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Resumo

A diferente sensibilidade para o gosto amargo do PROP (6-n-propil-tiouracilo)
estd associada a fatores genéticos, mas a influéncia do meio oral, nomeadamente da
composicao salivar, ndo € de excluir. Neste trabalho compararam-se as caracteristicas
salivares de individuos com diferentes sensibilidades para o PROP. Foi avaliada a
secrecdo salivar, atividade enzimatica de a-amilase, pelo método do DNS e expressao
de a-amilase e CA-VI, através SDS PAGE e Western blot.

N&o se observaram diferengas na taxa de secrecdo salivar, entre 0s grupos de
sensibilidade diferente. Para a concentra¢do proteica, as mulheres “super sensiveis”
apresentam valores superiores. No que diz respeito a proteinas salivares, a atividade
enzimatica da a-amilase apresentou-se aumentada em mulheres “super sensiveis”. Para
a CA VI, observou-se um aumento de expressdo apenas em homens “super sensiveis”.
Estes resultados sugerem um envolvimento das proteinas estudadas na sensibilidade

gustativa, a qual difere entre géneros.

Palavras-chave: a-amilase salivar; anidrase carbdnica VI, proteinas salivares; PROP

(6-n-propil-tiouracilo).
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Maércia Andreia Soares Sequeira (2012). STUDY OF THE
RELATIONSHIP BETWEEN THE PROTEIN COMPOSITION OF
SALIVA AND SENSITIVITY TO THE BITTER TASTE. Master
dissertation (Elsa Lamy e C.M. Antunes, supervisers). Science and
Technology School, University of Evora, Evora, Portugal.

Abstract

The different sensitivity to the bitter taste of PROP (6-n-propylthiouracil)
compound is associated with genetic factors however, the influence of the oral
environment, in particular the salivary composition, cannot be excluded. In this study
we compared the characteristics of saliva from individuals with different taste
sensitivities to PROP. The salivary secretion, enzyme activity of a-amylase was
evaluated using DNS method. a-amylase and CA-VI protein expression was evaluated
using SDS PAGE and Western blot.

No differences in the rate of saliva secretion, among groups of different
sensitivity were observed. Concerning protein concentration, women supertasters
presented higher values. With respect to the salivary proteins, the enzymatic activity of
a-amylase appeared increased in women supertasters. For CA-VI there was an increase
in expression only in men supertasters comparatively to the other taste sensitivity
groups. These results suggest an involvement of proteins studied in taste sensitivity, and

a different effect between genders.

Keywords: salivary a-amilase; carbonic anhydrase VI; salivary protein; PROP (6-n-

propylthiouracil).



1. Introducéo
1.1. A Saliva

1.1.1 Caracteristicas gerais

A saliva é um fluido bioldgico, segregado na cavidade oral, composto por 99,5%
de &gua, 0,3% de proteinas e 0,2% de compostos inorganicos, aproximadamente. As
proteinas da saliva sao principalmente glicoproteinas, enzimas (por exemplo a-amilase e
anidrase carbonica), imunoglobinas, albumina, e uma grande variedade de péptidos.
Para além das proteinas, a componente orgénica da saliva engloba ainda pequenas
quantidades de glucose e produtos nitrogenados, como a ureia e a amonia (Schipper, et
al.,2007; Rosa, et al., 2012). A fracdo inorganica da saliva é constituida por uma
complexa mistura de eletrélitos como, sodio, potassio, calcio, cloreto, magnésio,
bicarbonato e fosfato (Rosa, et al., 2012). A saliva € um fluido com um pH entre 5,6 e
7,6, em individuos saudéaveis. E produzida em cerca de 90% pelas glandulas salivares
maiores, correspondendo os restantes 10% a secrec¢do proveniente de glandulas salivares
menores e do fluido crevicular gengival (fluido secretado no sulco gengival) (Chen,
2009).

A gquantidade e a composicao da saliva segregada sdo afetadas por varios fatores
tais como: taxa de fluxo salivar, ritmo circadiano, tipo e tamanho das glandulas
salivares, duracdo e tipo de estimulo, dieta, drogas, sexo, idade, tipo sanguineo e estado

fisiolégico (Schipper, et al., 2007).

A saliva desempenha um papel vital no processamento dos alimentos por via
oral, participando na digestdo e interferindo na percecdo do gosto, e na manutencdo da
salde oral. Possui ainda como funcdo, o auxilio na manutencdo da saude oral,
contribuindo para a manutengdo da integridade dos dentes, tendo atividade

antibacteriana e ajudando na lubrificagéo e protecdo da mucosa oral (Chen, 2009).

A saliva é secretada principalmente por trés pares de glandulas exocrinas, que
constituem as glandulas salivares maiores (parétidas, sublinguais e submandibulares)
(figura 1.) e glandulas salivares menores presentes na mucosa da lingua (glandulas de

Von Ebner), labios e palato (Schipper, et al., 2007).



Figura 1. Localizacdo anatomica das glandulas salivares maiores na cavidade oral; 1- Glandula
Parotida, 2- Glandula Submandibular, 3- Glandula Sublingual (adaptado de Aps & Martens,
2005).

A denominagdo “maiores” e “menores” deve-se ao facto das suas dimensdes e
quantidade de fluido secretado. As glandulas parétidas estdo localizadas na proximidade
dos primeiros molares superiores. As glandulas sublinguais, estdo localizadas na parte
central do pavimento oral, e por sua vez a glandulas submandibulares localizam-se em

frente e de ambos os lados do pavimento oral (Chen,2009).

As glandulas salivares sdo compostas por &cinos. Estes acinos estdo ligados por
ductos de onde a saliva secretada é drenada para a cavidade oral. Durante esta passagem
a concentracao ionica da saliva varia, devido ao transporte ativo dos ides, que torna o

fluido oral hipotonico em relacdo ao plasma (Aps & Martens, 2005).

Cada tipo de glandula salivar produz um tipo de secrecdo: as células acinares
que se encontram nas glandulas parétidas e nalgumas glandulas salivares (células
acinares serosas), submandibulares, linguais e no palato segregam um fluido
praticamente sem muco. Existem também células mucosas presentes nas glandulas
submandibulares, sublinguais e no palato que produzem uma secrec¢ao viscosa, bastante
rica em muco (Schipper, et al., 2007). A secrecéo salivar humana varia de 0,3 a 7,0 mL de

saliva produzida por minuto, e 0,5 a 1,5 L de saliva produzida por dia (Schipper, et al., 2007).



1.1.2 Principais fungdes

As funcbes da saliva estdo divididas em cinco categorias principais: (1)
lubrificagéo e protecdo, (2) acdo tampéo e atividade antibacteriana, (3) manutencdo da
integridade dos dentes, (4) reparacdo tecidual, (5) gosto e digestdo (Humphrey &
Williamson, 2001).

Como a saliva é um revestimento sero-mucoso, tem como funcao lubrificar e
proteger os tecidos orais. Os principais componentes lubrificantes da saliva sdo as
mucinas, as quais sao glicoproteinas de elevado peso molecular (Dodds et al., 2005). As
mucinas tém uma baixa solubilidade, elevada elasticidade e viscosidade, e uma forte
aderéncia. Para além do seu papel como lubrificantes, as mucinas salivares tém uma
variedade de funcgdes essenciais para a manutencdo da defesa e estabilidade oral:
desempenham uma func¢do antibacteriana, e controlam a adesdo de microrganismos as
superficies, o que contribui para o controlo de colonizacdo bacteriana e fungica.
(Humphrey & Williamson, 2001).

A acgdo tampéo da saliva deve-se principalmente a existéncia de i6es bicarbonato
e fosfato, ureia, proteinas anfotéricas e enzimas. O bicarbonato € o principal sistema
tampd&o na cavidade oral, que funciona como neutralizador de acidos. A a¢do tampédo da
saliva funciona de forma mais eficaz quando as taxas de fluxo salivar estimuladas s&o
elevadas, e ineficazmente quando a taxa de fluxo salivar ndo estimulado € baixa
(Humphrey & Williamson, 2001). A elevada quantidade de ides bicarbonato na saliva
proveniente da glandula parétida tem uma acdo tampdo em compostos acidos, 0 que

modifica a percecdo do gosto acido (Neyraud, et al., 2009).

A saliva possui uma atividade antimicrobiana. Proteinas como IgA, 1gG e IgM,
sendo imunoglubinas, protegem o0s dentes e as superficies da mucosa (Humphrey &
Williamson, 2001). Em relagdo a manutencdo da integridade dentéria, a saliva facilita os
processos de desmineralizacdo e remineralizacdo. As elevadas concentracfes salivares
de célcio e fosfato sdo responsdveis pela maturacdo e remineralizacdo dentéria
(Humphrey & Williamson, 2001).



Para além das funcdes referidas, a saliva tem uma acdo a nivel dos processos
ingestivos e digestivos, atraves da sua participacdo nos processos envolvidos na detecao
do gosto e no processo de digestdo. No que diz respeito ao gosto, a hipotonia da saliva €
apontada como aumentando a capacidade de degustacao dos alimentos. Para além disso,
a presenca de proteinas, nomeadamente da anidrase carbonica VI, também parece estar
relacionada com o processo gustativo, sendo esta proteina referida como necesséria ao
crescimento e maturacdo dos gomos gustativos (estruturas onde se encontram as células

recetoras do gosto) (Humphrey & Williamson, 2001).

1.1.3 Composicéo Proteica da Saliva

A saliva contém centenas de proteinas, péptidos, hormonas, e outros
componentes que podem servir como biomarcadores. As proteinas presentes na
cavidade oral, tém vérias origens, incluindo glandulas salivares, mucosa oral, plasma
sanguineo, fluido crevicular gengival e microrganismos (Rosa, et al., 2012; Dodds et al.,
2005).

Existe uma grande variedade de proteinas salivares, sendo que cerca de 80% das
enzimas sdo segregadas pelas glandulas pardtidas e as restantes sdo segregadas pelas
glandulas submandibulares. As glandulas sublinguais, por sua, vez segregam uma saliva
rica em mucinas. Tal como referido anteriormente, as mucinas sdo proteinas com
elevada importancia na composicao da saliva, sendo que a maior parte destas proteinas

sdo produzidas pelas glandulas salivares menores (Castagnola, et al., 2011).

As proteinas salivares apresentam uma variedade de funcdes, 21% das proteinas da
saliva estdo associadas a imunidade, 1,6% sdo associadas a proteina de replicacdo e
reparacdo, 4,8% sdo associadas a mobilidade celular e secrecdo, 2,3% estdo ligadas &
transcricdo e ribossomas, 4,2% estdo associadas a multiplicacdo celular e ciclo celular,
9,7% & transducgdo do sinal, 5,2% associadas ao metabolismo, e 7,1% associadas ao
citoesqueleto e as endomembranas (Castagnola, et al.,, 2011). Existem 28,7% das
proteinas salivares das quais ndo se tem a certeza das suas funcdes, e 15,4% das
proteinas sdo completamente desconhecidas as suas fung¢fes. A maioria destas proteinas

tem um elevado nivel de prolina (30% - 40%), e sdo designadas de proteinas ricas em



prolina (PRPs) (figura 2.). As PRPs constituem quase 70% da proteina total contida na

saliva, proveniente das glandulas parétidas (Wu et al.,2009).

' ™
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Figura 2. Representacdo grafica das percentagens das proteinas constituintes da saliva mista
humana (adaptado de Scarano et al, 2010).

As mucinas, sdo glicoproteinas de elevado peso molecular. Estas proteinas tém
um elevado grau de glicolisacdo e potencial hidratacdo, tem propriedades viscoelasticas

que promovem a lubrificacdo (Dodds, et al., 2005).

A o-amilse salivar é responsavel pela digestdo inicial do amido, é um indicador do
funcionamento das glandulas salivares, particularmente da glandula parétida, esta
glandula contribui com 20% - 30% da proteina total salivar (Castagnola, et al.,2011).
Esta enzima tem um papel preponderante na manutencdo da salde oral, e na imunidade
da mucosa oral, inibindo a adesdo e crescimento de bactérias (Rholeder & Nater, 2009;
Out, et al., 2011). Recentemente, a a-amilase salivar tem sido identificada como um
possivel biomarcador de reatividade ao stresse, por parte do sistema nervoso autbnomo.
Os niveis desta enzima aumentam rapidamente em resposta a condigdes de stress

fisioldgico e psicossocial (Amela, et al., 2011)



1.2. O papel da saliva na percecéo dos alimentos

Desde a antiguidade que a percecdo gustativa € importante para garantir a aquisicao
de nutrientes e para evitar a ingestdo de substancias toxicas. Os mamiferos tém a
percecdo de cinco gostos basicos, o salgado, o doce, o acido, 0 amargo e 0 umami
(Reed, et al., 2006). Neste momento ja ha alguns autores que defendem a gordura como
sendo um sexto gosto basico, dada a presenca de recetores para acidos gordos a nivel

das células recetoras do gosto (Pickering et al., 2004)

Tal como foi referido, a percecdo dos alimentos na cavidade oral é influenciada pela
saliva. Esta ajuda na dissolucéo e transporte das moléculas presentes nos alimentos para
os locais de rececdo do gosto (células presentes nos gomos gustativos). As proteinas da
saliva interagem com as moléculas presente nos alimentos, modificando-as, moldando a
forma como elas sdo percebidas (Spielman, 1990). A responsabilidade da saliva na
percecdo gustativa € adaptativa, ou seja, a natureza da resposta € modelada pela
natureza do estimulo percebido. Este facto é suportado pela recente descoberta que a
protedmica da saliva total, pode ser modificada pela natureza dos compostos provados
(Neyraud, et al., 2006).

Alguns estudos apresentam evidéncias de uma possivel influéncia das proteinas
salivares na percecdo dos alimentos. Estudos demonstraram que a proteémica salivar
pode ser modificado por dietas ricas em taninos (Da Costa, et al., 2008; Lamy et al.,
2010). As proteinas ricas em prolina (PRPS) e as histatinas tém sido apontadas como as
principais proteinas salivares envolvidas, uma vez que podem ligar e precipitar
polifendis derivados de plantas na cavidade oral, provocando a sensacdo de
adstringéncia (Williamson, 1994). Também a amilase salivar foi referida como sofrendo
alteraces em fungéo do consumo de taninos, ainda que o motivo dessas alteragdes nio
esteja elucidado (da Costa et al., 2008; Lamy et al., 2010).

A hipoétese que a lipase salivar estard envolvida na percecdo da gordura, esta ligada ao
facto da mesma degradar em fragcdes menores os triglicéridos, originando &cidos gordos
e glicerois. (Kawai & Fushiki, 2003).



A saliva proveniente da glandula parotida participa largamente na formacédo do
“bolo” digestivo na cavidade oral, e na sua digestdo através da contribui¢do da a-
amilase na hidrélise do amido. Esta proteina pode também contribuir para a percecao
gustativa (Neyraud, et al., 2009), através da acdo basica do amido nos produtos
alimentares, a atividade da a —amilase tem sido ilustrada na percecdo do gosto doce
(Neyraud, et al., 2006). Evidenciou-se uma variacdo da quantidade de o-amilase na
saliva apds uma estimula¢do com sacarose (Quintana, et al., 2009). A a-amilase salivar
(0-1,4-a-D-glucano 4-glucanohidrolase; EC 3.2.1.1) é uma das mais importantes
enzimas da saliva, é produzida pelas glandulas salivares e secretada na saliva sob
ativagdo nervosa. E principalmente produzida em 80% pelas glandulas pardtidas,
havendo uma diminuta producéo pelas glandulas submandibulares (Out, et al., 2011). A
a-amilase é constituida por duas familias de isoenzimas, que catalisam a hidrolise das
ligagdes a-1,4, em glucose e em maltose, sendo a principal enzima na digestdo do amido
e dos carbohidratos na cavidade oral. A massa molecular da a-amilase salivar varia
entre 55 a 67 kDa (Da Costa, et al., 2008). As concentracOes e atividades desta enzima
sdo variaveis devido a diversos fatores como a idade, o sexo, habitos tabagicos,

exercicio fisico, dieta e fatores psicoldgicos (Rholeder & Nater, 2009).

Para além destas interacGes diretas entre proteinas salivares e constituintes
alimentares, a composicdo proteica da saliva pode estar relacionada com alteracGes
gustativas (Kawai & Fushiki, 2003). Por exemplo, Quintana et al. (2009) observaram
um decréscimo na expressdo de algumas proteinas salivares [Zn-a-2-glicoproteina
induzida pela prolactina cistatina SN e anidrase carbonica VI (CA V)] associado a um
decréscimo global da percecdo gustativa. E provavel que esta enzima desempenhe um
papel crucial na fungdo gustativa. A diminuicdo da secrecdo salivar de CA VI é
associada a reducdo e disfuncéo gustativa, bem como do olfato (Padiglia, et al., 2010).

Diversos estudos tém sugerido que a CA VI possa atuar como um fator tréfico,
promovendo o crescimento e o desenvolvimento das papilas gustativas, e que depende
da presenca de zinco. De facto, foi observado que o tratamento com zinco melhora a
funcdo gustativa de pacientes, normalizando a funcdo gustativa e a morfologia das
papilas gustativas em pacientes com défice em CA VI (Padiglia, et al., 2010; Thatcher,
etal., 1998).



A CA VI ou gustina, € uma zinco-metaloenzima. Entre as 16 isoformas de
anidrases carbonicas, a CA VI é a Unica isoforma secretada pelas glandulas exdcrinas,
descrita em mamiferos. A enzima catalisa reacdes de hidratacdo reversiveis entre o
dioxido de carbono (CO,) e o ifo bicarbonato (HCO3"), gerando o protdo H* (Kimoto, et
al., 2006). As anidrases carbonicas operam em trés moléculas / ides muito simples, e
estédo envolvidas numa variedade de processos vitais. Entre esses processos, a regulagéo
do pH, a respiracdo, a secrecdo de eletrdlitos, a biossintese de algumas importantes
moléculas como a ureia, a glucose, lipidos e piramidinas, a excrecao de 4cidos e sais, na

carcinogeénese, e na sinalizacdo celular (Nishimori, et al., 2007).

A CA VI foi inicialmente identificada por Fernley em 1979 na saliva e glandulas
parotidas de ovelha (Nishimori, et al., 2007). A CA V1 é secretada pelas células acinares
serosas das glandulas paro6tidas, submandibulares e Von Ebner (Padiglia, et al., 2010). A
CA VI ou gustina é um péptido singular com aparente massa molecular de 37 kDa
(Thatcher, et al., 1998).

1.3. Variac0es inter — individuais na sensibilidade gustativa

Pensa-se que a aversdo provocada pelo gosto amargo possa servir como meio de
prevenir que os mamiferos ingeriram constituintes alimentares prejudiciais. H4 uma
grande diversidade nas estruturas dos compostos que 0s seres humanos percebem como
gosto amargo. O gosto influencia as escolhas alimentares dos humanos, sendo que o
gosto amargo é uma das principais causas de rejeicdo de alguns vegetais (Dsamou, et
al., 2011).

A percecdo do gosto amargo varia muito entre os individuos, o que levanta questdes
sobre 0os mecanismos subjacentes a essa variabilidade. Existem trés fatores principais
para a variabilidade do gosto amargo: a variacdo genética especifica (variacdes na
sequencia dos recetores dos gosto), variacdo genética genérica (por exemplo, a
densidade das papilas gustativas) e variagdes ambientais (dieta, saude, estado hormonal,
e etc.) (Dsamou, et al., 2011).



Existe uma grande diversidade de recetores do gosto amargo, sendo que nem todos
ligam os mesmos compostos amargos (Reed, et al., 2006). Os recetores do gosto amargo
s80 expressos na célula recetora gustativa (célula recetora do gosto- TRC), através do
complexo de proteina G. Uma vez no interior da célula, os compostos amargos ligam-se
ao sistema de sinalizacdo do recetor, resultando a percecdo do gosto amargo (Naim, et
al., 2002).

Existem diferencas individuais hereditarias, na percecdo do gosto amargo, sendo
especificas para alguns compostos amargos e para outros nao (Snyder, 1931). Nos seres
humanos ha polimorfismos no gene que codifica o recetor TAC2R38, sendo esses
polimorfismos descritos como responsaveis pela capacidade individual de percecionar
0s compostos PTC (feniltiocarbamida) e PROP (6-n-propil-tiouracilo) (Reed, et al.,
2006). Para os humanos a sensibilidade gustativa ndo é idéntica em todos os individuos,
0 caso mais estudado de variacdes inter — individuais na sensibilidade gustativa, é a
sensibilidade para o gosto amargo do composto PROP (figura 3.), esta caracteristica €

utilizada como marcador da sensibilidade gustativa (Bartoshuk., 2000).

DY“‘YVGHE

HN NH
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S

Figura 3. Estrutura quimica do composto amargo 6-n-propil-tiouracilo (adaptada de Reed, et al.,
2006).

O PROP é membro da classe dos compostos amargos pertencentes as tioureias.
Todas as tioureias contem o grupo das ligacBes quimicas N-C=S, que é responsavel
pelo seu gosto amargo. A capacidade gustativa de percecionar os compostos PTC/PROP
tem sido associado a uma maior sensibilidade para identificar compostos amargos. A
maior sensibilidade dos individuos que percecionam o gosto amargo do PTC/PROP
pode ser indicador de maior sensibilidade aos outros quatros gostos basicos (Henderson,
etal., 2007).



A ligacdo gustativa para o PROP ¢ herdada de geracdo em geragdo, como uma
caracteristica mendeliana recessiva, com 0s ndo-sensiveis portadores de dois alelos
recessivos (tt), e sensiveis com pelo menos um alelo dominante (Tt) ou (TT) (Zhao, et
al., 2003).

Apds a caracterizagdo mendeliana para a percecdo do gosto amargo do
composto PROP, com base no grau de sensibilidade para este composto, propds-se a
existéncia de trés grupos de sensibilidade, em que convencionalmente classificaram-se
os individuos como pouco ou nada sensiveis (‘“non-tasters”), medianamente - sensiveis
(“médium-tasters”), e super - sensiveis (‘“super-tasters”), variando o limiar de
concentracdes do composto (Bartoshuk, et al., 1994). Os trés niveis de sensibilidade
gustativa, estdo fortemente relacionados com as sensibilidades individuais para o0 gosto
amargo dos compostos PTC e PROP e, simultaneamente, com os polimorfismos
referidos (Bufe, et al., 2005).

Recentemente a resposta ao gosto do PROP, tem sido associado a uma reduzida
preferéncia por alimentos doces e com elevado teor de gordura, com reduzida
adiposidade, indices de massa corporal, e com perfis plasmaticos lipidicos favoraveis. A
elevada sensibilidade para o PROP confere protecdo & obesidade, ao cancro do colén e
as doencas cardiacas coronarias. A predisposicdo genética da sensibilidade para o
PROP, prevé escolhas e habitos alimentares, mais restritos para o gosto amargo
(Henderson, et al.,2007).

Tendo em conta o efeito da saliva nas caracteristicas do meio oral, é de pensar que a
composicdo proteica dos individuos com sensibilidades diferentes possa apresentar
diferencgas. Assim sendo, o objetivo do presente trabalho € avaliar se existem diferencas
a nivel da composicdo proteica da saliva entre individuos com sensibilidades gustativas
diferentes para o gosto amargo do PROP, mais propriamente verificar se existem
alteracdes ao nivel das proteinas a-amilase salivar e CA VI.

10



2. Objetivos

A percecdo gustativa do alimento envolve vérios aspetos, tais como a intensidade, a
qualidade e o valor heddnico da sensacdo percetiva. A saliva é o principal fluido
constituinte do ambiente exterior das células recetoras do gosto, e como tal, desempenha
um papel fundamental na sensibilidade gustativa. A percecdo do gosto amargo varia
muito entre os individuos, desconhecendo-se até & data as causas subjacentes a essa

variabilidade.

O objetivo geral inerente a este trabalho foi avaliar possiveis alteracdes do perfil
proteico salivar entre os grupos de individuos com diferencas na sensibilidade para o

gosto do composto PROP.
Em particular pretendeu-se:
1) Avaliar a taxa de secrecdo e a concentracdo proteica da saliva nos diferentes

individuos.

2) Determinar a atividade enzimatica e expressdo da o-amilase salivar, uma das
enzimas presente em maior quantidade e considerada uma das mais importantes

na cavidade oral.

3) Determinar a expressdo da CA VI, dado que esta enzima tem sido associada a

percecdo do gosto amargo.

4) Avaliar a existéncia de diferencas de atividade e / ou expressao da «-amilase

salivar e de CA VI entre os individuos.

5) Estudar eventuais correlacdes entre os parametros bioguimicos salivares e a

sensibilidade gustativa individual.

11



3. Materiais e Métodos

3.1. Populagéo em estudo.

Cento e sessenta e oito individuos caucasianos da Universidade de Evora com
idades compreendidas entre os 18 e 30 anos, aparentemente saudaveis, participaram
voluntariamente nos testes de sensibilidade gustativa. Cada individuo foi informado
verbalmente sobre o procedimento aplicado, e 0 objetivo do estudo. Foram preenchidos
questionarios (Anexo I) de modo a aferir acerca da existéncia de patologias possiveis de
afetar a sensibilidade gustativa, e acerca do intervalo de tempo entre a Gltima refeicéo e
os testes. SO foram considerados para posterior analise individuos cujo consumo de
alimento tivesse sido superior a uma hora. Nestas condigfes foi analisado um total de
cento e trinta e sete individuos. Todos os procedimentos de prova, recolha de saliva, e 0
preenchimento dos questionarios, foram realizados no mesmo intervalo de tempo, no

periodo da manha (entre as 11 horas e as 12 horas).

3.2. Testes de sensibilidade e medicédo de intensidades.

Com o objetivo de classificar cada individuo, de acordo com a sua sensibilidade
gustativa ao composto amargo PROP, estes foram submetidos a provas de solucdes
testes de PROP e NaCl. Estas solugbes testes foram preparadas no dia anterior a cada
sessdo em agua mineral de uma marca comercial (marca branca Pingo Doce), tendo sido
utilizada para todas as sessdes de provas a mesma marca de agua mineral comercial. As
referidas solugdes foram armazenadas a 4°C até a sua utilizacdo. O NaCl foi utilizado
como padréo, pois a intensidade ao gosto de NaCl, ndo se altera tanto entre os diferentes
individuos. O teste de sensibilidade ao PROP, consistiu na prova de trés solucGes de
PROP, de concentracdes conhecidas e compreendidas entre, 0,032 mmol/L, 0,32
mmol/L, e 3,2 mmol/L, e na prova de trés solucdes de NaCl de concentracdes de
0,01mol/L, 0,1mol/L, e 1,0 mol/L, de modo semelhante ao descrito em Tepper et al.,
(2001).
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Para se proceder a classificacdo dos individuos em funcao da sua sensibilidade, em
cada sessdo foram dadas a provar aleatoriamente, as trés solugdes de PROP e NaCl
referidas (devidamente identificadas com codigos). Cada individuo provou as solu¢des
uma Unica vez. A prova de cada solucdo foi seguida de uma lavagem oral com agua
mineral. Foi pedido a cada individuo que registasse a percecdo da intensidade do gosto

de cada solucdo numa escala de magnitude rotulada (figura 4.) (Green et al., 1993).

Conjunto I Conjunto IT
Mais forte do que o imagindvel — Mais forte do que o imagindvel
Muito forte Muito forte
Forte Forte
p—
Moderado Moderado
Debil Debil
= =
Escassamente detectado _ Escassamente detectado

Figura 4. A escala de magnitude rotulada oral (Green et al., 1993).

Cada individuo esperou cerca de 30 segundos entre as provas de cada solucéo.
Com uma régua milimétrica efetuou-se a medicdo de cada intensidade marcada na
escala. Com estes valores foram obtidos gréaficos que permitiram estabelecer grupos de

sensibilidade, de acordo, com o descrito por Tepper et al., (2001).

Individuos que avaliaram e percecionaram as solucdes de NaCl com maior
intensidade do que as solu¢des de PROP foram classificados como “pouco sensiveis”
(“non — taster”), individuos que classificaram as intensidades, as solu¢des de NaCl e
PROP de igual forma, foram classificados de “medianamente sensiveis” (“médium —
taster”), e os individuos que classificaram com maior intensidade as solu¢cdes de PROP
em relacdo as solucBes de NaCl, foram classificados de “super sensiveis” (“super —

taster”).
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3.3. Recolha de saliva mista humana.

Para a recolha de saliva dos voluntérios relatou-se aos individuos todas as condi¢des
inerentes necessarias ao procedimento e o objetivo do estudo. A recolha da saliva mista
foi realizada apds efetuados os testes de sensibilidade. Foi pedido aos voluntarios que
lavassem a boca com &gua mineral, com o objetivo de eliminar os vestigios de saliva e

das solugdes do teste de sensibilidade.

Apobs a lavagem, toda a saliva produzida sem estimulo num periodo de cinco
minutos foi recolhida para frascos estéreis devidamente identificados e mantidos em
gelo. Em seguida pesou-se e tarou-se os frascos, para posterior determinacéo da taxa de
secrecdo salivar de cada individuo. Sendo a saliva constituida por 99,9% de agua (Chen,
2009), considerou-se uma densidade de 1 g/cm®. Apds a pesagem da saliva toda a
amostra de cada individuo, foi transferida para eppendorfs devidamente identificados e
mantidos em gelo. Por ultimo as amostras de saliva foram armazenadas a -80°C até

posterior analise laboratorial.

3.4. Tratamento das amostras de saliva mista humana.

Pela viscosidade ser uma das caracteristicas intrinsecas & saliva mista humana,
devido a presenca principalmente das mucinas (maioritariamente glicoproteinas de
elevada massa molecular), as amostras de saliva foram descongeladas em gelo, e de
seguida centrifugadas a 13000g durante 30 minutos a 4°C, recolhendo-se o sobrenadante
e, rejeitando-se o precipitado. Desta forma foi recolhido o sobrenadante homogéneo
(Simdes C., 2011). O mesmo foi dividido em aliquotas devidamente identificadas, para
evitar ciclos de congelacao / descongelacdo, com o objetivo de minimizar a ocorréncia

de protedlise nas amostras de saliva.
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3.5. Quantificacéo da proteina total nas amostras de saliva mista.

Para a quantificacdo proteica da saliva mista recorreu-se ao método de Bradford
(Bradford, 1976), através da utilizacdo do reagente Bio — Rad Protein Assay. O método
baseia-se na alteracdo da absorvancia do corante de ligagdo Coomassie Brillant Blue G-
250, em meio acido, em que a sua coloracdo avermelhada converte-se numa cor azulada
quando ligado a proteina. A partir de uma “solucdo-mae” de BSA com concentracdo de
2 mg/mL, foram realizadas 7 diluicbes com agua ultra - pura (milliQ), para obtencéo de
concentragdes de 25, 50, 75, 150, 200, 350, 500 pg/mL de BSA. Juntamente com o
valor do branco (agua ultra - pura), os valores de absorvancia para estas concentracoes
foram utilizados, para tracar as curvas de calibracdo. Para cada microplaca tragcou-se

uma curva de calibracdo (figura 5.).

Prepararam-se diluicdes sucessivas das amostras de saliva de 2x, 4x, 8x, 16X,
sempre mantidas em gelo. Aplicou-se nos pogos da microplaca, 10 uL de cada solugéo
(branco, solucdes de BSA, e diluicdes das amostras de saliva), em triplicado. Preparou-
se 0 reagente corante Coomassie Brilliant Blue G-250 em &gua bi-destilada (1:4), de
acordo com as recomendacdes do fabricante. Em seguida adicionou-se em 200uL do
reagente corante preparado em cada poco, e ap6s um tempo de espera de cinco minutos,
fez-se de imediato a leitura da absorvancia de cada microplaca a um comprimento de

onda de 630 nm, num leitor de microplcas (Microplate reader, Biotek, ELX 800).

0,6 -
0,5 -

04 -

[%2)
< 03 y =0,0011x
R?=0,9973
0,2
0,1
0 T T 1
0 100 200 300 400 500 600

[BSA] (ug/ml)

Figura 5. Representacgdo grafica de um exemplar de uma curva de calibragdo de BSA utilizada

no estudo.
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Por interpolacdo grafica da reta de calibracdo (figura 5.), de cada uma das placas, e
tendo em conta os fatores de dilui¢do, foi calculada a quantidade de proteina expressa

(ug/mL), para cada amostra de saliva.

3.6. Determinacio da atividade enzimatica da a-amilase salivar.

3.6.1. Fundamentos do método do DNS.

De forma a determinar a atividade enzimatica da a-amilase salivar, recorreu-se a
um método colorimétrico de determinacdo enzimatica. Utilizou-se o reagente, acido,
3,5 - Dinitrosalicilico (DNS), para a quantificacdo de acucares redutores (Miller,
1957). Este método testa a presenca do grupo carbonilo (C=0), encontrado nos
acucares redutores. Na presenca de DNS, e com aquecimento (100°C), ocorre a
oxidacdo do grupo funcional aldeido, que estd presente na glucose, a grupo
carboxilo. Ao mesmo tempo o DNS, é reduzido a &cido 3 — amino, 5 —
nitrosalicilico, sob condicdes alcalinas (figura 6.). Na forma reduzida o DNS fica
com cor avermelhada (Anexo Il). Assim, a intensidade de cor que se forma é

proporcional a quantidade de glucose presente (figura 7.).

Oxidacio E
Grupo Aldeido _)' Grupo Carbaoxilo

COOH CO0H

ar L COOH
e’ 2
O " _— .
N2

Hog ioz NHZ

Reducio

Acido 3, 5-Dinitrosalicilico +Acucar Redutor ﬁ Acide 3-Amino-Nitrosalicilico + Acicar Oxidado

Figura 6. (A) Reacdo de oxidacdo do grupo aldeido pelo reagente DNS; (B) Reacdo de reducao
do reagente DNS (adaptado de http://www.eng.umd.edu/~nsw/ench485/lab4a.htm com base em
Miller, 1959).
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Figura 7. Representacédo gréfica da curva de calibracdo da Glucose.

O DNS é um composto que absorve na gama de comprimentos de onda entre A
=490 nm aos A = 580 nm (Wood, et al., 2012). No presente trabalho as leituras foram
feitas a 530nm, por se ter verificado corresponder a zona onde existe maior diferenca
entre a absorvancia do DNS, e do DNS reduzido (figura 8.).

Figura 8. Representacdo do espectro na gama de comprimento de onda de absor¢do do DNS e

glucose.
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3.6.2. Preparacéo de solucgoes.

Solucdo Tampédo Fosfato de Potassio 20mM (pH 7.0).

Preparou-se 200 mL de uma solucdo de K;HPO4 40 mM e 200 mLde uma solugéo de
KH,PO, 40mM. Para obter-se 100 mL da solucdo tampdo pretendida a pH 7.0,
misturou-se 61,5 mL da solucdo de K;HPO4 40mM com 38,5 mL da solucdo de
KH,P0O4 40 mM.

Solucdo de Amido 1%.

Dissolveu-se 1g de amido em 100 mL de agua bi-destilada, aqueceu-se a 100°C, até a

sua total dissolucdo.

Solucdo de NaOH 1%.

Dissolveu-se, 1g de NaOH em 100 mL de agua bi-destilada, agitando-se até a sua total

dissolugéo.

Solucdo de DNS.

Dissolveu-se, agitando-se, 1g de DNS, 0,2g de fenol cristalino, em 100mL de uma
solucdo de NaOH 1%, guardou-se a 4°C. Pelo facto do sulfito de sodio se deteriorar ao
fim de aproximadamente quatro horas (Miller, 1957), na altura da utilizacdo, para cada
10 mL de solucdo de DNS adicionaram-se 0,05 g desse reagente. Para melhor seguranca
do operador, esta solucdo foi preparada com a devida precaucdo e cuidado, com o
auxilio de luvas, a quando da manipulacdo dos reagentes, e na hotte, ja que o fenol

cristalino € um reagente neurotoxico.

Solucdo de Tartarato de Sodio e Potassio 40%.

Dissolveram-se, 40g do reagente tartarato de sodio e potassio em 100 mL de agua bi-

destilada, agitando-se até a sua total dissolucao.
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3.6.3. Otimizagao do método do DNS.

De forma a otimizar o método do DNS para a aplica¢do &s amostras de saliva em
estudo, inicialmente tracou-se a curva de calibracdo da glucose (concentracdo de
glucose em funcdo da absorvancia medida a 530 nm). Foram feitas diferentes diluicdes
a partir de uma solucdo-mée de glucose com 2,0 mg/ml. Através destas dilui¢des
obtiveram-se concentragdes entre 0,2; 0,6; 0,8; 1,2; 1,6 e 2,0 mg/mL., as quais foram
utilizadas para tracar a curva de calibracdo. A leitura das absorvancias foi efetuada num
espectrofotometro de absorcdo atomica (Hitachi — U-200) a um comprimento de onda
(A) de 530 nm. Neste passo da otimizagdo foram utilizadas quatro amostras de saliva

mista humana, n&o pertencentes ao estudo.

O reagente DNS para se juntar a amostra foi preparado de acordo com o descrito
anteriormente. O protocolo para a determinacdo da atividade enzimatica de amilase
consiste em adicionar a cada tudo de ensaio 100 pL do tamp&o fosfato de potassio 20
mM pH 7.0, 100uL de solucdo de amido 1% e 50 uL de amostra (ou dgua bi-destilada,
no caso do branco). Os tubos foram posteriormente colocados a 37°C, num banho com
agitacdo (Selecta — unitronic 3200R). De modo a aferir qual o tempo de incubacéo
mais adequado para as amostras em estudo, foram testados tempos de 5, 10, 15, 20, 25,
e 30 minutos, para as diluicbes de amostras de saliva 100x e 200x. A seguir a este
passo, foram adicionados 100 uL de solucdo de DNS a cada tubo de ensaio. Os mesmos
foram retirados do banho, agitados num vortéx (Labinco — L46) e colocados em gelo
por instantes. Em seguida os tubos foram incubados a uma temperatura de 100°C, num
banho aquecido através de uma placa de aquecimento (até a ebulicdo) durante cinco
minutos, sendo posteriormente passados para gelo, onde permaneceram durante dois a
trés minutos. Adicionou-se a mistura 208 pL de solucdo de tartarato de sodio e potassio
40% e 900 uL de bi-destilada. Por altimo leu-se a variagdo da absorvancia a A = 530

nm.
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De acordo com este procedimento, conclui-se que o tempo mais de adequado
para incubacgéo a 37°C seria de 20 minutos, pelo que este passou a ser o tempo utilizado

com todas as amostras. Construiu-se a curva de calibragéo.

De modo a determinar os valores de concentragéo proteica da saliva mais adequados
para a determinacdo da atividade enzimatica da amilase, foram testadas diversas
concentragdes das “amostras-teste” (5,0; 6,0; 7,5; 8,0; ¢ 10 ug/ml). Cada concentragédo

de cada amostra, foi testada em triplicados.

3.6.4. Determinacédo da atividade enzimatica especifica da a-amilase

salivar nas amostras em estudo.

Inicialmente foi tracada uma curva de calibracdo de glucose, utilizando as
seguintes concentracfes: 0; 0,2; 0,6; 0,8; 1,2; 1,6; 2,0; 2,2; 2,6; 2,8; 3,2; 3,6; 4,0; 4,2;
4,6; 4,8; e 5,0 mg/mL. As mesmas foram obtidas por diluicdes, com agua bi-destilada, a
partir de uma solucdo de concentracdo 5,0 mg/mL. O procedimento seguido foi o
mesmo que descrito no ponto anterior, s que nas amostras foram adicionados 50uL de
cada uma destas solugdes. Cada concentracdo foi sempre testada em triplicado. Por
ultimo leu-se a varia¢do da absorvancia a A = 530 nm, ja com o branco descontado ao

valor de absorvancia de cada diluicdo. Construiu-se a curva de calibracgéo.

O mesmo procedimento foi usado para as amostras de saliva mista do estudo. As
amostras foram descongeladas em gelo, e preparadas dilui¢des para as concentracGes de
5,0; 7,5 e 10 pg/mL de proteina (concentracdes para as quais foi observada linearidade,
conforme apresentado na seccao de resultados) [Figura 14. (A)]. Estas concentracdes
foram aplicadas para todas as amostras de saliva. Leu-se a alteragdo de absorvancia de
cada amostra a A = 530 nm. A atividade enzimatica especifica da a-amilase salivar, foi
determinada através de interpolacdo gréafica, relacionado a concentracdo proteica de

cada amostra, com a curva de calibracdo de glucose.
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3.7. Perfil proteico da saliva mista - Eletroforese SDS-PAGE.

Para comparacao dos perfis proteicos, as proteinas salivares foram separadas por
eletroforese SDS-PAGE (dodecil-sulfato de sodio de poliacrilamida). Calculou-se o
volume da amostra a aplicar em cada pogo, de modo a ter uma quantidade de 7,5 ug de
proteina em cada leine. Adicionou-se a cada amostra, tampdo de amostra (0,125M Tris-
HCL, pH 6,8, SDS 1% (m/v), 2-mercaptoetanol 5%, glicerol 20% e uma quantidade
vestigial de azul de bromofenol). Incubou-se a 95°C durante cinco minutos, em banho
seco (Grant — QBT2). Findo este tempo as amostras foram imediatamente colocadas em
gelo. Cada amostra foi aplicada num poco de um gel de poliacrilamida (8 x 10 cme 1
mm de espessura): gel de resolucdo 12% (T/C), [5 mL de Tris-HCL 1,5M, pH 8,8, 200
uL de SDS, 8 mL de acrilamida / bis — acrilamida 30% (m/v), 6,8 mL de agua bi-
destilada, 150 uL de PSA (Persulfato de aménio), 0,1g/mL e 10 uL de TEMED]; gel de
concentracdo 4% (T/C) [2 mL de Tris-HCL 0,5M, pH 6,8, 80 uL de SDS, 4,86 mL de
agua bi-destilada, 1,06 mL de acrilamida / bis — acrilamida 30%, 4,8 uL de PSA e 8,8
uL de TEMED].

Cada uma destas soluc¢des foi colocada cuidadosamente na placas de vidro, de modo
a evitar criar bolhas, até 1cm abaixo do topo do vidro. Primeiro colocou-se a solucéo do
gel de resolucdo, e em seguida adicionou-se agua bi-destilada sobre o gel de resolucédo
de modo a evitar o contacto da mistura com o ar. A mistura ficou polimerizada ao fim
de 30 — 40 minutos. Removeu-se a dgua. Em seguida colocou-se a mistura do gel de
concentracdo e encaixaram-se 0s pentes para posterior formacdo dos pogos ap6s a
polimerizacdo. Retiraram-se os pentes dos geéis, e colocaram-se estes na tina (sistema

Protean mini da Bio — Rad).

Para realizacdo da corrida eletroforética as camaras superior e inferior da tina foram
cheias até ao topo com tampado de corrida (0,025M Tris, 0,192M glicina, 1% (m/v)
SDS). Aplicou-se num dos pocos de cada um dos géis 5 uL do marcador de massas
moleculares (Dual Color da Bio. Rad, Ref. 161 — 0324). As proteinas foram separadas a
uma voltagem de 140V (60 mA, 15 Watts). A corrida foi interrompida quando a frente
de corrida atingiu o final de cada gel. Apds o fim da corrida eletroforética, os geis,
foram corados com uma solugéo [Comassie Brilhante Blue R — 250 0,5%, metanol 45%

(v/v), e acido acético 10% (v/v)], durante duas horas. Os foram descorados varias vezes
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numa solucdo de metanol 20% (v/v) e &cido acético 10% (v/v), até que as bandas
ficassem bem visiveis. As imagens dos géis foram obtidas através de digitalizagdo no
scanner (Scnalet 3400C HP). A anélise das imagens foi feita com recurso ao software
TotalLab Quant. Este software possibilita a analise do volume relativo das bandas
(Anexo V), corrigindo pequenas diferencas existentes entre as quantidades de proteina
corridas em cada leine e permitindo, assim uma mais correta comparagao intra- e inter-
membranas, minimizando erros devido a alguma variabilidade inerente a técnica. De
modo a verificar se existem diferencas na expressdo proteica das diferentes amostras,
foi comparado a percentagem de volume das bandas, calculada no programa TotalLab
Quant, ndo sb entre as varias amostras aplicadas no mesmo gel, como também entre as

varias amostras aplicadas nos diferentes géis (Anexo IV).

Para o célculo das massas moleculares aparentes mediu-se, a distancia de cada
uma das bandas do marcador a frente de corrida desta. Foi tracado um grafico com as
distancias percorridas em funcdo das massas moleculares das proteinas constituintes do
marcador. Através da curva obtida (figura 9), por interpolacéo grafica, foram calculadas

as massas moleculares aparentes das bandas observadas nos géis SDS-PAGE.

7 -
6 .
5 . y =3,9772x - 2,5867
o R?=0,956 *
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4
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z 3]
= 2 -
(@)
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0 T T T T T T 1
1 1,2 1,4 1,6 1,8 2 2,2 2,4
Distancia das bandas a frente de corrida (cm)

Figura 9. Curva utilizada para o calculo de massas moleculares aparentes a partir do padrdo de

massas moleculares.
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3.9. Imunodete¢do da proteinas o-amilase salivar e anidrase

carbdnica VI — Western Blotting.

A técnica de western blot consiste na detecdo, atraves da utilizacdo de
anticorpos, da proteina em interesse. Para a realizagdo desta técnica, inicialmente
procedeu-se a separacdo proteica por eletroforese SDS-PAGE, como descrito no ponto
anterior, apenas com ligeiras alteracdes: geis com dimensdes de 8 x 10 cm e 0,75 mm de
espessura; 3 ug de proteina/leine. Terminada a corrida eletroforética iniciou-se a
transferéncia das proteinas para uma membrana de PDVF (difluoreto de polivilideno).
Ativaram-se as membranas de PDVF numa solucdo de metanol puro, durante cinco
minutos. Em seguida lavaram-se as membranas em agua bi-destilada durante cinco
minutos. Para posterior identificagdo da membrana correspondente a cada gel, efetuou-

se um pequeno corte no canto superior direito, de forma diferenciada.

Apos a lavagem em &gua, colocaram-se as membranas numa tina submersas em
tampdo de transferéncia (Tris-HCL 25mM, pH 8,3, glicina 192 mM, metanol 20%, SDS
0,037% (m/v), juntamente com os géis correspondentes. O principal objetivo desde
passo era conseguir uma maior afinidade das proteinas do gel para a membrana.
Mergulharam-se as quatro folhas de papel de filtro cortadas a medida das membranas e
dos géis, quatro placas de fibra e duas cassetes do sistema de transferéncia, durante
quinze minutos. Procedeu-se a preparacdo da sandwich para as duas membranas na
seguinte ordem: por cima de uma das superficies internas de uma das cassetes, colocou-
se uma placa de fibra humedecida pelo tamp&o de transferéncia, de sequida um papel de
filtro humedecido e por ultimo a segunda placa de fibra humedecida (Figura 9.). Antes
do fecho da cassete, verificou-se e eliminou-se a existéncia de bolhas de ar que

pudessem diminuir o contacto entre o gel e a membrana.
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Figura 10. Esquema representativo da sandwich utilizada no processo de transferéncia de
proteinas do gel de SDS-PAGE, para a membrana. (Adaptado de
http://stanxterm.aecom.yu.edu/wiki/index.php?page=Western_blotting com base em Patnaik.,
2004).

Em seguida colocou-se as cassetes, um agitador magnético, e uma unidade de
arrefecimento no reservatdrio da transferéncia, enchendo-se o reservatério com solucéao
tampdo de transferéncia, até ao topo. A transferéncia ocorreu numa amperagem
constante de 350 mA (150V, 40Watts) durante uma hora. Durante a transferéncia
preparou-se uma solucao de Ponceau S (0,29 de reagente de Ponceau S dissolvido numa
solucdo de 3% (v/v) de acido acético. No final da transferéncia, as membranas foram
colocadas na solugdo de Ponceau S durante quinze minutos, com uma suave agitacao.
Em seguida as membranas foram sujeitas a varias lavagens por agua bi-destilada. Esta
coloracdo Ponceau S, teve como objetivo visualizar as bandas proteicas nas membranas

e confirmar o sucesso da transferéncia.

As membranas foram cortadas um pouco abaixo da banda do marcador
molecular correspondente a 50 kDa, de modo a separar a por¢do do gel que contém a a-
amilase da porcdo que contém a anidrase carbdnica VI. Por vezes uma das partes da
membrana é corada com o reagente corante azul de comassie, e a parte da membrana
com as bandas correspondentes as massas moleculares da proteina de interesse para o
estudo foi incubada com o anticorpo. A membrana corada serd sujeita a posterior
analise, quando comparada, com a membrana correspondente que tenha expressa a
proteina CA-VI, é feita a comparacdo das intensidades de marcacdo do anticorpo, com a

intensidade total das proteinas observadas na membrana corada com comassie.
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Para parte das membranas, as duas por¢des da membrana seguiram 0s restantes
procedimentos conducentes a marcagdo com anticorpos para a-amilase e para anidrase
carbonica V1. No caso de algumas, sé a parte respeitante & banda de anidrase crabonica
VI foi usada para o western blot, tendo a outra parte sido corada com Comassie, de
modo a poder fazer uma analise posterior em que existisse um controlo da quantidade

de proteina corrida por leine.

No caso das membranas usadas para marcacdo com anticorpo primério, foram
colocadas na solucéo de bloqueio [5% (m/v) de leite magro em p6 em 100mL de TBS-T
1%] durante duas horas, & temperatura ambiente, com suave agitacdo. Seguidamente as
membranas, foram incubadas nas respetivas solugdes de anticorpos primarios, [anti-
ratinho, anti-amilase (Sc 46657, Santa Cruz Biotechnology), e anti-coelho, anti-CA VI
(Sc 99173, Santa Cruz Biotechnology)], preparadas numa diluicdo de 1:200. A
incubacdo com anticorpo primario foi feita overnight a 4°C com uma suave agitacdo. De
seguida as membranas foram sujeitas a trés lavagens com uma solucdo de lavagem de
0,5% (m/v) de leite magro em pé dissolvido em 200mL de TBST-T 1%, cada uma com
duracéo de quinze minutos. As lavagens foram efetuadas com uma ligeira agitagéo. De
seguida fez-se a incubacdo das membranas no anticorpo secundario [anti-ratinho, anti-
amilase (GE Heathcare, UK)), e anti-coelho, anti-CA VI (GE Heathcare UK)]. Estas
solucdes de anticorpo secundario foram preparadas com uma diluicdo de 1:10000. A
incubacdo no anticorpo secundario durou duas horas, a temperatura ambiente, seguida

de trés lavagens de quinze minutos cada, com a solucdo de lavagem.

Por altimo procedeu-se a revelacdo das membranas. Retiraram-se as membranas da
solucdo de lavagem e secou-se em papel de filtro. Colocou-se a membrana em contacto
com o substrato (reagente quimiofluorescente, fosfatase alcalina), através da sua
aplicacdo, em gotas justapostas numa placa de plastico. Para a revelacdo das membranas
correspondentes 4 marcagdo da proteina o-amilase, deixou-se a membrana em contacto
com o substrato durante 20 segundos. Para a revelacdo das membranas correspondentes
a marcacgdo da proteina CA-VI, deixou-se a membrana em contacto com o substrato
durante 1:30 a 2 minutos. Retirou-se 0 excesso de substrato através de papel de filtro.
Marcou-se as bandas visiveis na membrana dos marcadores moleculares com uma
caneta fluorescente. A aquisi¢do das imagens das membranas foi obtida através de um

transiluminador (Bio — Rad).
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A analise das imagens adquiridas foi feita com o recurso ao Software Quantity-one

(Bio — Rad), tendo-se comparado os volumes das bandas marcadas.

3.10. Analise estatistica dos dados

Todos os dados foram analisados para a normalidade (teste Kolmogorov-Sminorff) e
homocedaticidade (teste Levene). Foi feita uma GLM (general linear model) ANOVA
para comparar as diferencas entre grupos de sensibilidade e géneros, para 0s
parametros: taxa de secrecdo salivar, concentracdo em proteina total, quantidade de
proteina/minuto e atividade de amilase. As diferengas foram consideradas para um
intervalo de confianca de 95%. A andlise estatistica foi efetuada com recurso ao
software NCSS 2001. Os dados relativos a percentagem de volume das bandas dos géis
corados com CBB-R250 apresentavam distribuicdo normal, tendo as diferencas

entre os diferentes grupos sido analisada através de one-way ANOVA.

No que diz respeito as membranas imunomarcadas com os anticorpos de interesse, foi
feita uma comparagdo de percentagem de volumes entre os individuos de cada
membrana individual, dada a variacdo que pode existir de membrana para membrana.
Uma vez que, neste caso, ndo foi possivel uma analise estatistica, foi calculada a
frequéncia com que os individuos de cada um dos grupos apresentavam 0 mesmo

padréo.
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4, Resultados

4.1. Distribuicao dos individuos pelos trés grupos de sensibilidade
gustativa ao PROP.

Apbs as provas das solucdes-teste do composto PROP e NaCl, por parte dos cento
de sessenta e oito individuos caucasianos com idades compreendidas entre os 18 e 30
anos, foram considerados para posterior andlise no presente trabalho, cento e trinta e

sete, cujo consumo de alimento tivesse sido superior a uma hora.

De acordo com a determinacdo do grau da sensibilidade aos compostos PROP e NaCl
para cada individuo, estabeleceu-se grupos de sensibilidade e incluiu-se cada individuo
no respetivo grupo, ‘“Pouco sensivel”, Medianamente sensivel” e “Super sensivel”

(Figura 10.)
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Figura 11. Exemplo representativo de trés graficos que constituem exemplos representativos de
um individuo pertencente a cada grupo de sensibilidade gustativa ao PROP. (A), (B), (C)
representam o individuo “Pouco sensivel” (PS), “Medianamente sensivel” (MS), e “Super
sensivel” (SS) respetivamente. As solucGes-teste 1,2 e 3 representam as solucdes de 0,032; 0,32;
e 3,2 [mmol/L] de PROP e de 0,01; 0,1; 1,0 [mol/L] de NaCl respetivamente.
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Constatou-se uma distribuicdo equivalente entre os individuos pelos trés grupos
de sensibilidade, em que 28,5% dos 137 individuos analisados pertencem ao grupo dos
“Poucos sensiveis”, 35,04% dos individuos pertencem ao grupo dos “Medianamente
sensiveis” e 36,5% dos individuos analisados considerou-se serem “Super sensiveis”

(tabela I. e figura 12.).

Tabela I. Percentagem de individuos pertencentes a cada um dos grupos de sensibilidade

gustativa.
Percentagem de Individuos (%)
Pouco Sensiveis Medianamente Super Sensiveis
Sensiveis
Total de Individuos 28,5 35,0 36,5
Sexo Masculino 35,7 27,1 37,1
Sexo Feminino 20,9 43,3 35,8
u"Pouco sensivers” M "Medianamente sensivers” @ "Super sensivers”
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Figura 12. Representacdo grafica da distribuicdo dos individuos de acordo com os grupos de

sensibilidade e género.

Verifica-se que as mulheres sdo mais sensiveis ao gosto amargo do PROP que 0s
homens, pois 0 género feminino possui uma baixa percentagem de individuos “pouco
sensiveis” ao PROP. Existe também um maior nimero de mulheres “medianamente
sensiveis” comparativamente a mulheres “pouco sensiveis” € praticamente o dobro, bem

como em compara¢ao com os homens “medianamente sensiveis”.
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4.2. Avaliacdo da taxa de secregado e concentracao proteica total salivar.

A saliva recolhida durante cinco minutos sem tempos de espera ou qualquer
estimulacdo, permitiu entre outros parametros, calcular a taxa de secrecdo salivar da
saliva mista humana por minuto (figura 13.). De acordo com a analise estatistica e
comparando a taxa de secrecdo salivar de todos os individuos em estudo, ndo se
observaram diferencas significativas entre as taxas de secrecdo salivar entre o0s
individuos de grupos de sensibilidade diferentes, e entre homens e mulheres. N&o existe

uma correlacdo entre a taxa de secrecdo salivar e a sensibilidade ao composto PROP.

1"Pouco sensiveis” @ "Medianamente sensiveis” ®"Super sensiveis" BFeminino  @Masculino
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N° Total de Individuos

Figura 13. Representacdo grafica da taxa de secre¢do salivar dos individuos de acordo com 0s
grupos de sensibilidade gustativa ao PROP e género. Os resultados apresentados representam 0s
valores médios + erros padrao, (P <0,05).

Quando se analisa a concentragdo proteica total salivar (ug/mL), de acordo com os
dados obtidos observa-se uma diferenga significativa na concentragdo proteica total da
saliva entre os géneros, verifica-se que o0 género masculino possui uma concentracao de
proteina total mais elevada (555,4 + 29,75 ug/mL) que a concentracdo de proteina total
do género feminino (426,04 + 30,4 ng/mL) para um P = 0,004 [figura 14 (A).] (Anexo
).
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Figura 14. Representacdo grafica dos niveis de proteina total na saliva secretada nos individuos
de acordo com os grupos de sensibilidade gustativa ao PROP e género. A concentracdo de
proteina total (ug/ml) [figura 14. (A)] e a taxa de proteina total por minuto de saliva produzida
(ng/min) [figura 14. (B)]. Os resultados apresentados representam os valores médios + erros
padrdo. As letras minusculas diferentes indicam a existéncia de diferengas significativas entre 0s
grupos de sensibilidade, dentro do mesmo género. Letras maiusculas indicam a comparagao

entre géneros para cada um dos grupos de sensibilidade (P <0,05) (Anexo III).
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Verificou-se também que existe uma diferenca significativa entre grupos de
sensibilidade ao PROP no género feminino, as mulheres “medianamente sensiveis”
(358,1+33,8) ttm uma concentracdo de proteina total inferior as mulheres “super
sensiveis” (484,9£37,1), para um P <0,005 [figura 14. (A)] (Anexo II1).

Em relacdo ao género masculino ndo se verificaram diferencas significativas da
concentracdo de proteina total que possuiam na saliva, em relacdo aos grupos de
sensibilidade gustativa. Em termos de concentracdo total de proteina, na generalidade,
independentemente dos géneros, verifica-se uma tendéncia para que os individuos
“medianamente sensiveis” tenham menor concentracdo de proteina total, que o0s

individuos “pouco sensiveis” (figura 14.)

Em relacdo a taxa de proteina total por minuto de saliva produzida na cavidade oral,
ndo se verificaram diferencas significativas nos diferentes grupos de sensibilidade, nem

de acordo com o genero dos individuos. [figura 14. (B)].

4.3. Determinacdo da atividade enzimatica da a-amilase Salivar.

4.3.1. Otimizacdo do método do DNS para a determinacdo da atividade

enzimatica da a-amilase salivar.

Para otimizar o método do DNS e aplica-lo na determinacédo da atividade enzimatica
da a-amilase efetuou-se o estudo da atividade enzimética da amilase em relacdo a
concentracdo de proteina total da saliva, ja que ndo se sabe previamente qual a
concentracdo de enzima total na saliva, juntamente com o estudo da atividade

enzimatica em relacdo a um determinado periodo de tempo (figura 15.).

A atividade enzimatica é determinada pela medida da quantidade de produto
produzido ou de quantidade de substrato utilizado (amido) por unidade de tempo sob
elevadas concentragdes, ou em condigdes de saturacdo de substrato. A atividade
enzimatica deve ilustrar a proporcionalidade para a quantidade de enzima adicionada.
Quanto mais quantidade de enzima é adicionado (saliva que contém a o-amilase), a

atividade enzimaética deve variar na mesma proporcao (a formacéo de glucose), devera
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ser, duas a trés vezes maior. Verificou-se que os ensaios foram lineares para as

concentragOes de proteinas testadas, de 1 ug/mL a 2 ug/mL [figura 15 (A)].
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Figura 15. (A) Estudo da linearidade do ensaio enzimatico da a-amilase relativamente a
concentragdo de proteina total. Os resultados apresentados representam valores médios *
desvios padrdo de um conjunto de quatro experiéncias realizadas independentemente, com
saliva de quatro individuos diferentes. (B) Estudo da linearidade do ensaio enzimatico da -
amilase relativamente ao tempo. Para este estudo utilizou-se uma concentracao de proteina total
de 1ug/uL. Os resultados apresentados representam os valores médios + desvios padrdo de um

conjunto de trés experiéncias realizadas independentemente.

Num ensaio enzimatico € critico o fato da concentracdo do substrato poder ser saturada
durante o periodo da reacdo, e a quantidade do produto (glucose) ou substrato medido
ser linear acima do periodo que a reacdo decorre. Por isso sdo testados varios tempos
para se observar onde a atividade da o-amilase expressa em [glucose] é linear. A

atividade enzimaética é obtida através do declive da linearidade da relacdo entre

[glucose] versus o tempo [figura 15 (B)].
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4.3.2. Determinacdo da atividade enzimatica da a-amilase salivar.

Com a determinacdo da atividade enzimatica da a-amilase salivar nas amostras
de saliva em estudo, através do método do DNS, determinadas em (U/mg) [figura 16.
(A)], (U/L) [Figura 16. (B)] e (U/min) [Figura 16. (C)], verificou-se que ndo existe
diferencas significativas na atividade enzimatica da a-amilase ao nivel dos trés grupos
de sensibilidade gustativa ao composto PROP, no genero masculino (figura 16.). No
género feminino ndo se verificou diferencas significativas entre os diferentes grupos de
sensibilidade ao PROP para a atividade enzimatica da a-amilase salivar (U/mg) (figura

16.).
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Figura 16. Representacdo gréfica da atividade enzimatica da a-amilase salivar nos individuos
dos diferentes grupos de sensibilidade ao PROP em (U/mg) [figura 16. (A)], em (U/L) [figura
16. (B)] e em (U/min) [figura 16. (C)], respetivamente. Os resultados apresentados representam
os valores médios + erros padrdo. As letras mindsculas diferentes indicam a existéncia de
diferencas significativas entre os grupos de sensibilidade, dentro do mesmo género. Letras
maiusculas indicam a comparagdo entre géneros para cada um dos grupos de sensibilidade (P
<0,05) (Anexo IlI).

Nas atividades enzimaticas da a-amilase (U/L) [figura 16. (B)], e (U/min)
[figura 16. (C)], verificam-se diferencas significativas para o género feminino, sendo
que nestas atividades enzimaticas da a-amilase, as mulheres “super sensiveis”
apresentam-se com atividades enzimaticas mais elevadas que as “mulheres
medianamente sensiveis” ao PROP [figura 16. (B) e (C)] para um P <0,05 (Anexo IlI).
Relativamente a atividade enzimatica da a-amilase salivar (U/L) [figura 16. (B)],
verifica-se uma tendéncia, independentemente dos géneros para os individuos “pouco
sensiveis” possuirem uma atividade enzimatica mais elevada que os individuos
“medianamente sensiveis” ao PROP, 0 mesmo acontece para a atividade enzimatica da
a-amilase salivar (U/min) [figura 16. (C)]. Relativamente a atividade enzimatica da o-
amilase salivar (U/L), ndo sendo uma diferenca significativa, verifica-se que individuos
0s masculinos “pouco sensiveis” possuem uma atividade enzimatica da a-amilase (U/L)
mais elevada que os individuos “super sensiveis” [figura 16. (B)]. Na generalidade para
todas as atividades enziméticas da a-amilase (U/mg) [figura 16. (A)], (U/L) [figura 16.
(B)] e (U/min) [figura 16. (C)], determinadas independentes dos géneros a que 0S

individuos pertencem, verifica-se uma tendéncia de todos individuos “pouco —
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sensiveis” ao PROP terem maior atividade enzimatica da a-amilase em relacdo aos

individuos “medianamente — sensiveis”.

4.4. Anélise da expressio das enzimas a-amilase salivar e CA VI.

4.4.1 Perfil proteico salivar humano.

Para se verificar diferencas no perfil proteico da saliva dos individuos em
estudo, efetuou-se a eletroforese SDS-PAGE (Anexo V). N&o se verificaram diferencas
na expressao das duas bandas pertencentes a o-amilase salivar e a CA VI,
respetivamente, nos diferentes individuos pertencentes aos diferentes grupos de
sensibilidade, através da eletroforese SDS-PAGE. As massas moleculares aparentes
calculadas correspondem as bandas das massas moleculares da a-amilase de 55 kDa e
CA VI de 40,5 kDa (figura 17.). A expressdo da ao-amilase € muito mais intensa
praticamente em todos os individuos independente do grupo de sensibilidade ao
composto PROP. Com a fraca intensidade expressa pelas bandas com as massas
moleculares correspondentes a CA VI, coradas com o reagente azul de Comassie, ndo
foi possivel fazer uma analise comparativa entre os niveis de expressdo da CA VI nos
varios individuos dos diferentes grupos de sensibilidade ao PROP, nos géis obtidos por
eletroforese SDS-PAGE. Para se proceder a analise comparativa, foi necessario recorrer
a técnica de western Blottig, que se verificard em seguida. Através dos géis SDS-PAGE
observa-se a existéncia de 6 bandas nos dois géis apresentados (figura 17.), que poderao

indicar a existéncia de outras proteinas na saliva dos diferentes individuos.
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MPM (SsM) (PsH) (PsM) (SsH) massas  (SSH) (PsH) (SsH) MPM  (PsM)

moleculares
aparentes

Figura 17. Perfil proteico salivar de individuos masculinos ¢ femininos “ Pouco sensiveis” e
“Super sensiveis”. MPM = Marcador de massas moleculares; SsM = “Super sensivel” Mulher;
PsH = “Pouco sensivel” Homem; SsH = “ Super sensivel” Homem; PsM = “Pouco sensivel”

Mulher.

4.4.2. Avaliagdo da expressdo da a-amilase salivar e da CA VI

Foi efetuada a imunomarcacdo através de Western Blotting para identificar a
presenca e analisar a intensidade da expressao das proteinas em estudo (Anexo V). Foi
analisada a expressdo de proteinas com massas moleculares aparente de (55 kDa) para a
a-amilase e de (40 kDa) para a CA VI na saliva mista humana de individuos “Pouco
sensiveis”, “Medianamente sensiveis” e “ Super sensiveis” (Anexo V). Para todas as
amostras de saliva em que a técnica foi aplicada, praticamente todas as amostras
apresentaram um resultando positivo relativamente a presenca de a-amilase e da CA VI,
verificando-se constantemente uma maior intensidade na expressao de a-amilase salivar
em todas as amostras de saliva. Analisando a expressdo de CA VI verifica-se que esta é
mais varidvel na saliva de individuo para individuo e ndo t&o intensa como a o—amilase.

Ap0s a andlise estatistica dos resultados constata-se que nao existe praticamente
diferencas significativas quando comparadas as bandas da a—amilase salivar de todos os
individuos de diferentes grupos de sensibilidade ao PROP (figura 18.). Verifica-se uma
tendéncia para as mulheres independentemente do grupo de sensibilidade terem a «-

amilase mais expressa que 0s homens. No caso da CA VI, em alguns casos, verifica-se
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que nos varios blots efetuados, os homens “super sensiveis” apresentam esta proteina
mais expressa relativamente aos outros individuos (Figura 18. e tabela Il). Verifica-se
uma tendéncia, da saliva de homens com uma maior sensibilidade, terem esta proteina
mais expressa, relativamente aos individuos dos outros grupos de sensibilidade ao
PROP (tabela Il e 111). Mas para se definir e confirmar esta tendéncia de os individuos
masculinos “super sensiveis” ao PROP terem uma expressdo de CA VI mais elevada,

procedeu-se a imunomarcacdo para a CA VI so para individuos masculinos (figura 19.).

X MPM; 75(PaM); 53(MsH); ;X 117(MsH); MPM; X; 71(SsH) X X MPM; 75(PsM); 53(MsH); X 1170MsH); MPM; X; 71(SsH) X
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Figura 18. Exemplos representativos de membranas de Western Blotting efetuadas nesse estudo,
evidenciando a presenca das proteinas, a-amilase e CA VI nas amostras de saliva de individuos
com diferentes sensibilidades ao PROP. (1 e 2 -A) Imagem da membrana com contraste normal.
(1 e 2 -B) Imagem da membrana com contrate invertido. Identificagdo das amostras de saliva:
75; 53; 117; 71, 45; 39; 55; 123; 93; 105; 56. MPM = Marcador de massas moleculares; SsM =
“Super sensivel” Mulher; PsH = “Pouco sensivel” Homem; MsH = ”Medianamente sensiveis”
Homem; SsH = “ Super sensivel” Homem; MsM = “Medianamente sensiveis” Mulher; PsM =
“Pouco sensivel” Mulher; X = individuo retirado do estudo. A ordem com que esta descrita a
legenda nas membranas, é a ordem da aplicacdo das amostras no respetivo gel de SDS-PAGE,

da esquerda para a direta.
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Tabela Il. Valores de Volumes das bandas de CA VI identificadas na membrana de Western

Bolttig da figura 18., de acordo com as respetivas amostras de salivas dos diferentes individuos,
em percentagem (Anexo VI).

Membrana 1 Membrana 2
% Volume Amostras % Volume

Amostras ajustado ajustado

75 (PsM) 8,87 39 (SsM) 9,24

53 (MsH) 20,59 55 (SsM) 9,32

117(MsH) 9,48 123 (MsH) 10,26

71 (SsH) 15,82 93 (PsM) 7,62
105 (SsH) 14,98
56 (MsM) 29,86

A percentagem de volume ajustado de cada amostra, relativamente a todas as amostras presente
na membrana da figura 18. SsM = “Super sensivel” Mulher; PsH = “Pouco sensivel” Homem;
MsH = ”Medianamente sensiveis” Homem; SsH = “ Super sensivel” Homem; MsM =
“Medianamente sensiveis” Mulher; PsM = “Pouco sensivel” Mulher. Os valores em

percentagem a negrito referem-se aos individuos masculinos “Super sensiveis” que expressam

intensivamente a CA VI.
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4.3. Analise da expressao da CA VI em individuos masculinos.

De acordo com os dados obtidos (informacdo recolhida) das membranas de
western blotting, verificou-se que ha uma tendéncia para a expressdo da CA VI em
algumas membranas estar mais expressa, ou so por si s, com volumes elevados para 0s
homens “super sensiveis” em relagdo aos outros individuos. Em casos pontuais (poucos)
a CA VI aparece expressa com baixa intensidade em homens “super sensiveis”. Para
tentar confirmar este facto, fez-se um gel SDS-PAGE, onde foram s6 aplicadas amostras
de saliva de individuos masculinos dos diferentes grupos de sensibilidade, para se

verificar, alguma diferencga no perfil proteico (figura 19.)
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MPM PsH: MsH: SsH: MsH: SsH: PsH:MsH: SsH: PsH

Figura 19. Um gel SDS-PAGE representativo, s6 com amostras de individuos homens dos
diferentes grupos de sensibilidade ao PROP. PsH = “Pouco sensivel” Homem; MsH =
”Medianamente sensiveis” Homem; SsH = “ Super sensivel” Homem; MPM = Marcador de

massas moleculares.

Nado verificada nenhuma diferenca no perfil proteico da saliva dos individuos
masculinos, decidiu-se tentar verificar e confirmar, a tendéncia da CA VI estar expressa
em niveis mais elevados nos homens “super sensiveis”. Recorreu-se mais uma vez a
técnica do Western blotting, para a imunomarcacgédo da proteina CA VI (figura 20). Para
uma analise mais precisa e confiante das intensidades/volumes da expressao da CA VI,

procedeu-se a coloracdo da outra metade da membrana com o azul de Comassie
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(figura 20), onde ndo estaria a banda de massas moleculares correspondente da CA VI.
Este procedimento serviu para aferir com melhor certeza e confianga a verdadeira
quantidade de proteina corrida em cada leine do gel de SDS-PAGE que passou para a

membrana.

PsH MsH MPM SsH MsH SsH PsH MPM PsH SsH

kDa

= CA-VI

- 29,0

Figura 20. Exemplo representativo de uma membrana coranda com o corante Comassie, onde é
possivel visualizar bandas por imunomarcacao as bandas de CA VI com diferentes intensidades

de expressdo em individuos masculinos. PsH = “Pouco sensivel” Homem; MsH =

”Medianamente sensiveis” Homem; SsH = “ Super sensivel” Homem ao PROP. MPM

Marcador de massas moleculares.

Através da membrana corada com o corante azul de Comassie, com alguma dificuldade
é possivel visualizar em todas as leines a existéncia de pelo menos trés bandas. Nota-se
bem as duas isoformas da amilase salivar em todas as leines, numas mais intensas que
noutras. Verifica-se na membrana ndo-corada a visualizacdo de cinco bandas na
imunomarcacdao da CA VI na zona do peso molecular das proteinas, correspondente a
massa aparente calculada anteriormente de 40,5 kDa. Na parte da membrana nédo-corada
da figura 20., nota-se com mais intensidade uma banda, correspondendo a banda da CA
VI pertencente a um individuo do género masculino “super- sensivel”. E possivel
verificar na membrana, uma imunomarcacao inespecifica, ou outra isoforma da anidrase
carbonica numa zona de massa molecular dos 29 kDa de acordo com o marcado de

massas moleculares utilizado.
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Esta andlise comparativa pode ser melhor interpretada e visualizada na tabela 3, que
sugere todos os volumes de ajuste (%) (Anexo VI), para todas as membranas feitas ao
longo do estudo, para a imunomarcagdo da CA VI. Através desta analise verificou-se
que os individuos do género masculino “super sensiveis” tendem a expressar com maior

intensidade a proteina CA V1.

Tabela Il1l. Valores de volumes (%) da expressdao de CA VI nas varias amostras de salivas

pertencentes a individuos dos diferentes grupos de sensibilidade ao PROP.

Membrana 1 Membrana 2 Membrana 3 Membrana 4 Membrana 5 Membrana 6 Membrana 7
Vo Vo Vo Vo Vo Vo
| | | | | | Vol
Amos aju Amos aju Amos aju Amos aju Amos aju Amos aju Amostr aiust
tras st tras st tras st tras st tras st tras st as (jty)
(% (% (% (% (% (% 0
) ) ) ) ) )
109 23,7
75 (PsM) | 8,87 |39 (SsM) | 9,24 (ssH) s 28 (SsH) | 25,83 |118 (PsM)| 19,30 [42 (MsM)| 11,53 | 1 (SsH) 38,26
75 45,7
53 (MsH) | 20,59 | 55 (SsM) | 9,32 (PsM) 1 51 (MsM)| 30,07 | 105 (SsH) | 25,18 | 37 (SsH) | 23,48 | 108 (MsM)| 28,72
63
117 (MsH)| 9,48 [123 (MsH)| 10,26 (PsH) 8,30 | 12 (SsH) | 11,40| 9 (PsH) | 24,09 |81 (Psm)| 9,75 | 97 (Psm) 0,59
11
71 (SsH) | 15,82 | 93 (PsM) | 7,62 (ssM) 6,03 | 21 (PsH) | 3,53 | 67 (SsM) | 13,11 | 73 (SsM) | 16,70 | 125 (MsM) 7,45
120
105 (SsH)| 14,98 65 (MsH) | 4,66 10,47 | 14 (PsH) 0,43
(MsM)
56 (MsM)| 29,86 29 (PsM) | 8,17 52 (PsH) | 14,93 | 69 (MsM) 21,79
16 6,0 122
3,69
(SsM) 7 (PsH)
130 7,0
(PsH) 6

Valores de volumes ajustados (%) de CA VI para todas as amostras de saliva, em que foi realizada a
imunomarcacdo em western blotting. As amostras estdo identificadas por codigos numéricos. SsM “Super
sensivel” Mulher; PsH = “Pouco sensivel” Homem; MsH = ”Medianamente sensiveis” Homem; SsH =
Super sensivel” Homem; MsM = “Medianamente sensiveis” Mulher; PsM = “Pouco sensivel” Mulher. Os
valores de volume a negrito representam os valores de volume para CA VI nos homens “super senviveis”
ao PROP.
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5. Discussao

Existem varios estudos que sugerem que a perce¢do gustativa humana é afetada por
diversos fatores que estdo na base da variabilidade inter — individual, para a
sensibilidade gustativa: fatores genéticos, como o polimorfismo de genes de recetores
do gosto amargo, fatores ambientais e fisioldgicos, como a dieta, o estado hormonal,
tamanho e densidade das papilas gustativas, a idade e o género, composicao salivar e

taxa de secrecdo salivar (Bajec & Pickering, 2008)

Apesar do enfoque de muitos investigadores nesta area cientifica ter sido a sensibilidade
para o gosto amargo dos compostos PTC e PROP (Prescott, et al., 2001), alguns estudos
apontam no sentido de um envolvimento da composicdo proteica da saliva nessa
sensibilidade (ex. Padiglia et al., 2010)

O presente trabalho teve como principal objetivo estudar a relacdo entre a
composicdo proteica da saliva e a sensibilidade para o gosto amargo do composto
PROP, numa populacao de individuos, de ambos os sexos, com idades compreendidas

entre 0os 18 e os 30 anos.

De entre a totalidade de individuos estudada neste trabalho, a populacéo
distribuiu-se cerca de um ter¢o em cada grupo; 28,5% foram classificados como “Pouco
sensiveis”, 35,04% como “medianamente sensiveis” € 36,5% como “super sensiveis” ao
gosto amargo do PROP, valores semelhantes aos obtidos num estudo de sensibilidade
gustativa ao PROP realizados na Italia, também na comunidade universitaria local
(jovens) (Padiglia, et al., 2010). Outros estudos realizados nos Estados Unidos da
América mostraram (Zhao, et al.; 2003) uma percentagem mais elevada de individuos
“medianamente sensiveis” (42%) e um menor numero de individuos “super sensiveis”
(31%) ao PROP. Neste referido estudo foram analisados ndo sé individuos caucasianos,
apesar de ser, a maior parcela de individuos, em relacdo a populacdo total estudada.
Fatores como a idade, raga e cultura poderdo contribuir para estas diferencas entre 0s

varios estudos.

Estudos efetuados por Tepper, et al. (2001), levantaram questdes acerca da
validade da utilizacdo do NaCl como padrdo em estudos de avaliagdo da sensibilidade
gustativa para o composto PROP, visto ter sido observado que o gosto salgado do NaCl,

aumenta proporcionalmente em funcdo do aumento do gosto amargo proporcionado
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pela prova do PROP. Tentou-se minimizar este efeito no presente estudo, através da
lavagem bucal com &gua mineral, entre cada prova, de cada solucdo dada a provar aos
voluntarios e apresentando as solu¢Ges por uma ordem aleatéria aos diferentes

individuos.

A taxa de secrecdo salivar foi o primeiro parametro a ser analisado. N&o se
observaram diferencas significativas entre homens e mulheres, nem entre individuos
pertencentes aos trés grupos de sensibilidade ao PROP (figura 13.). Note-se que a saliva
foi recolhida aos individuos em estudo, durante cinco minutos sem estimulacéo. Estéo
descritas diferencas na taxa de secrecdo salivar entre homens e mulheres idosos, sendo a
inferior nas mulheres (Eleni, et al (2012)). Este parametro é também fortemente
influenciado pela idade e em jovens as taxas de secrecdo salivar podem variar, em
ambos 0s sexos, entre 0,47 e 0,6 mL/min (Eleni, et al (2012)), valores nos quais se
enguadram os obtidos no presente trabalho (0,4 mL/min).Foi sugerido que variac@es na
taxa de secrecdo salivar poderiam explicar diferencas na sensibilidade gustativa: a
simples diluicdo pela saliva muda o pH (pela capacidade tamp&o de compostos &cidos)
0 que pode afetar a percecdo do acido, por exemplo (Guinard, et al., 1998; Neyraud et
al.,2003). De acordo com os estudos realizados por Eleni, et al. (2012), o fluxo salivar
estd diretamente associado com o método de recolha de saliva. Para minimizar
diferencas, todas as amostras de saliva forma recolhidas sem estimulacdo. Para além
disso, e com o intuito de minimizar a influéncia de fatores externos, como o tipo de
alimento/bebida ingerido (Engelen, et al.,2007), sé foram considerados para o estudo o0s
individuos que consumiram alimento e/ou bebidas até 1 hora antes da recolha de saliva.
No entanto, ndo é de excluir que pequenas alteracdes nas condicdes de recolha possam
ter existido, uma vez que os testes de sensibilidade e as recolhas de saliva ndo foram
realizados todos no mesmo dia. Essas pequenas variagOes, a terem existido, poderdo
contribuir para o aumento da variabilidade entre individuos. Para aferir com maior
exatiddo este parametro seria Util ter varias recolhas do mesmo individuo em dias

diferentes.

Em relacdo a concentracdo de proteina total salivar, que foi um outro parametro
analisado neste estudo, observou-se que os individuos do genero masculino possuem
uma concentracdo de proteina total mais elevada que individuos do género feminino
(figura 14.). A existéncia de significancia estatistica para as diferencas entre as mulheres

e a auséncia para 0os homens podera ter a ver com uma maior variabilidade inter -
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individual relativamente a este parametro entre os individuos masculinos. Estudos
realizados por Engelen, et al. (2007) demonstraram que a concentracdo de proteina total
era elevada quando a salivagdo néo era estimulada, e diminuta quando se aumentava o
grau de estimulacéo, indicando que com um aumento da taxa de secrecdo salivar, ocorre
um efeito de diluicdo da proteina total na saliva. Assim, tendo em conta que mais
importante do que a concentracdo proteica da saliva, poderé ser o total de proteina que
chega a cavidade oral, por unidade de tempo, esse parametro foi também analisado.
Aqui ja ndo se observaram diferencas significativas na quantidade de proteina por
minuto de saliva existente na cavidade oral, entre os géneros, nem entre os diferentes
grupos de sensibilidade gustativa. No entanto, h& que real¢ar novamente que para haver
maior certeza em relacdo a taxa de secre¢do individual teria sido bom ter mais recolhas
de cada individuo, em dias diferentes. Elevadas concentracdes de proteina total foram
correlacionadas com baixas classificacdes de sensibilidade gustativa em relacdo a
percecdo de produtos semi-sélidos (Engelen et al., 2007). Nesses estudos foi sugerido
que a elevada concentracdo proteica total possa conduzir a uma diminuicdo da
viscosidade do produto provado, e conduzir a uma baixa sensacdo de espessura dos
produtos. Para sensagdes orais, como a adstringéncia, também tém sido referidos efeitos
da concentracédo proteica a nivel da intensidade percebida (Pickering et al., 2004). Estes
estudos, em conjunto com o presente, apontam para a importancia da concentragdo

proteica da saliva na perce¢do dos alimentos.

De acordo com estudos descritos por Cabras, et al. (2012) demonstraram que a
predisposicdo genética para o gosto amargo do PROP é refletida na protedmica salivar,
referindo a associacdo entre a sensibilidade para o PROP e niveis de péptidos salivares
especificos, como por exemplo os pertencentes a familia das proteinas ricas em prolina
(PRPs). Também Padiglia et al. (2010) referiu uma associacao entre polimorfismos a

nivel dos genes que codificam para a proteina CA VI e a sensibilidade gustativa.

A o -amilase salivar é uma das proteinas presentes em maior quantidade na
saliva. Tendo em conta a sua acdo a nivel da hidrélise do amido, os niveis em que se
encontra poderdo influenciar a sensibilidade gustativa, pelo menos a sensibilidade
gustativa para o doce (Engélen, et al. 2007). Tendo em conta que a sensibilidade para o
PROP tem sido referida por diversos autores como estando correlacionada com a
sensibilidade gustativa em geral (Tepper et al., 2009), ndo seria de excluir que esta

enzima pudesse ser expressa de forma diferente entre os diferentes individuos.
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De acordo com os resultados obtidos neste estudo, para o género masculino nao
se verificaram diferengas significativas para individuos pertencentes aos diferentes
grupos de sensibilidade ao PROP, na atividade enzimatica da «-amilase (figura 16).
Relativamente ao genero feminino, para a atividade enzimatica da o-amilase
determinada em (U/mg), ndo se observaram diferencas significativas, para os diferentes
grupos de sensibilidades. Observaram-se sim diferencas significativas para a atividade
da amilase determinada em (U/L) e (U/min). As mulheres “super sensiveis” possuem
uma atividade enziméatica (U/L) e (U/min), mais elevada que as mulheres
“medianamente sensiveis” [Figura 16. (B) e (C)]. Estudos descritos por Beltzer, et al.
(2010) demonstraram que a atividade enzimatica da a-amilase € influenciada pela taxa
de secrecdo salivar, tendo sido rigorosamente relacionada nestes estudos com o local da
recolha da saliva (locais na cavidade oral), a duracéo e a técnica de recolha utilizada. De
acordo com estes estudos, existe uma elevada atividade enzimatica da a-amilase em
fluidos orais recolhidos em é&reas da boca perto das glandulas parétidas e
submandibulares. Desta forma, alguma variabilidade inter - individual na atividade
enzimatica da amilase ndo devera ser causada por diferencas na proveniéncia da saliva.
Estudos realizados por Rohleder, et al. (2006), investigaram a influéncia da taxa de
secrecdo salivar na atividade enzimatica da o-amilase em individuos submetidos a
stresse, concluindo que o stresse induzido aos individuos, aumentara atividade
enzimatica da a-amilase, independentemente da taxa de secrecdo salivar. Apesar de se
ter tentado minimizar as condi¢es de stresse, 0s niveis de stresse poderdo ndo ser 0s

mesmos para todos os individuos, contribuindo para alguma variabilidade.

Tal como no caso da quantidade de proteina total, também o mais importante,
em termos bioldgicos, podera ser a atividade enzimatica desta proteina, na cavidade
oral, por unidade de tempo. O facto das mulheres supersensiveis apresentarem maior
atividade de amilase por minuto reforca a ideia de um envolvimento desta proteina a
nivel da sensibilidade gustativa. No entanto, ndo foi encontrada informacdo, na
bibliografia, acerca dos niveis de a-amilase em individuos supersensiveis para 0 PROP,
pelo que este é um ponto que merece ser investigado com mais detalhe em estudos

futuros.

Os estudos de Beltzer, et al. (2010) mostraram diferencas na atividade
enzimatica da o-amilase entre homens e mulheres, sendo a atividade enziméatica mais

elevada em homens em relacdo as mulheres. No presente trabalho essas diferengas néo
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se observaram, ainda que em termos médios os valores das atividades de a-amilase para
0s homens tenham sido mais elevados que para as mulheres (Figura 16.). J& pela
observacao da expressdo das bandas separadas por SDS PAGE (figura 17.) observou-se
uma tendéncia para que as mulheres expressassem as bandas com massas moleculares
aparentes correspondentes a amilase em niveis mais elevados do que os homens
(P=0,08), tal como sera discutido adiante. Esta diferenca entre os resultados obtidos
para a atividade enzimatica da amilase e a expressao das bandas nos géis podera dever-
se a existéncia de outras proteinas com as mesmas massas moleculares, ou ao facto de

nem toda a amilase observada nos géis poder estar ativa na saliva.

Estudos relatados por Quintana, et al. (2009), que a atividade enzimética da «-
amilase influéncia a percecdo gustativa, um deles relacionando-a com o gosto salgado,
outro mostrando a existéncia de variacdes na atividade enzimética da o-amilase na
saliva apds estimulacdo com sacarose. Outros estudos relataram possiveis ligacdes entre
a composicdo proteica da saliva e a sensibilidade gustativa para o gosto amargo da
cafeina, ¢ observaram que a saliva de individuos “super sensiveis” a este composto

continha niveis elevados das diferentes isoformas da a-amilase (Dsamou, et al. (2011)).

De acordo com estudos relatados por Quintana, et al. (2009), a CA VI esta
presente em niveis elevados na saliva de mulheres jovens comparado com 0s niveis na
saliva dos homens jovens. No presente trabalho observou-se alguma variabilidade na
expressaio de CA VI entre os diferentes individuos do género feminino,
independentemente do grupo de sensibilidade gustativa. Em relacdo a proteina CA VI,
no caso das mulheres, ndo se observaram diferencas na expressdo que se pudessem
correlacionar com a sensibilidade gustativa (figura 18.). No entanto, quando se
observam apenas para as amostras de saliva dos homens, ha uma tendéncia para serem
os individuos “super sensiveis” aqueles que apresentam maiores niveis desta proteina
(tabela 2). Ainda que se tenha observado esta tendéncia, ha que ter em atencdo que nem
todos os homens “super sensiveis” tém expressoes de CA VI aumentadas, pelo que esta

proteina ndo devera servir, so por si, como biomarcador de sensibilidade gustativa.

Vaérios estudos tinham j& referido uma associacdo da proteina CA VI e a
percecdo do gosto amargo. Esta descrita uma associacdo entre polimorfismos de genes
que codificam para a proteina CA-VI e os fenotipos “pouco sensivel”, “medianamente

sensivel” e “super sensivel” ao composto PROP (Padiglia, et al., (2010)). Estes
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resultados sugeriram que o polimorfismo rs2274333 influéncia a ligacdo do zinco a CA
VI, da qual é dependente a sua atividade e a qual se tem mostrado crucial na fungéo
gustativa humana. Outros autores como Cabras, et al.,2012, também demonstraram
recentemente que a capacidade de resposta a sensibilidade ao PROP esta fortemente
associada a funcionalidade da CA VI, e que a combinacéo entre os genes do recetor do
gosto amargo TAS2R38 (recetor que liga o composto PROP) e os genes da CA VI
explicam parcialmente a percecdo gustativa dos “super sensiveis” para compostos

amargos.

Se a nivel de genes para a CA VI ha informacdo, consoante o grupo de
sensibilidade, j& para os niveis segregados desta proteina parece ndo haver tanta

informagado na bibliografia.

O fato de termos observado a CA VI com uma tendéncia para estar mais
expressa nos homens “super sensiveis” vai de encontro aos estudos que apontam para a
importancia da presenca desta proteina na perce¢do do gosto amargo, uma vez que
autores como Henkin et al. (1999), observaram uma expressédo reduzida de CA VI em
individuos com distarbios a nivel do gosto. A grande variabilidade observada para as
mulheres, que ndo permite encontrar as mesmas diferencas que as observadas nos
homens, pode dever-se a fatores externos como os niveis hormonais (ciclo — mestrual).
Sabe-se que o sistema hormonal feminino é mais irregular do que o masculino, e que a
composicao da saliva pode variar com fatores hormonais. Alguns estudos tém sugerido
alteracbes na composicdo proteica da saliva de mulheres. Por exemplo, a elevada
prevaléncia de caries em mulheres tem sido sugerida em parte, devido a diferencas na
composicdo salivar e no fluxo salivar induzido por flutuacdes hormonais (Quintana, et
al.,2009).
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6. Conclusao

O presente trabalho reforca a importancia da saliva para a percecdo dos alimentos, e a
importancia da realizacdo de estudos futuros que permitam esclarecer o papel das
proteinas estudadas e compreender o potencial envolvimento de outras proteinas

salivares.

A percecdo gustativa do alimento envolve vérios aspetos, tais como a intensidade, a
qualidade e o valor heddnico da sensacdo percetiva. A saliva é o principal fluido
constituinte do ambiente exterior das células recetoras do gosto, e como tal, desempenha
um papel fundamental na sensibilidade gustativa. A percecdo do gosto amargo varia

muito entre os individuos, o que levanta questBes subjacentes a essa variabilidade.

O objetivo geral inerente a este trabalho é comparar o perfil proteico salivar entre 0s
grupos de individuos com diferencas na sensibilidade para o sabor amargo do composto
PROP.

Este objetivo foi dividido em dois objetivos especificos: O primeiro foi
direcionado para a atividade enzimatica e expressdo da a-amilase salivar, que sendo
uma das enzimas mais importantes e presente em maior quantidade na cavidade oral até
ao momento, os seus niveis ndo foram correlacionados com a variabilidade inter-
individual na sensibilidade gustativa; o segundo objetivo deste trabalho foi comparar a
expressao da anidrase carbdnica VI (CA VI), entre os individuos pertencentes aos
diferentes grupos de sensibilidade, pois de acordo com a literatura esta enzima pode

estar associada ao gosto amargo.
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Neste estudo observou-se que tanto a proteina a-amilase, como a proteina CA VI

sdo diferencialmente expressas entre 0s grupos de individuos analisados.

Em concreto observou-se que:

i)

i)

A populagéo geral estudada se repartiu entre as trés classes de sensibilidade
ao gosto amargo. No entanto, as mulheres apresentaram maior sensibilidade
que os homens, encontrando-se o grupo de menor sensibilidade apenas 20%
das mulheres distribuindo-se as restantes de forma equitativa entre 0s grupos
de média e elevada sensibilidade.

Nao se observaram diferengas entre grupos na expressdo da a-amilase
independentemente de se tratar do género feminino ou masculino; No
entanto, a atividade a -amilase tende a ser menor no grupo de individuos
medianamente sensiveis quer em homens quer em mulheres;

A expressdo da CA VI estd aumentada em homens do grupo com
supersensibilidade, ndo se tendo registado diferentes entre 0s grupos
femininos; é ainda de realcar que ndo se observaram diferencas entre os
géneros;

O grupo com sensibilidade elevada apresentou atividade aumentada da a-
amilase e, no género masculino, simultaneamente uma expressdo aumentada
da CA-VI, relativamente ao grupo com sensibilidade mediana sugerindo que
estas enzimas contribuam para uma maior sensibilidade na percegédo
gustativa, parecendo a primeira ser mais importante no caso das mulheres,
enquanto nos homens parecem ambas contribuir para a sensibilidade ao
PROP.

Assim, este estudo permitiu tirar duas conclusdes principais; em primeiro lugar, que

a composicdo proteica da saliva esta relacionada com a sensibilidade gustativa e, em

segundo lugar, que a influéncia deste fluido na percecdo gustativa poderé ser diferente

entre homens e mulheres.

A realizagdo do presente trabalho contribuiu para clarificar a importancia da saliva a

nivel da sensibilidade gustativa e abre caminho a novos estudos que possam levar a uma

melhor compreensdo do envolvimento destas e de outras proteinas salivares na perce¢do

gustativa.
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