for Mean
N Mean Std. Deviation Std. Error Minimum Maximum
Lower Bound Upper Bound

Controlo 8 367,7188 25,07789 8,86637 346,7531 388,6844 338,50 409,00
. Soro 9 361,6667 19,79899 6,59966 346,4478 376,8855 328,00 386,50
bla-s Leptina 7 365,5000 5,43331 2,05360 360,4750 370,5250 356,00 371,50
Total 24| 364,8021 18,50426 3,77717 356,9884 372,6157 328,00 409,00

Controlo 8 368,75 24,656 8,717 348,14 389,36 341 411

_ Soro 9 363,00 19,513 6,504 348,00 378,00 333 390

Dl Leptina 7 366,86 4,488 1,696 362,71 371,01 359 372

Total 24 366,04 18,141 3,703 358,38 373,70 333 411
Controlo 8 370,833 24,7535 8,7517 350,1388 391,5278 342,3 413,3
) Soro 9 364,000 19,8840 6,6280 348,7157 379,2842 330,3 390,3
ba-3 Leptina 7 366,976 5,0290 1,9007 362,3251 371,6272 359,5 373,55
Total 24 367,145 18,4178 3,7595 359,3686 374,9229 330,3 413,3
Controlo 8 372,916 24,9079 8,8062 352,0931 393,7402 343,6 415,6
) Soro 9 365,000 20,5223 6,8407 349,2251 380,7748 327,6 390,6
bra-2 Leptina 7 367,095 7,3703 2,7857 360,2787 373,9117 355,0 377,0
Total 24 368,250 19,0156 3,8815 360,2203 376,2796 327,6 415,6
Controlo 8 374,188 25,0427 8,8539 353,251 395,124 345,0 418,0
) Soro 9 365,500 21,3234 7,1078 349,109 381,891 325,0 391,0
Dla-t Leptina 7 369,143 7,3977 2,7961 362,301 375,985 356,5 378,5
Total 24 369,458 19,4226 3,9646 361,257 377,660 325,0 418,0
Controlo 8 369,125 23,6971 8,3782 349,314 388,936 335,0 411,0
) Soro 9 365,778 19,4922 6,4974 350,795 380,761 330,0 388,0
plat Leptina 7 368,143 7,0339 2,6586 361,638 374,648 358,0 380,0
Total 24 367,583 17,8372 3,6410 360,051 375,115 330,0 411,0
Controlo 8 367,250 23,2302 8,2131 347,829 386,671 335,0 408,0
) Soro 9 362,778 19,3506 6,4502 347,904 377,652 329,0 386,0
Dia2 Leptina 7 366,000 5,2915 2,0000 361,106 370,894 360,0 375,0
Total 24 365,208 17,4853 3,5692 357,825 372,592 329,0 408,0
Controlo 8 371,875 22,9934 8,1294 352,652 391,098 339,0 409,0
. Soro 9 369,444 19,5263 6,5088 354,435 384,454 332,0 391,0
blas Leptina 7 369,143 6,6440 2,5112 362,998 375,288 359,0 377,0
Total 24 370,167 17,5094 3,5741 362,773 377,560 332,0 409,0
Controlo 8 368,125 20,9519 7,4076 350,609 385,641 335,0 407,0
. Soro 9 368,111 18,7580 6,2527 353,692 382,530 334,0 389,0
Dlad Leptina 7 365,714 9,9451 3,7589 356,517 374,912 355,0 383,0
Total 24 367,417 16,8237 3,4341 360,313 374,521 334,0 407,0
Controlo 8 372,750 22,6006 7,9905 353,855 391,645 337,0 408,0
. Soro 9 372,222 18,3083 6,1028 358,149 386,295 339,0 392,0
blas Leptina 7 367,286 9,0317 3,4137 358,933 375,639 353,0 377,0
Total 24 370,958 17,2966 3,5307 363,655 378,262 337,0 408,0
) Controlo 8 372,500 23,2440 8,2180 353,067 391,933 340,0 413,0
pad Soro 9 371,778 18,0331 6,0110 357,916 385,639 344,0 391,0
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Leptina 7 366,857 7,2440 2,7380 360,158 373,557 353,0 375,0
Total 24 370,583 17,2423 3,5196 363,303 377,864 340,0 413,0
Multiple Comparisons
95% Confidence Interval
Dependent Variable | (I) Grupo (J) Grupo | Mean Difference (I-J) Std. Error Sig.
Lower Bound Upper Bound
Soro 6,05208 9,31384 , 795 -17,4241 29,5283
Controlo
Leptina 2,21875 9,92024 ,973 -22,7859 27,2234
Tukey Controlo -6,05208 9,31384 ,795 -29,5283 17,4241
Dia -5 S Soro
HSD Leptina -3,83333 9,65962 ,917 -28,1811 20,5144
Controlo -2,21875 9,92024 ,973 -27,2234 22,7859
Leptina
Soro 3,83333 9,65962 917 -20,5144 28,1811
Soro 5,750 9,135 ,806 -17,28 28,78
Controlo
Leptina 1,893 9,730 ,979 -22,63 26,42
Tukey Controlo -5,750 9,135 ,806 -28,78 17,28
Dia-4 HSD Soro
Leptina -3,857 9,474 ,913 -27,74 20,02
Controlo -1,893 9,730 ,979 -26,42 22,63
Leptina
Soro 3,857 9,474 ,913 -20,02 27,74
Soro 6,8333 9,24628 743 -16,47257 30,139237
Controlo
Leptina 3,8571 9,848283 ,919 -20,96614 28,68043
Tukey Controlo -6,8333 9,2462818 743 -30,13923 16,47257
Dia-3 HSD Soro
Leptina -2,9761 9,589558 ,948 -27,147348 21,19496
Controlo -3,85714 9,848283 ,919 -28,68043 20,9661
Leptina
Soro 2,976190 9,5895 ,948 -21,194967 27,14734
Soro 7,91666 9,50660 ,687 -16,0453 31,87872
Controlo
Leptina 5,821428 10,1255 ,835 -19,70074 31,343597
Tukey Controlo -7,916666 9,506602 ,687 -31,8787 16,04539
Dia-2 HSD Soro
Leptina -2,095238 9,8595 ,975 -26,94691 22,7564
Controlo -5,82142 10,125553 ,835 -31,34359 19,7007
Leptina
Soro 2,0952 9,8595 ,975 -22,75643 26,9469
Soro 8,6875 9,6927 ,649 -15,744 33,119
Controlo
Leptina 5,0446 10,3237 877 -20,977 31,066
Controlo -8,6875 9,6927 ,649 -33,119 15,744
Dia-1 T:'geDy Soro
Leptina -3,6429 10,0525 ,930 -28,981 21,695
Controlo -5,0446 10,3237 877 -31,066 20,977
Leptina
Soro 3,6429 10,0525 ,930 -21,695 28,981
Soro 3,3472 9,0393 ,927 -19,437 26,131
Controlo
Leptina ,9821 9,6278 ,994 -23,285 25,250
Tukey Controlo -3,3472 9,0393 ,927 -26,131 19,437
Dia 1 HSD Soro
Leptina -2,3651 9,3749 ,966 -25,995 21,265
Controlo -,9821 9,6278 ,994 -25,250 23,285
Leptina
Soro 2,3651 9,3749 ,966 -21,265 25,995
Soro 4,4722 8,8341 ,869 -17,795 26,739
Controlo
Leptina 1,2500 9,4092 ,990 -22,467 24,967
) Tukey Controlo -4,4722 8,8341 ,869 -26,739 17,795
Dia 2 HSD Soro
S Leptina -3,2222 9,1621 ,934 -26,316 19,871
Controlo -1,2500 9,4092 ,990 -24,967 22,467
Leptina
Soro 3,2222 9,1621 ,934 -19,871 26,316
Soro 2,4306 8,8816 ,960 -19,956 24,817
) Tukey Controlo -
Dia 3 HSD Leptina 2,7321 9,4599 ,955 -21,112 26,576
Soro Controlo -2,4306 8,8816 ,960 -24,817 19,956
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Leptina ,3016 9,2114 ,999 -22,916 23,519
Controlo -2,7321 9,4599 ,955 -26,576 21,112
Leptina
Soro -,3016 9,2114 ,999 -23,519 22,916
Soro ,0139 8,5364 1,000 -21,503 21,531
Controlo
Leptina 2,4107 9,0922 ,962 -20,507 25,328
) Tukey Controlo -,0139 8,5364 1,000 -21,531 21,503
Dia 4 S Soro
HSD Leptina 2,3968 8,8533 ,960 -19,919 24,712
Controlo -2,4107 9,0922 ,962 -25,328 20,507
Leptina
Soro -2,3968 8,8533 ,960 -24,712 19,919
Soro ,5278 8,7094 ,998 -21,425 22,480
Controlo
Leptina 5,4643 9,2764 ,827 -17,918 28,846
i Tukey Controlo -5278 8,7094 ,998 -22,480 21,425
Dia 5 HSD Soro
Leptina 4,9365 9,0327 ,849 -17,831 27,704
Controlo -5,4643 9,2764 ,827 -28,846 17,918
Leptina
Soro -4,9365 9,0327 ,849 -27,704 17,831
Soro 7222 8,6783 ,996 -21,152 22,596
Controlo
Leptina 5,6429 9,2433 ,816 -17,656 28,941
) Tukey Controlo -, 7222 8,6783 ,996 -22,596 21,152
Dia 6 HSD Soro
Leptina 4,9206 9,0005 ,849 -17,766 27,607
Controlo -5,6429 9,2433 ,816 -28,941 17,656
Leptina
Soro -4,9206 9,0005 ,849 -27,607 17,766
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0) Analise Estatistica do Consumo em funcao do peso:

Descriptives

95% Confidence Interval for Mean
N Mean Std. Deviation | Std. Error Minimum | Maximum
Lower Bound Upper Bound
controlo 8 74,141 17,3302 6,1271 59,653 88,629 44,2 97,1
. soro 9 64,862 13,3828 4,4609 54,575 75,149 45,7 82,2
pla-s leptina 7 66,382 5,7253 2,1640 61,087 71,677 59,0 74,4
Total 24 68,399 13,4109 2,7375 62,736 74,062 44,2 97,1
controlo 8 61,683 7,1807 2,5388 55,680 67,686 51,8 68,9
) soro 9 60,253 9,0685 3,0228 53,282 67,224 51,0 80,9
bra-4 leptina 7 62,952 8,2246 3,1086 55,345 70,558 53,3 74,0
Total 24 61,517 7,9501 1,6228 58,160 64,874 51,0 80,9
controlo 8 65,817 11,9159 4,2129 55,855 75,779 51,6 80,8
. soro 9 59,182 6,7251 2,2417 54,013 64,352 51,1 70,8
b3 leptina 7 64,072 8,6586 3,2726 56,065 72,080 54,0 72,7
Total 24 62,820 9,3425 1,9070 58,875 66,765 51,1 80,8
controlo 8 67,656 9,4329 3,3350 59,770 75,542 56,1 79,9
. soro 9 62,847 4,3776 1,4592 59,482 66,212 56,6 71,4
D2 leptina 7 64,069 8,6961 3,2868 56,027 72,112 51,9 72,2
Total 24 64,806 7,6136 1,5541 61,592 68,021 51,9 79,9
controlo 8 67,394 9,1267 3,2268 59,764 75,024 55,9 79,0
) soro 9 62,793 4,7514 1,5838 59,140 66,445 56,1 72,0
pat leptina 7 63,726 8,7453 3,3054 55,638 71,814 51,7 71,8
Total 24 64,599 7,5750 1,5462 61,400 67,797 51,7 79,0
controlo 8 89,507 6,0750 2,1478 84,429 94,586 80,0 100,1
) soro 9 82,319 10,0149 3,3383 74,621 90,017 64,5 94,1
pat leptina 7 74,053 6,4428 2,4351 68,094 80,011 65,9 85,8
Total 24 82,304 9,7835 1,9971 78,173 86,435 64,5 100,1
controlo 8 68,467 6,3825 2,2565 63,131 73,803 58,5 76,6
. soro 9 56,203 7,1298 2,3766 50,723 61,684 43,6 63,3
blaz leptina 7 50,880 10,7772 4,0734 40,912 60,847 36,7 63,8
Total 24 58,738 10,7055 2,1853 54,218 63,259 36,7 76,6
controlo 8 82,447 6,8697 2,4288 76,704 88,190 71,6 94,6
. soro 9 87,938 8,4986 2,8329 81,406 94,471 75,2 105,6
bia3 leptina 7 77,816 6,1492 2,3242 72,129 83,503 67,8 86,9
Total 24 83,155 8,1947 1,6727 79,695 86,616 67,8 105,6
controlo 8 50,489 9,4791 3,3514 42,564 58,414 37,8 64,0
. soro 9 54,781 7,4088 2,4696 49,086 60,476 41,6 64,2
Dlad leptina 7 47,185 10,4413 3,9465 37,529 56,842 30,2 60,2
Total 24 51,135 9,2181 1,8816 47,242 55,027 30,2 64,2
controlo 8 70,866 11,1598 3,9456 61,536 80,196 56,3 91,4
) soro 9 72,210 10,5454 3,5151 64,104 80,315 60,0 90,0
pas leptina 7 68,714 10,9262 4,1297 58,609 78,819 50,0 79,4
Total 24 70,742 10,4798 2,1392 66,317 75,167 50,0 91,4
controlo 8 61,560 6,1464 2,1731 56,422 66,699 53,9 73,3
Dia 6 soro 9 65,064 8,9312 2,9771 58,199 71,930 52,8 83,4
leptina 7 66,435 8,0268 3,0339 59,011 73,858 56,1 77,8
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| Total | 24 | 64,296 | 7,7638 1,5848 61,018 67,574 52,8 83,4

Multiple Comparisons

Tukey HSD
; _ 95% Confidence Interval
Dspe_nglent () Grupo (J) Grupo Mean D|f;erence { Std. Error Sig.
ariable ) Lower Bound Upper Bound
soro 9,2786 6,4775 ,343 -7,048 25,606
controlo
leptina 7,7587 6,8993 ,510 -9,631 25,149
controlo -9,2786 6,4775 ,343 -25,606 7,048
Dia -5 soro
leptina -1,5199 6,7180 972 -18,453 15,413
controlo -7,7587 6,8993 ,510 -25,149 9,631
leptina
soro 1,5199 6,7180 972 -15,413 18,453
soro 1,4300 4,0023 ,932 -8,658 11,518
controlo
leptina -1,2685 4,2629 ,952 -12,013 9,476
controlo -1,4300 4,0023 ,932 -11,518 8,658
Dia -4 soro
leptina -2,6985 4,1509 ,794 -13,161 7,764
controlo 1,2685 4,2629 ,952 -9,476 12,013
leptina
soro 2,6985 4,1509 , 794 -7,764 13,161
soro 6,6346 4,5056 ,324 -4,722 17,991
controlo
leptina 1,7444 4,7990 ,930 -10,352 13,841
controlo -6,6346 4,5056 ,324 -17,991 4,722
Dia -3 soro
leptina -4,8902 4,6729 ,557 -16,669 6,888
controlo -1,7444 4,7990 ,930 -13,841 10,352
leptina
soro 4,8902 4,6729 ,5657 -6,888 16,669
soro 4,8092 3,7186 A14 -4,564 14,182
controlo
leptina 3,5870 3,9608 ,643 -6,396 13,570
controlo -4,8092 3,7186 414 -14,182 4,564
Dia -2 soro
leptina -1,2222 3,8567 ,946 -10,943 8,499
controlo -3,5870 3,9608 ,643 -13,570 6,396
leptina
soro 1,2222 3,8567 ,946 -8,499 10,943
soro 4,6014 3,7075 ,443 -4,744 13,946
controlo
leptina 3,6676 3,9489 ,629 -6,286 13,621
controlo -4,6014 3,7075 ,443 -13,946 4,744
Dia -1 soro
leptina -,9338 3,8452 ,968 -10,626 8,758
controlo -3,6676 3,9489 ,629 -13,621 6,286
leptina
soro ,9338 3,8452 ,968 -8,758 10,626
soro 7,1882 3,8375 71 -2,485 16,861
controlo -
leptina 15,4548 4,0873 ,003 5,152 25,757
controlo -7,1882 3,8375 171 -16,861 2,485
Dia 1 soro
leptina 8,2667 3,9800 ,119 -1,765 18,298
controlo -15,4548" 4,0873 ,003 -25,757 -5,152
leptina
soro -8,2667 3,9800 ,119 -18,298 1,765
soro 12,2634 3,9514 ,014 2,304 22,223
controlo —
leptina 17,5870 4,2087 ,001 6,979 28,195
controlo 12,2634 3,9514 ,014 -22,223 -2,304
Dia 2 soro
leptina 5,3235 4,0981 411 -5,006 15,653
controlo -17,5870" 4,2087 ,001 -28,195 -6,979
leptina
soro -5,3235 4,0981 411 -15,653 5,006
soro -5,4914 3,56723 ,294 -14,496 3,513
controlo
Dia 3 leptina 4,6311 3,8049 ,457 -4,960 14,222
soro controlo 5,4914 3,5723 ,294 -3,513 14,496
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leptina 10,1225 3,7050 ,032 784 19,461
controlo -4,6311 3,8049 ,457 -14,222 4,960
leptina "
soro -10,1225 3,7050 ,032 -19,461 -,784
soro -4,2920 4,4004 ,600 -15,384 6,800
controlo
leptina 3,3034 4,6869 ,763 -8,510 15,117
controlo 4,2920 4,4004 ,600 -6,800 15,384
Dia 4 soro
leptina 7,5955 4,5638 242 -3,908 19,099
controlo -3,3034 4,6869 , 763 -15,117 8,510
leptina
soro -7,5955 4,5638 242 -19,099 3,908
soro -1,3435 5,2781 ,965 -14,647 11,960
controlo
leptina 2,1520 5,6217 ,923 -12,018 16,322
controlo 1,3435 5,2781 ,965 -11,960 14,647
Dia 5 soro
leptina 3,4955 5,4740 ,801 -10,302 17,293
controlo -2,1520 5,6217 ,923 -16,322 12,018
leptina
soro -3,4955 5,4740 ,801 -17,293 10,302
soro -3,5043 3,8072 ,634 -13,101 6,092
controlo
leptina -4,8746 4,0550 ,465 -15,096 5,346
controlo 3,5043 3,8072 ,634 -6,092 13,101
Dia 6 soro
leptina -1,3703 3,9485 ,936 -11,323 8,582
controlo 4,8746 4,0550 ,465 -5,346 15,096
leptina
soro 1,3703 3,9485 ,936 -8,582 11,323

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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T. Anexo 2 - Concentracao proteica e Taxa de secrecao de saliva

p) Analise Estatistica da Concentra¢ao Proteica

(amostras centrifugadas, no periodo pés-colocacao de implantes):

Hypothesis Test Summary
Null Hypathesis Test Sig. Decision
The distribution of Proteinaugml ig'2pendant Retain the
1 the same across categories of Kruskpal- A28 null ]
Grupo. Wiallis Test hypothesis.

Asymptotic significances are displayed. The significance lewvel is 05,

Tabela 7 — Valores obtidos para a concentragdo de proteina nos diferentes grupos.

Grupo
Controlo Soro Leptina
[proteina] pg/ml 1115,0 818,5 906,6
DesvPad 693,0 275,0 828,5
Erro Padrao 245,0 97,2 292,9

q) Analise Estatistica da taxa de secrecao de saliva:

Descriptives

Volume
o 95% Confidence Interval for Mean » )
N Mean Std. Deviation Std. Error Minimum Maximum
Lower Bound Upper Bound
Controlo | 8 1,3762 0,1767 0,0624 1,2285 1,5240 1,0922 1,6011
Soro 9 1,3977 0,2086 0,0695 1,2373 1,5580 1,1749 1,8731
Leptina 7 1,4208 0,2028 0,0766 1,2331 1,60847 1,2011 1,7003
Total 24 1,3973 0,18896 0,0385 1,3175 1,47710 1,0922 1,8731
Multiple Comparisons
Dependent Variable: Volume
Tukey HSD
95% Confidence Interval
() Grupo (J) Grupo Mean Difference (I-J) Std. Error Sig.
Lower Bound Upper Bound
soro -0,0214 0,0956 0,973 -0,2625 0,2196
controlo
leptina -0,0445 0,1018 0,900 -0,3013 0,2122
controlo 0,0214 0,0956 0,973 -0,2196 0,2625
soro
leptina -0,0231 0,0992 0,971 -0,2731 0,2269
controlo 0,0445 0,1018 0,900 -0,2122 0,3013
leptina
soro 0,0231 0,0992 0,971 -0,2269 0,2731

Tabela 8 — valores obtidos para a taxa de secre¢do de saliva (ug/ml).

I Controlo |

Soro

| Leptina I

Pagina 70




Efeitos da Hiperleptinémia na Secregdo de Proteinas Salivares

Taxa secrecao de saliva 0138 0.140 0.142
(ng/ml)
DesvPad 0,018 0,021 0,020
Erro Padréo 0,006 0,007 0,008
U. Anexo 3 - SDS PAGE
r) Analise estatistica do SDS PAGE:
Multiple Comparisons
Tukey HSD
; 95% Confidence Interval
Dependent Variable () Grupo (J) Grupo Mean IZ|J|Sference Std. Error Sig.
(-9 Lower Bound Upper Bound
Soro -3,900000 2,702468 427 -15,19285 7,39285
Controlo
Leptina -,050000 2,702468 1,000 -11,34285 11,24285
Controlo 3,900000 2,702468 427 -7,39285 15,19285
@1A Soro
Leptina 3,850000 2,702468 ,435 -7,44285 15,14285
Controlo ,050000 2,702468 1,000 -11,24285 11,34285
Leptina
Soro -3,850000 2,702468 ,435 -15,14285 7,44285
Soro -,512292 ,899812 ,838 -2,82063 1,79605
Controlo
Leptina -1,040833 ,961939 ,538 -3,50855 1,42688
Controlo ,512292 ,899812 ,838 -1,79605 2,82063
A Soro
Leptina -,528542 ,899812 ,829 -2,83688 1,77980
Controlo 1,040833 ,961939 ,538 -1,42688 3,50855
Leptina
Soro ,528542 ,899812 ,829 -1,77980 2,83688
Soro ,244167 ,681356 ,932 -1,57360 2,06193
Controlo
Leptina -,093500 ,708086 ,990 -1,98258 1,79558
Controlo -,244167 ,681356 ,932 -2,06193 1,57360
B Soro
Leptina -,337667 ,639168 ,859 -2,04288 1,36755
Controlo ,093500 , 708086 ,990 -1,79558 1,98258
Leptina
Soro ,337667 ,639168 ,859 -1,36755 2,04288
Soro -,056875 ,615581 ,995 -1,63606 1,52231
Controlo
Leptina -,680833 ,658083 ,566 -2,36905 1,00739
c s Controlo ,056875 ,615581 ,995 -1,52231 1,63606
oro
Leptina -,623958 ,615581 ,579 -2,20314 ,95523
Controlo ,680833 ,658083 ,566 -1,00739 2,36905
Leptina
Soro ,623958 ,615581 ,579 -,95523 2,20314
Soro -,687500 1,120509 ,816 -3,71383 2,33883
Controlo
Leptina -,433750 1,022880 ,906 -3,19640 2,32890
Controlo ,687500 1,120509 ,816 -2,33883 3,71383
D Soro
Leptina ,253750 1,022880 ,967 -2,50890 3,01640
Controlo ,433750 1,022880 ,906 -2,32890 3,19640
Leptina
Soro -,253750 1,022880 ,967 -3,01640 2,50890
Soro 8,213625 6,576718 446 -8,99949 25,42674
Controlo
Leptina 13,619250 7,738803 ,219 -6,63537 33,87387
Controlo -8,213625 6,576718 ,446 -25,42674 8,99949
E Soro
Leptina 5,405625 7,064528 ,730 -13,08423 23,89548
Controlo -13,619250 7,738803 ,219 -33,87387 6,63537
Leptina
Soro -5,405625 7,064528 ,730 -23,89548 13,08423
Soro -1,084167 4,201230 ,964 -11,86182 9,69349
Controlo
G Leptina -6,414167 4,491304 ,349 -17,93597 5,10763
Soro Controlo 1,084167 4,201230 ,964 -9,69349 11,86182
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Leptina -5,330000 4,201230 431 -16,10766 5,44766
. Controlo 6,414167 4,491304 ,349 -5,10763 17,93597
Leptina soro 5,330000 4,201230 431 -5,44766 16,10766
Soro 1,626607 2,515487 ,798 -5,08437 8,33758
Controlo
Leptina 6,527500 2,837852 ,094 -1,04350 14,09850
Controlo -1,626607 2,515487 ,798 -8,33758 5,08437
. soro Leptina 4,900893 2,515487 ,168 -1,81008 11,61187
) Controlo -6,527500 2,837852 ,094 -14,09850 1,04350
Leptina Soro -4,900893 2,515487 ,168 -11,61187 1,81008
Soro -1,242500 3,537894 ,935 -10,58409 8,09909
Controlo
Leptina -6,672083 3,955486 247 -17,11630 3,77213
Controlo 1,242500 3,537894 ,935 -8,09909 10,58409
I soro Leptina -5,429583 3,955486 ,383 -15,87380 5,01463
Controlo 6,672083 3,955486 ,247 -3,77213 17,11630
Leptina
Soro 5,429583 3,955486 ,383 -5,01463 15,87380
Soro -1,856042 1,834570 ,580 -6,56237 2,85028
Controlo
Leptina -2,330833 1,961237 476 -7,36211 2,70044
Controlo 1,856042 1,834570 ,580 -2,85028 6,56237
’ soro Leptina -, 474792 1,834570 ,964 -5,18112 4,23153
. Controlo 2,330833 1,961237 476 -2,70044 7,36211
Leptina Soro AT74792 1,834570 ,964 -4,23153 5,18112
Descriptives
95% Confidence Interval for Mean
N Mean Std. Deviation Std. Error Minimum Maximum
Lower Bound Upper Bound
controlo 2 4,25000 1,767767 1,250000 -11,63276 20,13276 3,000 5,500
soro 2 8,15000 4,313351 3,050000 -30,60392 46,90392 5,100 11,200
@A leptina 2 4,30000 424264 ,300000 ,48814 8,11186 4,000 4,600
Total 6 5,56667 2,895974 1,182277 2,52753 8,60581 3,000 11,200
controlo 6 4,75083 1,898874 775212 2,75809 6,74358 1,960 7,295
soro 8 5,26313 1,511898 ,5634537 3,99915 6,52710 3,130 7,300
A leptina 6 5,79167 1,622482 ,662375 4,08898 7,49436 3,515 7,555
Total 20 5,26800 1,629369 ,364338 4,50543 6,03057 1,960 7,555
controlo 4 2,80250 1,196951 ,5698475 ,89788 4,70712 1,460 4,000
soro 6 2,55833 ,506218 ,206663 2,02709 3,08958 1,840 3,300
B leptina 5 2,89600 1,395611 ,624136 1,16312 4,62888 1,500 4,520
Total 15 2,73600 ,989421 ,255467 2,18808 3,28392 1,460 4,520
controlo 6 3,14000 1,464773 ,5697991 1,60281 4,67719 1,730 5,890
soro 8 3,19688 ,615716 ,217689 2,68212 3,71163 1,790 3,700
¢ leptina 6 3,82083 1,319486 ,5638678 2,43612 5,20555 2,350 5,510
Total 20 3,36700 1,120697 ,250595 2,84250 3,89150 1,730 5,890
controlo 4,22125 2,196013 1,098006 , 72690 7,71560 1,600 6,885
soro 4,90875 ,929035 ,464518 3,43045 6,38705 4,040 6,200
° leptina 6 4,65500 1,453626 ,5693441 3,12951 6,18049 2,200 6,160
Total 14 4,60357 1,483109 ,396378 3,74725 5,45989 1,600 6,885
controlo 5 29,21300 13,697074 6,125518 12,20584 46,22016 10,000 47,150
soro 8 20,99938 12,417170 4,390133 10,61836 31,38039 7,500 40,975
F leptina 4 15,59375 3,340318 1,670159 10,27856 20,90894 11,240 18,900
Total 17 22,14324 11,976993 2,904847 15,98523 28,30124 7,500 47,150
controlo 6 22,50333 8,891530 3,629952 13,17224 31,83442 11,920 36,890
G soro 8 23,58750 7,275793 2,572381 17,50478 29,67022 13,580 33,600
leptina 6 28,91750 7,251286 2,960325 21,30774 36,52726 19,500 37,900
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Total 20 24,86125 7,860024 1,757555 21,18265 28,53985 11,920 37,900
controlo 4 13,93375 4,901924 2,450962 6,13370 21,73380 9,800 21,040
soro 7 12,30714 4,149885 1,568509 8,46914 16,14515 6,400 17,515
. leptina 4 7,40625 2,440339 1,220170 3,52313 11,28937 4,830 10,700
Total 15 11,43400 4,539543 1,172105 8,92008 13,94792 4,830 21,040
controlo 6 12,93917 7,589710 3,098486 4,97425 20,90408 4,490 23,965
soro 6 14,18167 5,037485 2,056545 8,89515 19,46818 6,900 20,300
! leptina 4 19,61125 4,941367 2,470683 11,74843 27,47407 13,050 25,000
Total 16 15,07313 6,338350 1,584588 11,69566 18,45059 4,490 25,000
controlo 6 6,91083 1,546830 ,631491 5,28753 8,53413 4,300 9,060
soro 8 8,76688 4,565560 1,614169 4,94997 12,58378 ,000 15,600
J leptina 6 9,24167 2,767500 1,129827 6,33735 12,14598 5,100 13,500
Total 20 8,35250 3,361992 751764 6,77904 9,92596 ,000 15,600
controlo 1 3,50000 3,500 3,500
soro 1 4,30000 4,300 4,300
“ leptina 3 5,22000 1,393090 ,804301 1,75937 8,68063 3,950 6,710
Total 5 4,69200 1,254221 ,560905 3,13468 6,24932 3,500 6,710
controlo 1 3,40000 3,400 3,400
soro 1 2,80000 2,800 2,800
© leptina 1 4,80000 4,800 4,800
Total 3 3,66667 1,026320 ,5692546 1,11715 6,21619 2,800 4,800

controlo 0
soro 1 3,60000 3,600 3,600
o leptina 1 4,20000 4,200 4,200
Total 2 3,90000 424264 ,300000 ,08814 7,71186 3,600 4,200
controlo 3 10,54667 ,440492 ,254318 9,45242 11,64091 10,050 10,890
soro 2 7,35000 5,161880 3,650000 -39,02765 53,72765 3,700 11,000
et leptina 2 7,41000 ,650538 ,460000 1,56515 13,25485 6,950 7,870
Total 7 8,73714 2,727952 1,031069 6,21421 11,26008 3,700 11,000
controlo 2 4,65000 ,494975 ,350000 ,20283 9,09717 4,300 5,000
soro 1 12,40000 12,400 12,400
i leptina 2 4,95000 ,919239 ,650000 -3,30903 13,20903 4,300 5,600
Total 5 6,32000 3,441947 1,539286 2,04626 10,59374 4,300 12,400
controlo 1 3,80000 3,800 3,800

S0ro 0

H2

leptina 1 3,40000 3,400 3,400
Total 2 3,60000 ,282843 ,200000 1,05876 6,14124 3,400 3,800
controlo 3 5,53333 1,721434 ,993870 1,25706 9,80961 3,600 6,900

S0ro 0

H3

leptina 3 6,26500 2,508520 1,448295 ,03349 12,49651 3,500 8,395
Total 6 5,89917 1,965453 ,802393 3,83655 7,96178 3,500 8,395

controlo 0
soro 2 5,95000 ,353553 , 250000 2,77345 9,12655 5,700 6,200
i leptina 1 6,15000 6,150 6,150
Total 3 6,01667 ,275379 ,158990 5,33259 6,70074 5,700 6,200
controlo 1 3,70000 3,700 3,700
soro 1 4,65000 4,650 4,650
It leptina 1 4,40000 4,400 4,400
Total 3 4,25000 ,492443 ,284312 3,02670 5,47330 3,700 4,650
controlo 2 2,85000 ,353553 ,250000 -,32655 6,02655 2,600 3,100
soro 2 5,55000 3,040559 2,150000 -21,76834 32,86834 3,400 7,700
: leptina 4 3,61250 1,519767 , 759883 1,19421 6,03079 2,400 5,800
Total 8 3,90625 1,862387 ,658453 2,34926 5,46324 2,400 7,700
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Fazendo one-way ANOVA para as bandas que apresentam distribuicdo normal:

Multiple Comparisons

Tukey HSD
Dependent Variable| (I) Grupo (J) Grupo Mean Difference (I Std. Error Sig. 95% Confidence Interval
J) Lower Bound Upper Bound
Soro -,860833 ,929110 ,631 -3,23207 1,51041
control leptina -1,040833 1,017789 ,573 -3,63840 1,55673
control ,860833 ,929110 ,631 -1,51041 3,23207
A sore leptina -,180000 ,929110 ,980 -2,55124 2,19124
) control 1,040833 1,017789 ,573 -1,55673 3,63840
leptina soro ,180000 ,929110 ,980 -2,19124 2,55124
soro -,248333 ,819037 ,951 -2,33865 1,84198
control leptina -,545000 ,897210 ,818 -2,83483 1,74483
control ,248333 ,819037 ,951 -1,84198 2,33865
8 sore leptina -,296667 ,819037 ,931 -2,38698 1,79365
leptina control ,545000 ,897210 ,818 -1,74483 2,83483
soro ,296667 ,819037 ,931 -1,79365 2,38698
soro 5,678056 7,126046 ,710 -12,50878 23,86489
control leptina 13,948333 7,806192 ,202 -5,97434 33,87101
£ soro control -5,678056 7,126046 ,710 -23,86489 12,50878
leptina 8,270278 7,126046 491 -9,91655 26,45711
leptina control -13,948333 7,806192 ,202 -33,87101 5,97434
Soro -8,270278 7,126046 ,491 -26,45711 9,91655
soro -1,563333 4,016351 ,920 -11,81372 8,68705
control leptina -6,414167 4,399692 ,334 -17,64290 4,81457
control 1,563333 4,016351 ,920 -8,68705 11,81372
¢ sore leptina -4,850833 4,016351 464 -15,10122 5,39955
) control 6,414167 4,399692 ,334 -4,81457 17,64290
leptina Soro 4,850833 4,016351 464 -5,39955 15,10122
control soro -,283056 3,426696 ,996 -9,02854 8,46243
leptina 4,351667 3,753758 ,492 -5,22854 13,93187
H soro control ,283056 3,426696 ,996 -8,46243 9,02854
leptina 4,634722 3,426696 ,386 -4,11077 13,38021
) control -4,351667 3,753758 ,492 -13,93187 5,22854
leptina soro -4,634722 3,426696 ,386 -13,38021 4,11077
control Soro -,604167 5,430699 ,993 -14,46420 13,25586
leptina -,135000 5,949033 1,000 -15,31790 15,04790
control ,604167 5,430699 ,993 -13,25586 14,46420
I sore leptina ,469167 5,430699 ,996 -13,39086 14,32920
leptina control ,135000 5,949033 1,000 -15,04790 15,31790
soro -,469167 5,430699 ,996 -14,32920 13,39086
soro -,881944 2,020296 ,901 -6,03807 4,27418
control leptina -2,330833 2,213123 ,554 -7,97908 3,31742
control ,881944 2,020296 ,901 -4,27418 6,03807
J sore leptina -1,448889 2,020296 , 757 -6,60501 3,70724
) control 2,330833 2,213123 ,554 -3,31742 7,97908
leptina soro 1,448889 2,020296 , 757 -3,70724 6,60501
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Para a maior parte das bandas a distribuicdo n&o é normal, utilizou-se testes nao
paramétricos — Kruskal Wallis (a tabela refere-se a todas as bandas, mesmo aquelas que

apresentam distribuicdo normal).

Hypothesis Test Surmirrranry”
FHull Hypothe=i= Te==t Sig.

Deci=ionm

Independs=nt
Th=e distribution of &1 i=sthe s ameEamples o=
acro==s categories of Grupo. Frushkcal- .
wwalli= T ==t

Fetain the

o
hwpothesis.

Independent Fetain the

= The distribution of 2 i=s the sarm= Samples s s oo
across categories of Grupo. Frustea l- . o thexi
wirallis Test whoth=e=sis.
Indepandant .
= The distribution of B is the same Samples=s oy D=l N
across categories of Grupo. Frustca - . o eoic
wrallis Test wE -
Independsnt .
a The distribution of C is the same Samples =0 hegAin the
acro=s categories of Grupo. Frusica - o theoi
wwallis Test wpethesis.
Independent .
= The distributicon of =1 i=s the same Samples ana  REbain the

Fru=tkal-

acro=ss categories of Srupo. (o) _
wrallis Test hwpoth=sis.

Independent- .
- The distribution of D isthe same Samples 07 sj}la'“ the
across categories of Grupo. Krusical- . s
Wallis Test VP =

Independent- =
g The distribution of E isthe same Samples s s:ltla'" the
across categories of Grupo. Kruskal- - h e
- wWallis Test ~ VP -

Independent- :
42 The distribution of G is the same Samples 61 l'?:f'a'" the
across categories of Grupo. Krusical- - b ot el
wWallis Test P -

Independent- -
4= The distribution of G1 is the sameSamples P rl?:Itlaln the
across categories of Grupo. Kruskal- v h oth asis
wWallis Test P -

Independent- =
45 The distribution of H is the same Samples oo ﬁjltlaln the
across categories of Grupo. Krusical- - HY  asts
wWallis Test b -

Independent- -
45 The distribution of H1 is the sameSamples e=5 ﬁ::la'" the
across categories of Grupo. Kruskal- = -+ i asis
Wallis Test P -

Independent- -
45 The distribution of H3 is the sameSamples 055 ?S'tla'“ the
across categories of Grupo. Kruskal- = ot et
Wallis Test vP -

Independent- =
20 The distribution of | iéthe same Samples o73 Ejltla'n the

across categories of fupo. Krusikcal- = -

= ¥ wWallis Test hypothesis.

Independent- -
>4 The distribution of J isthe same Samples 22> E:Itlaln the

across categories of Grupo. Krusical- - e th -

wWallis Test ypothesis.

Independent- =
>z The distribution of K is the same Samples 50 f::la'n the
across categories of Grupo. Krusical- . h othesis
wWallis Test e -

Asymptotic significances are displayed. The significance level is 05,
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Figura 29 — Gel obtido com as amostras de saliva nas duas fases, com as bandas identificadas.
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Figura 30 - Gel obtido com as amostras de saliva nas duas fases, com as bandas identificadas
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Figura 31 - Gel obtido com as amostras de saliva nas duas fases, com as bandas identificadas.
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Figura 32 - Gel obtido com as amostras de saliva nas duas fases, com as bandas identificadas.
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V. Anexo 4 — Eletroforese Bi — dimensional

Para os spots cuja distribuicdo dos valores de % de volume é normal, foi feita uma
andlise paramétrica, usando o teste T de student:

Independent Samples Test

E (;‘L?;/Iﬁ;i?\}—zs;;%; s t-test for Equality of Means
) Mean 95% Confidence Interval of
F Sig. t df St;?legjz) Differenc gitf(fjérEerr:g; the Difference

e Lower Upper

E.V.N.A. ,008 ,932 ,419 5 ,692 ,137 327 -, 704 ,979

S0 E.V.N.A. ,415 4,291 ,698 ,137 ,330 -, 756 1,031
E.V.N.A. ,202 672 -1,270 5 ,260 -,228 179 -,689 ,233

st E.V.N.A. -1,271 4,472 ,266 -,228 ,179 -,706 ,250
E.V.N.A. 1,374 ,294 -1,287 5 ,254 -1,447 1,124 -4,337 1,443

sz E.V.N.A. -1,143 2,591 ,347 -1,447 1,265 -5,858 2,964
E.V.N.A. 6,361 ,053 -1,716 5 ,147 -1,227 , 7151 -3,065 ,6109

s3 E.V.N.A. -1,471 2,209 ,268 -1,227 ,834 -4,511 2,056
E.V.N.A. ,404 ,553 -,652 5 ,543 -,361 ,555 -1,788 1,065

S4 E.V.N.A. -,695 4,989 ,518 -,361 ,520 -1,701 977
E.V.N.A. 7,923 ,037 447 5 ,673 ,018 ,041 -,087 124

S5 E.V.N.A. ,490 4,753 ,646 ,018 ,037 -,080 ,116
E.V.N.A. 3,338 127 ,617 5 ,564 ,082 ,133 -,261 426

S0 E.V.N.A. ,553 2,695 ,623 ,082 ,149 -,424 ,589
E.V.N.A. 4,719 ,082 1,528 5 ,187 ,915 ,599 -,625 2,456

s’ E.V.N.A. 1,727 4,133 ,157 ,915 ,530 -,538 2,370
E.V.N.A. 5,840 ,060 -, 474 5 ,655 -, 476 1,005 -3,060 2,107

S8 E.V.N.A. -,409 2,279 ,718 -, 476 1,164 -4,942 3,989
E.V.N.A. 3,762 ,110 - 711 5 ,509 -1,112 1,565 -5,137 2,911

9 E.V.N.A. -,622 2,427 ,587 -1,112 1,787 -7,642 5,416

E. V. N. A. — Equal variances not assumed
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Independent Samples Test

Levene's Test for

Equality of t-test for Equality of Means
Variances
Sig. Mean Std. 95% Confidence Interval
E Si t df (2- Differen Error of the Difference
9 tailed ce Differen Lower Unpper
) ce W PP
9,223 ,029 -,492 5 ,644 -,391 ,796 -2,439 1,656
S10 E.V.N.A.
-,423 2,250 , 709 -,391 ,925 -3,979 3,196
2,920 ,148 ,502 5 ,637 ,170 ,339 -, 701 1,042
S11 E.V.N.A.
453 2,781 ,684 ,170 ,376 -1,081 1,421
,945 ,376 -,719 5 ,505 -1,327 1,847 -6,076 3,421
S14 E.V.N.A.
-,661 3,057 ,555 -1,327 2,007 -7,649 4,994
1,099 ,343 1,258 5 ,264 ,672 ,534 -, 701 2,045
S16 E.V.N.A.
1,380 4,714 ,229 ,672 ,486 -,602 1,946
13,006 ,015 ,034 5 974 ,068 2,020 -5,126 5,262
S18 E.V.N.A.
,038 4,196 971 ,068 1,793 -4,819 4,956
2,310 ,189 -,045 5 ,966 -,013 ,295 - 771 ,745
S19 E.V.N.A.
-,040 2,630 971 -,013 ,331 -1,155 1,129
271 ,625 274 5 , 795 ,169 ,617 -1,417 1,756
S20 E.V.N.A.
,286 4,950 ,787 ,169 ,592 -1,358 1,697
,848 ,399 ,898 5 ,410 ,520 579 -,968 2,008
S22 E.V.N.A.
,992 4,615 ,370 ,520 ,524 -,862 1,903
6,340 ,053 ,336 5 ,751 ,206 ,615 -1,375 1,788
S23 E.V.N.A.
,290 2,290 , 796 ,206 712 -2,513 2,926
,003 ,959 912 5 ,404 ,304 ,334 -,554 1,163
S24 E.V.N.A.
,896 4,161 419 ,304 ,339 -,624 1,234
1,249 314 -,625 5 ,559 -,079 127 -,406 247
S25 E.V.N.A.
-,583 3,265 ,598 -,079 ,136 -,494 ,335
1,082 ,346 ,391 5 712 ,061 ,157 -,343 467
S28 E.V.N.A.
,359 2,991 744 ,061 172 -,487 ,610
10,518 ,023 1,111 5 317 ,292 ,263 -,384 ,969
S29 E.V.N.A.
1,272 3,827 ,275 ,292 ,230 -,357 ,942
1,671 ,253 -1,449 5 ,207 -,881 608 -2,444 ,682
S30 E.V.N.A.
-1,274 2,479 ,309 -,881 ,691 -3,367 1,605
3,561 ,118 -3,421 5 ,019 -1,206 ,352 -2,112 -,299
S32 E.V.N.A.
-2,912 2,145 ,093 -1,206 414 -2,878 ,465
2,070 ,210 2,732 5 ,041 1,233 451 ,072 2,394
S33 E.V.N.A.
3,115 3,920 ,037 1,233 ,395 ,125 2,341
1,230 ,318 ,380 5 ,720 ,069 ,182 -,399 ,5638
S34 E.V.N.A.
,418 4,660 ,694 ,069 ,165 -,366 ,505
3,402 124 -1,484 5 ,198 -,305 ,205 -,835 ,223
S36 E.V.N.A.
-1,260 2,125 ,328 -,305 ,242 -1,292 ,681
13,807 ,014 -,422 5 ,691 -,067 159 -,478 ,343
S37 E.V.N.A.
-,356 2,059 ,755 -,067 ,189 -,861 726
2,035 213 -1,087 5 ,327 -,442 ,407 -1,489 ,604
S38 E.V.N.A.
-1,229 4,130 ,285 -,442 ,360 -1,430 ,545
,059 ,817 -3,367 5 ,020 -,406 ,120 -,716 -,096
S40 E.V.N.A.
-3,453 4,812 ,019 -,406 117 -,712 -,100
,847 ,400 -3,861 5 ,012 -, 752 ,195 -1,254 -,251
S41 E.V.N.A.
-4,214 4,793 ,009 -, 752 ,178 -1,218 -,287
,012 ,916 -,474 5 ,655 -,365 770 -2,346 1,615
S42 E.V.N.A.
-,481 4,662 ,652 -,365 ,760 -2,363 1,632
2,144 ,203 -,478 5 ,653 -,083 174 -,532 ,365
S43 E.V.N.A.
-,425 2,599 , 704 -,083 ,196 -, 767 ,600
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AT76 ,521 ,043 5 ,967 ,0197 ,458 -1,159 1,199
S46 E.V.N.A.
,040 3,359 ,970 ,0197 ,489 -1,446 1,486
E.V.N.A. ,356 577 ,154 5 ,884 ,083 ,541 -1,307 1,474
S48
,163 5,000 877 ,083 ,512 -1,232 1,399
1,869 ,230 ,452 5 ,670 ,064 ,142 -,301 429
S49 E.V.N.A.
,508 4,242 ,637 ,064 ,126 -,278 ,407
1,992 ,217 ,093 5 ,930 ,011 ,128 -,317 ,341
S50 E.V.N.A.
,104 4,337 ,922 ,011 114 -,296 ,320
1,524 272 ,739 5 ,493 ,936 1,267 -2,322 4,195
S52 E.V.N.A.
,823 4,456 ,452 936 1,138 -2,100 3,974
7,613 ,040 1,830 5 127 ,246 ,134 -,099 ,592
S54 E.V.N.A.
2,028 4,539 ,104 ,246 121 -,075 ,568
,940 377 ,566 5 ,596 ,128 ,226 -,455 711
S55 E.V.N.A.
,628 4,528 ,561 ,128 ,204 -,414 671
4,051 ,100 ,579 5 ,588 ,087 ,151 -,301 476
S57 E.V.N.A.
,615 4,997 ,566 ,087 ,142 -,278 454
4,463 ,088 1,139 5 ,306 ,436 ,383 -,548 1,421
S58 E.V.N.A.
,997 2,424 ,407 436 437 -1,163 2,036
1,492 ,276 -,409 5 ,699 -,469 1,148 -3,421 2,482
S59 E.V.N.A.
-,361 2,506 147 -,469 1,302 -5,115 4,176
1,656 ,254 467 5 ,660 ,056 ,120 -,252 ,365
S61 E.V.N.A.
,528 4,001 ,625 ,056 ,106 -,236 ,348
2,321 ,188 , 751 5 487 1,241 1,653 -3,008 5,491
S63 E.V.N.A.
871 3,483 ,440 1,241 1,424 -2,957 5,440
,014 912 ,525 5 ,622 ,050 ,096 -,197 ,298
S64 E.V.N.A.
,523 4,395 ,626 ,050 ,096 -,209 ,310
3,175 ,135 -1,593 5 172 -,268 ,168 -,702 ,164
S68 E.V.N.A.
-1,379 2,307 ,286 -,268 ,194 -1,008 AT1
3,489 121 1,341 5 ,238 1,671 1,246 -1,532 4,876
S75 E.V.N.A.
1,575 3,191 ,208 1,671 1,061 -1,596 4,939
4,484 ,088 1,980 5 ,105 4,336 2,190 -1,294 9,968
S76 E.V.N.A.
2,337 3,056 ,100 4,336 1,855 -1,508 10,181
,270 ,626 1,290 5 ,253 1,540 1,194 -1,528 4,610
S77 E.V.N.A.
1,307 4,656 ,252 1,540 1,178 -1,557 4,638
3,152 ,136 -,059 5 ,955 -,032 ,553 -1,455 1,390
S78 E.V.N.A.
-,053 2,798 ,961 -,032 ,613 -2,065 2,000
4,354 ,091 -2,629 5 ,047 -,180 ,068 -,357 -,004
S81 E.V.N.A.
-2,325 2,538 ,118 -,180 ,077 -,456 ,094
116 147 -3,041 5 ,029 -,191 ,063 -,353 -,029
S82 E.V.N.A.
-3,176 4,964 ,025 -,191 ,060 -,347 -,036
,101 ,764 -2,731 5 ,041 -,269 ,098 -,523 -,015
S83 E.V.N.A.
-2,808 4,839 ,039 -,269 096 -,519 -,020
5,101 ,073 -,660 5 ,538 -,341 ,517 -1,671 ,988
S86 E.V.N.A.
-,583 2,522 ,608 -,341 ,585 -2,422 1,739
2,430 ,180 -1,230 5 273 -,170 ,138 -,528 ,186
S90 E.V.N.A.
-1,119 2,892 ,348 -,170 ,152 -,667 ,325
2,308 ,189 -2,881 5 ,035 -,207 071 -,392 -,022
S91 E.V.N.A.
-2,624 2,914 ,081 -,207 ,079 -,463 ,048
7,515 ,041 ,485 5 ,649 ,047 ,098 -,206 ,302
S92 E.V.N.A.
,562 3,481 ,608 ,047 ,085 -,203 ,299
11,615 ,019 -1,906 5 ,115 -,119 ,062 -,279 ,041
S98 E.V.N.A.
-1,627 2,168 ,236 -,119 ,073 -411 173
S99 E.V.N.A. 3,838 ,107 -1,766 5 ,138 -,201 ,113 -,494 ,091
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-1,499 2,119 ,266 -,201 ,134 -,748 ,346
2,206 ,198 -1,099 5 322 -,117 ,107 -,392 ,157

S101 E.V.N.A.
-,989 2,743 ,402 -, 117 ,118 -,517 ,281
3,199 134 -9,344 5 ,000 -,150 ,016 -,191 -,109

S102 E.V.N.A.
-8,400 2,738 ,005 -,150 0179 -,210 -,090

normal foi feita uma analise ndo paramétrica, sendo o teste utilizado o Mann-Whitney:

Para os spots cujos valores de

% de volume ndo apresentavam distribuicdo

Hypothesis Test Summary Hypothesis Test Summany
Hull Hypothesi=s Test Sig. Decision Hull Hypothesis Test Sig. Decision
Independent . I;deplendent- e T
4 The distibution of 312 is the samqi“?:ﬁles g Eueltlaln s 14 The distribution of 245 is the sam%an;p = 4 ond nue“am ®
acmss categories of grupo. Wihitney U : hypothesis. across categaories of grupo. Wihitney U hyp othesis.
Test ezt
Independent
Independent .
. - f Samples Retain the
5 The distibution of 513 iz the samern e =5 qond  Retain the 12 e ™ =™ S ann gze' null
across categaries of grupo. ' . . ‘Ll'u'hltney u hypothesis.
1_:_1l'el'|s|ttne\,r u hypothesis. Test
Independent
Independent Sampl Retain th
i The distribution of 551 is th ples S s
5 The distribution of 515 is the samesm P =5 N e 18 L ross categories of arupg. Samﬁu*{‘rgqn- " 400t o
1 L itne othesis,
across categaries of grupo. Whitney U hypothesis. Tent v YR
Test
Independent
Independent T . Samples Retain the
. The distribution of S532 isthe zam ]
4 The distribution of 517 iz the sameﬁ.la':lfles o Eueltlaln the i across categaories of grupa. %‘u"‘lrhnne u A0 Ru“othesis
across categaories of grupo. Wehitney U ' hypathesis. Test ¥ t .
Test
Independent
Independent _ 45 The distribution of S56 is the samecp TP 25 agl  Hetain the
5 The distibution of $21 iz the sam%"‘?ﬁ'es - ESI‘I‘““ the across categorias of grupo. Whitney U ! hypothesis,
across categaries of grupo. hitney U b hiypothesis. Test
Test
Independent i
Independent _ 45 The distiibution of 560 is the sameSamPles e [etain the
g The distibution of S26 iz the samesgn =2 1qq) iEtain the aeross categaries of grupo. Whitney U hypathesis.
across categories of grupo. Wihitney U ' hypathesis. Test
Test Independent .
T —— 17 The distibution of 552 is the samegamples QT e
i across categories of grupe, ' -
- The distribution of 531 iz the same P =2 ) e (i ! guE Whilney U hypathesis.
across categaories of grupo. Wehitney U hypothesis.
Test Independent
N : Samples Retain the
Independent 13 The distribution of S55 iz the FameE o aaol nun
Samples Fetain the across categaories of grupa. WhltneyU hyp othesis
a The distribution of 535 iz the sam%‘anﬁ Ao null Test )
acmoss categories of grupo. Wehitney U hypathesis.
Test Azymptotic significances are displayed. The significance level iz 05,
Independent )
g The distibution of 539 iz the samerm e &5 AR e Hypothesis Test Summary
across categaries of grupo. Wihitn ey U : hypathesis
o v VP b Null Hypothesis Test Sig. Decision
Independent )
|SndEDiendent- Eatain th 45 The distribution of 567 is the same JaMP1es ) AgHma
qg The distribution of 544 is the samesATFES sodl i e across categories of grupo. Wihitney U ' bryp oth esis.
across categaories of grupa. Uhitney U ! hypothesis Test
Test Independent
Samples Retain the
P, . P : The distribution of 572 isthe same
mptotic significances are displaved. The significance level is 05, Z0 Mann- 100d  null
Asymp a plaw d across categories of grupo. \.Ill'hltneyU hypathesis.
1Exact significance is displawed far this tast.
Independent .
zq The distribution of 574 is the sameﬁ‘amr?_les a7 Ejﬁam the
across categories of grupo. Whitney U - hyp othesis.
Test
Independent .
5 The distribution of SO0 is the same SamFI25 angl Refain the
across categories of grupo. Whitney U y hyp othesis.
Test
Independent .
55 The distribution of 583 is the same SamP!23 ol Rotainthe
across categories of grupo. \.Ill'hltneyU ’ hyp othesis.
Independent .
24 The distribution of 597 is the sameSamgles 2og! ﬁ:ﬁam the
across categories of grupo. \.Ill'hltneyU " hypothesis.
Independent .
25 The distribution of 5100 is the zam amples 0ot E:Itlaln the
across categaries of grupo \l’u’hltneyU o hypothesis.
Test

Pagina 81

Asymptotic significances are displayed. The significance level is 05.

1Exact significance iz displayed for this test.




Efeitos da Hiperleptinémia na Secregdo de Proteinas Salivares

t) Determinacdo dos pontos isoelétricos dos spots proteicos observados
em géis 2-DE para tiras (IPG strips) de 13 ¢cm, gama de pH 3-10 nao
linear

O ponto isoelétrico aparente de cada spot foi determinado através da medi¢édo do
comprimento da tira e da posi¢ao da tira no gel de segunda dimenséo, tendo em conta a
largura deste. Seguidamente, através da posicdo de cada spot (como percentage da

largura do gel) foi feita interpolacao grafica (figura 33).

pH Immobilline DryStrip pH 3-10 NL
11.04

10.04

3-':' T I T I T I T I T I T I T I T I T I T I
o 10 20 30 40 B &2 TO O &D 90 100
% of g=l length

Figura 33 — Gréfico de gradiente de pH. O gradiente de pH apresentado nesta figura é valido para
condic¢des proximas de 20°C em 8M ureia, usando IPGbuffer 3-10 NL. (Immobiline DrySrip gels
Data file, 18-1177-60 AB, 2004-06; GE-Healthcare).
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W.Anexo 5 — Expressao das diferentes bandas na técnica SDS-PAGE

Tabela 9 - Expresséo para cada banda individual de cada animal, dentro de cada grupo

Controlo
Banda

2(1) 3(1) 15(2) 4(2) 7(2) 9(2) Media DesvPad Erro Padrao %variacao

1A 3 0 0 55 0 0 1,42 2,33 0,95 164,66

A 57 1,96 3,2 7,295 54 4,95 4,75 1,90 0,78 39,97

B 4 0 1,46 3,6 0 2,15 1,87 1,72 0,70 91,99

3,5 2,52 1,73 5,89 2,8 2,4 3,14 1,46 0,60 46,65

C1 35 0 0 0 0 3 1,08 1,69 0,69 155,61

D 3,7 0 4,7 6,885 0 1,6 2,81 2,76 1,13 98,25

10 47,15 29,965 0 34,9 24,05 24,34 17,10 6,98 70,23

G 27 11,92 24,16 36,89 17,8 18,9 22,78 8,68 3,54 38,10

Gl 0 0 0 10,89 12 10,7 5,60 6,15 2,51 109,83

H 0 21,04 12,245 0 12,65 9,8 9,29 8,14 3,32 87,58

H1 5 0 0 0 0 4,3 1,55 2,41 0,98 155,58

H3 6,9 0 6,1 0 0 3,6 2,77 3,22 1,31 116,40

| 18,3 4,49 14,63 23,965 11,05 52 12,94 7,59 3,10 58,66

J 6,5 43 7,255 9,06 6,95 74 6,91 1,55 0,63 22,38

K 3,1 0 2,6 0 0 3 1,45 1,60 0,65 110,15

Soro
Banda
5(1) 10(1) | 14(1) | 1(2) | 16(2) | 5(2) 8(2) 10(2) | 13(2) § | Media | DesvPad | Erro Padrdo | % variacao

1A 51 0 0 0 0 0 11,2 0 6,3 2,51 4,11 1,37 163,67
A 3,13 6 3,54 4,7 6,2 73 4,535 6,7 8,4 5,61 1,51 0,50 26,94
B 2,56 0 1,84 2,2 2,6 0 2,85 3,3 3,7 2,12 1,26 0,42 59,49
c 2,96 3,6 1,79 | 33 3,7 3,35 | 3,275 3,6 6 3,51 0,62 0,21 17,55
C1 0 4,3 0 0 0 0 0 0 0 0,48 1,52 0,51 318,20
D 0 0 4,04 0 45 6,2 4,895 0 0 2,18 2,69 0,90 123,46
40,975 | 16,4 | 32,61 | 32,1 7,5 15,15 | 13,76 9,5 0 18,67 12,42 4,14 66,52
G 13,58 | 25,8 | 17,13 | 18,3 0 258 | 21,59 | 33,6 27,9 20,41 10,03 3,34 49,16
G1 0 0 11 | 12,4 0 0 3,7 0 3,39 5,53 1,96 163,27
H 17,515 0 17,38 | 12,3 | 12,4 6,4 | 11,755 | 84 0 9,57 5,80 1,93 60,64
H1 0 12,4 0 0 0 0 0 0 0 1,38 4,38 1,46 318,20
H3 0 0 57 0 0 0 6,2 0 0 1,32 2,76 0,92 208,55
| 8,77 20,3 | 1597 | 6,9 15,9 20,7 16,72 9,3 36,8 16,82 5,33 1,78 31,66
J 5,945 7,2 0 9,2 10,8 11 10,39 15,6 0 7,79 4,57 1,52 58,59
K 0 0 0 0 0 0 7,7 3,4 10,9 2,44 2,81 0,94 115,14

§ - Animal retirado da andlise.
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Leptina
Banda
6(1) 7(1) 8(1) § 13(1) 11(2) 12(2) 14(2) Media DesvPad Erro Padrédo % variagédo

1A 0 0 3,1 0 4,6 0 4 1,67 2,13 0,80 127,42
A 73 | 3515 | 2,35 | 665 | 7,555 5,13 46 5,30 1,97 0,75 37.19
0 1,86 o| 425 4,52 2,35 15 2,07 1,82 0,69 87,76

C 47 | 239 255 | 3,35 5,51 4625 | 2,35 3,64 1,30 0,49 35,63
c1 0 0 0 0 5 6,71 3,95 2,24 2,90 1,10 129.80
D 6 4,81 0 4 6,16 4,76 22 3,99 2,20 0,83 55,23
0 11,24 | 40,45 | 18,9 0 14,885 | 17,35 | 14,69 13,74 5,19 93,50

G 37,9 26,175 7,6 27,55 37,265 25,115 19,5 25,87 10,43 3,94 40,30
Gl 0 0 6,95 0 0 7,87 6,95 311 3,89 1,47 12511
H 0 7,295 | 20,95 | 107 0 4,83 6.8 7,23 7,20 2,72 99,61
H1 0 0 0 0 0 56 43 1,41 2,44 0,92 172,83
H3 0 9,275 0 0 0 6,9 35 2,81 3,89 1,47 138,24
| 25 19,71 3,1 10,75 24,2 20,685 13,05 16,64 8,00 3,02 48,05
J 8,5 10,6 4,2 13,5 9,29 8,46 51 8,52 3,16 1,20 37,14
K 5,8 3,44 0 0 2,81 0 2,4 2,06 2,21 0,84 107,05

§ - Animal retirado da andlise.
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