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Resumo

As proteinas salivares sdo reconhecidas pelo seu potencial como biomarcadores de
diversas patologias, mas os seus niveis podem sofrer alteracdes com diversos fatores. A
genética pode ter influéncia no proteoma salivar, apesar deste ser um assunto pouco
explorado. Nesse sentido o proposito deste estudo é comparar o proteoma salivar de
caucasianos com africanos, controlando para a sua alimentacéo, uma vez que esta podera
ser também um fator de variagdo. Técnicas de eletroforese bi-dimensional e determinacéo
de atividade enzimatica permitiram avaliar o proteoma salivar e Questionarios de
Frequéncia Alimentar e recordatdrios das 24h anteriores, os habitos alimentares. Foram
observadas diferencas entre portugueses e cabo-verdianos, nos niveis de expressao de
proteinas como imunoglobulinas e amilase, estando esta Ultima aumentada nos cabo-
verdianos. Apesar de todos os participantes terem acesso aos mesmos alimentos, 0s
individuos africanos apresentam maiores consumo de doces e menor consumo de frutos,

0 que podera justificar algumas das diferencas salivares.

Palavras chave: Proteoma salivar; habitos alimentares; biomarcador.

jan-20 | Pagina vii



Abstract

Comparison of salivary proteome between caucasian (Portuguese) and african
(Cabo-Verde): influence of dietary habits.

The salivary proteins are recognized for their potential as pathology biomarkers.
However, their levels change in response to various factors. Ethnicity may have influence
in salivary proteomics, although this has not been explored so far. In this sense, the
purpose of this study is to compare the salivary proteome of Caucasians with Africans,
controlling for their diet, since this last can be a source of variation. Bi-dimensional
electrophoresis and enzymatic activity were used to evaluate salivary proteome and food
frequency questionnaires and previous 24-hours recalls were used to assess dietary habits.
Differences between Portuguese and Cape Verdeans were observed in the expression
levels of proteins such as immunoglobulins and amylase, with this last being increased in
Cape Verdean individuals. Although all participants have access to the same food
environment, African individuals consume higher amounts of sweets and lower amounts

of fruits, what can explain some of the salivary differences.

Keywords: Salivary proteome; eating habits; biomarker
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1.Problematica

A saliva corresponde ao fluido oral resultante da secrecdo das glandulas salivares,
acrescido de moléculas provenientes do sangue, microorganismos orais e Varios tipos
celulares. Este fluido compreende, na sua composicdo, Varios constituintes
nomeadamente: agua, eletrolitos, produtos nitrogenados, mucinas, lipidos, pequenos
minerais, enzimas, imunoglobulinas, proteinas e entre outras moléculas, contendo ainda
microorganismos. A saliva desempenha importantes fungdes como a lubrificacdo e
protecdo da cavidade oral, mantém a homeostasia e a integridade dos dentes, promove a
mastigacdo, a degluticdo, a digestdo e a fala, e tem uma acdo importante contra os
microrganismos patogénicos (Humphrey & Williamson 2001; Cho et al. 2017). A saliva
também serve como meio de diagndstico de patologias ou processos fisiologicos, em
fungdo de variagdes nas quantidades de alguns dos seus constituintes. Destes ultimos, as
proteinas salivares sdo moléculas relevantes, sendo muito importante o seu estudo,

identificacdo e caracterizacao.

A protedmica salivar € uma abordagem que permite obter informacdo acerca de um
elevado numero de proteinas, sendo muito utilizada na pesquisa de biomarcadores
salivares. Diversas patologias como o carcinoma espinocelular, leucoplasia oral, doenca
do enxerto contra o hospedeiro (do inglés graft-versus-host disease), sindrome de Sjogren
e outros disturbios autoimunes, tém sido estudadas através do proteoma salivar
(Castagnola et al. 2017).

No entanto, ao estudar o proteoma salivar ha que ter presente que este fluido sofre
alteracdes em resposta a uma grande diversidade de estimulos. Fatores como a hora do
dia (ritmo circadiano), altura do ano (ritmo circanual), estado emocional e alimentacao
sdo alguns dos apontados como fazendo variar a composi¢ao proteica da saliva, pelo que

devem ser tidos em conta aquando da analise deste fluido.

Anteriormente foram relatadas diferencas no proteoma salivar entre individuos de
diferentes etnias no plasma humano, e recentemente estudos desenvolvidos a nivel da
saliva humana com individuos coreanos surgiram diferencas étnicas entre o proteoma da

saliva dos coreanos e a lista atualizada de proteinas da saliva humana (Cho et al. 2017).
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Tendo em conta as possiveis fontes de variagdo no proteoma salivar, e no sentido de poder
usar o mesmo para aplicacbes que abranjam a maior parte da populagdo possivel, é
necessario aumentar o conhecimento acerca de diferencas que possam existir entre essas

diferentes populagdes.

Neste sentido, este trabalho possui como objetivo geral fazer a analise comparativa do
proteoma salivar de caucasianos (portugueses) e de africanos (cabo-verdianos),
relacionando-o0 com possiveis variagdes nos seus habitos alimentares. Os seus objetivos
especificos, sdo: 1) comparar os perfis proteicos eletroforéticos bidimensionais ente 0s
dois grupos; 2) fazer a comparacao das frequéncias alimentares das duas populacées; e 3)
avaliar o consumo alimentar entre esses dois grupos a curto prazo por meio do

recordatorio das 24h.
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2.Fundamentos tedricos

2.1. Proteoma salivar humano

Protedmica salivar refere-se ao nome dado ao estudo completo das proteinas existentes
na saliva. Até ao momento, foram ja detetadas/identificadas mais de 3000 proteinas
salivares (Cho et al. 2017). As proteinas salivares sdo produzidas por glandulas salivares,
existindo varias também provenientes do sangue e algumas de origem microbiana. As trés
glandulas salivares maiores sdo as glandulas par6tidas, submandibular e sublinguais
((Castagnola et al. 2017); Figura 1). Para alem destas, os mamiferos possuem ainda as
chamadas glandula salivares menores, as quais se encontram sob a forma de pequenas
massas discretas em varias estruturas e regides da cavidade oral (Holmberg & Hoffman
2014). De entre as glandulas salivares menores fazem parte as labiais e bucais,
glossopalatinas, palatinas, e as linguais que se dividem em lingual anterior, lingual
posterior mucosa, lingual posterior serosa (Tandon et al. 2013; Kessler e Bhatt 2018). As
proteinas podem ainda ser provenientes de fontes ndo glandulares como o fluido
crevicular gengival, secrecdes de natureza mucosa (Dsamou, et al. 2011).
Microorganismos como bactérias, virus e fungos também contribuem para a composi¢édo
do proteoma salivar, assim como pequenos péptidos que sdo derivadas da protedlise

existente na cavidade oral (Pappa, et al. 2018).

As células acinares das glandulas salivares contribuem com cerca de 85% das proteinas
salivares engquanto as células do ducto glandular segregam proteinas com importantes
funcbes biologicas para o organismo como por exemplo imunoglobulinas, fatores de
crescimento, entre outras (Pappa, et al. 2018). Algumas das proteinas salivares sao

particularmente ricas em aminoacidos como a prolina (proteinas ricas em prolinas - PRP).
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Lobo acessério da
glandula parétida

Ducto parotideo

Glindula
sublingual

Glandula submandibular

Figura 1. Trés pares de glandulas salivares maiores. Adaptado de (Gabor 2016).

2.1.1. o-amilase salivar

A amilase salivar é uma das proteinas presentes em maior proporc¢do na saliva estimulada.
Produzida pelas células acinares epiteliais das glandulas salivares (especialmente as
parotidas), a a-amilase refere-se a um dos mais abundantes constituintes da saliva
humana. Essa enzima corresponde a cerca de 40 a 50% da proteina total, e desempenha
importantes funcdes nomeadamente na digestdo do amido (altera a propriedade fisica do
amido de forma instantdneo) pela hidrélise deste em maltotriose, maltose, e
oligossacarideos maiores. Esta proteina tem também funcgdes antimicrobianas, impedindo
a aderéncia bacteriana nas superficies orais e permite a depuracdo bacteriana na boca
(Arhakis et al. 2013; Sahu et al. 2013; Mandel et al. 2010).

Sendo o amido uma das principais fontes de carbohidratos na dieta humana, a amilase
salivar constituiu-se uma das primeiras enzimas a ser reconhecida (Butterworth et al.
2011).

Estima-se ainda que a a-amilase salivar influencia a percecdo do paladar e textura dos
alimentos e por conseguinte as preferéncias alimentares. Este fato € relevante na medida
em que modula a resposta sensorial aos constituintes alimentares na cavidade oral, o que
conjuntamente com os fatores psicologicos e culturais conduz a motivacGes e escolhas
alimentares diferenciadas (Tarragon et al. 2018). Contudo s&o necessarios mais estudos
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relacionados a essa &rea de investigacdo para comprovar esse conceito. Segundo Mandel
et al. (2010) a associacdo entre a variagdo nos niveis da amilase salivar e a percecdo do
amido é de dificil revelacéo e além do mais a relagéo entre a variabilidade no nimero de
copias do gene AMY1 (gene que codifica a referida enzima, e influencia o nimero da
amilase na saliva) e a perce¢do da viscosidade do amido terd sido pouco explorada. Ha,
no entanto, um trabalho recente que mostra que niveis diferentes de amilase estdo
relacionados com a percecdo dos gostos doce e salgado de alimentos como o pdo (Lamy
et al. submetido).

2.2. Relevancia da saliva como fonte de biomarcadores

O termo biomarcador diz respeito a moléculas biologicas que apresentam a possibilidade
de serem quantificadas e servirem como indicadores das condigcdes fisioldgicas do

organismo ou o0 seu estado de saude (Devaraj 2013).

Um dos objetivos mais desejaveis nas pesquisas e para a melhoria dos cuidados da saude
é a detecdo do inicio e da progressao das morbilidades e a monitorizacdo dos resultados
terapéuticos pds tratamento por meio de uma abordagem ndo invasiva (Wong 2009).
Quando se fala de métodos de diagndsticos ndo invasivo a saliva podera ser uma boa
opcdo, visto que o método para a sua recolha é simples, indolor, ndo causa muito
desconforto aos pacientes, ndo carece de muita intervencdo dos profissionais da saude e
€ mais econdmica. Os procedimentos mais usados até agora para fins de diagndéstico como
bidpsias e recolhas de sangue de forma repetitiva, por serem um métodos invasivos e
doloroso acabam por causar estresse nos pacientes especialmente quando as patologias
sdo descobertas nos seus estagios iniciais e requerem muitas monitorizacdes (Yoshizawa
et al. 2013).

Assim, ha varios argumentos que sustentam os beneficios da utilizacdo da saliva,
comparativamente a utilizacdo de sangue ou tecidos na pesquisa de biomarcadores para

diagndstico de patologias e doutras situacdes:

e Possibilidade da auto-recolha, sem a necessidade de um treino prévio, e com um

processo de menor duracéo;
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e E menos suscetivel & adulteragio por ser de facil recolha;

e Por ndo causar desconforto (sendo indolor e ndo invasivo) torna-se um incentivo

para as pessoas a participarem nas analises médicas de modo conveniente;

e Arecolha e 0 manuseamento da amostra s&o seguros, pois o risco de transmissao
de doencas é minimizada, sendo muito Gtil no caso das infecbes virais e

bacterianas;

e Caso datransmissdo do HIV através da secrecdo salivar € insignificante até porque

nela ha fatores que inibem essa infecciosidade;
e Na&o requer muitas manipulacoes;
e E de facil transporte e armazenamento;

e [Economicamente traz menos custos tanto para 0s pacientes como para as

instituicOes ligadas a cuidados de saude (Yoshizawa et al. 2013).

Um dos motivos pelos quais o proteoma salivar humano apresenta potencial para o
diagnostico de doencas tem a ver com o facto de muitas das proteinas presentes serem
proteinas presentes no sangue. Aproximadamente 27% das proteinas identificadas na
saliva dos humanos séo encontradas no plasma, (Cho et al. 2017), para além de muitas
dessas proteinas se encontrarem na saliva de forma proporcional aos seus niveis no

plasma.

Na Figura 2 pode observar-se a forma como ocorre a entrada dos constituintes do sangue
(incluindo as proteinas) para a glandula salivar para se tornarem componentes da saliva.
As glandulas salivares maiores sdo muito vascularizadas, o que facilita essa troca de

componentes (Yoshizawa et al. 2013; Jasim et al. 2018).
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CTapilares

Figura 2. llustragio da forma como se processa a troca de componentes entre sangue e saliva através da
glandula salivar. Adaptado de (Yoshizawa et al. 2013).

Diferentes estudos mostram o potencial da saliva como fonte de biomaradores de diversas
doencas. Por exemplo, foram observadas diferengas nos perfis proteicos salivares entre
criancas e adolescentes com diabetes tipo 1 bem controlado, com mau controlo da
diabetes tipol com criancas e adolescentes saudaveis (Pappa et al. 2018). De acordo com

0s autores, estas diferencas refletem as alterac6es que ocorrem a nivel da doenca.

Nos ultimos vinte anos a utilizacdo da saliva como meio de diagnostico precoce de cancro,
especialmente nas regibes orofaringeas e cavidades orais, tem atraido muito o interesse
dos investigadores. Alguns estudos referem mais de cem potenciais biomarcadores
salivares para a detecdo do carcinoma oral de células escamosas (Cheng et al. 2014).
Além dos referidos, a saliva possui componentes que podem servir de biomarcadores para

outras patologias conforme indicado na tabela que se segue:
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Tabela 1. Potenciais biomarcadores salivares referidos para diferentes patologias (Adaptado de Yin Ai

et al. 2017).
PATOLOGIAS BIOMARCADORES
Doencas periodontais B-Glucoromidase; Proteina C reativa (PCR); Interleucina (IL);
Metaloproteinases (MMP); Oxido nitrico
Doencas autoimunes Cloreto de sddio (NaCl); Imunoglobulina A (IgA);
Imunoglobulina G (IgG); Lactoferrina; Mediadores de
inflamagéo (Interleucina 6; Prostaglandinas-PGE2;
Tromboxanes-TXB2)
Doencas vasculares Proteinas C reativas; Mioglobina; Creatinina quinase;
Troponinas cardiacas; Mieloperoxidases
Fibrose cistica Calcio; Fosfato; Ureia, Acido drico, PGE2
Diabetes mellitus (2) IgA; Peroxidase salivar; Glicose, Potassio; Amilase e proteina
total, Albumina
Doenca renal Cortisol; Nitrito; Acido Grico; Soédio Cloreto; Amilase;
Lactoferrina; Fosfato
InfecGes virais Imunoglobulina A; Imunoglobulina M (IgM); Antigeno P24
InfecGes bacterianas Anticorpos e Microorganismos

No que diz respeito ao stress, a saliva tem sido grandemente usada para diagnostico. Este
fluido possui marcadores que se elevam perante o stress, designadamente o-amilase,
cortisol, e Cromogranina A (lIvkovic & Racic 2015). A saliva ainda pode servir como um
meio de monitorizacédo para diversos tipos de drogas (Ooi Yin Al, Priyanka, & Gokulraj,
2017).
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2.3. Saliva e Genética

A possibilidade de existirem diferencas entre o proteoma salivar dos individuos
pertencentes a populagdes diferentes ndo é de excluir, apesar de haver poucos informacao
na literatura disponivel a esse respeito. No entanto, alguns estudos mostraram diferencas
existentes nas proteinas a nivel do plasma pertencentes a individuos de etnias distintas
(Nedelkov et al. 2005; Herman e Cohen 2012; Choo et al. 2017).

As diferencas nas proteinas a nivel do plasma motivaram a realizagéo de um estudo feito
por Choo et al. 2017, onde os pesquisadores participantes determinaram diferencas
étnicas no proteoma da saliva humana. O resultado que obtiveram foi que das 480
proteinas consideradas da parte dos coreanos para o estudo, 226 ndo constaram na lista
atualizada de proteinas da saliva humana. Na figura 3 consegue-se compreender melhor

o resultado entdo obtido.

Amostra da saliva dos
coreanos com 480
proteinas para o estudo

Lista com 3449 proteinas
pertencentes a saliva humana

Figura 3. Resultados obtido da comparagéo do proteoma da saliva de coreanos face a uma lista com
conjunto de proteinas pertencente a saliva humana. Adaptado de Choo et al 2017.

Experiéncias semelhantes foram realizadas para algumas espécies de animais. Segundo
Lucena et al. 2018, diferentes racas caninas (Beagles, Podengos portugueses, Galgo e
Rafeiro Alentejano) apresentam diferencas significativas entre-si a nivel do proteéma

salivar.

Outros trabalhos realizados ja abordaram as quest@es de diferencas na saliva pertencentes
a individuos de populagdes diferentes, relativamente a outros constituintes. Hajat e
colaboradores (Hajat et al 2010) concluiram que o cortisol salivar (de saliva recolhida em

diferentes horarios ao longo do dia) apresenta niveis diferentes entre os grupos de estudos
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analisados (negros, brancos e hispanicos). Verificou-se nesse estudo que o0s hispanicos e
negros tém niveis de cortisol mais baixos ao despertar, do que brancos, mas apresentam
um declinio mais lento ao longo do dia, sobretudo nas primeiras horas, tendo nos finais

do dia declinio muito pequeno e mais acentuada para 0s hispanicos.

A variacdo na composicdo da saliva, entre individuos de populacOes diferentes também
se observa em estudos acerca do microbioma oral. Estudos para a classificagdo do
microbioma humano de individuos saudaveis mostram-se controversos em termos de
resultados e um dos motivos para essa controvérsia é o fato da grande diversidade do
microbioma, observada na saliva, se dever a divergéncia entre individuos de populacdes
diferentes. De facto, foram analisados microbiomas salivares pertencentes a individuos
de populacbes geneticamente diferentes (Alasca, Alemanha, Africa) e as amostras
expressaram diferencas significativas entre si, ainda que se tenha identificado também

um microbioma que é comum a todas estas populacdes (Gupta et al. 2017).

2.4. Fatores de variacGes na composicao proteica da
saliva

O proteoma salivar humano pode ser afetado por diversos fatores podendo ser além da
genética também a idade, o sexo, o ritmo circadiano, variabilidade inter-individual,

condicdes patoldgicas, nivel de estresse (Castagnola et al. 2012; Lucena et al. 2018).

Segundo Brandao et al. 2014, a flutuacdo de varias variaveis salivares ao longo do dia é
influenciada pelo ritmo circadiano. Nomeadamente, proteinas salivares especificas e
péptidos, em que a quantidade da proteina na saliva tem o seu pico maximo no periodo
das 14 horas. Em relacdo a influéncia da ingestao de alimentos, pela experiencia realizada,
notou-se que os niveis de proteinas salivares sdo substancialmente maiores apds a

ingestdo de alimento do que quando em jejum.
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2.5. Saliva e alimentacao

A saliva e a alimentacdo estdo intrinsecamente ligadas entre si, por varios motivos. Por
um lado, a saliva é conhecida pela funcdo que desempenha no processo da alimentacao
nomeadamente através da sua participacdo na degluticdo e na percecdo sensorial,
influenciando a escolha dos alimentos. Também interage com os constituintes dos
alimentos, podendo afetar o seu acesso aos locais de rece¢do do estimulo, ou mesmo a
sua estrutura (Mosca et al. 2019). Por outro lado, a saliva dos individuos € afetada por
parte daquilo que € ingerido. Por exemplo, segundo Tomeckova e colegas (Tomeckova
et al. 2017), no caso de uma ingestdo insuficiente de agua, a quantidade de saliva
produzida diminui, ja que a mesma é formada em grande parte por &gua. Também no que
diz respeito a ingestdo de alimentos/nutrientes, ha estudos que apontam para variagdes na
composicdo da saliva: Mandel et al. 2010 referiram variagdes no nimero de copias do
gene AMY (que codifica para a proteina amilase salivar) entre populacfes com diferentes

niveis de amido habitualmente presente nas dietas.

Também um estudo realizado com individuos adultos teve como objetivo estimar a
associacdo entre a composicdo da saliva e os nutrientes ingeridos. O resultado desse
estudo revelou associacdo positiva entre a capacidade antioxidante total da saliva e a
ingestdo de carbohidratos simples, ainda que essa associa¢do ndo tenha sido observada
no caso dos carbohidratos complexos. Para além disso, a capacidade amilolitica
apresentou correlacdo com o consumo total e a ingestdo de carbohidratos simples
(Méjean, et al. 2015). Estudos recentes tém vindo a reforcar esta associa¢do entre a
composicao proteica da saliva e o consumo de diferentes alimentos. Em termos de habitos
alimentares (longo prazo) foi observado que proteinas como as cistatinas, por exemplo,
estdo associadas a um maior consumo de vinho (Lima 2019). De modo semelhante, foi
observado que ha efeitos de curto prazo, influenciados pela alimentacdo, com proteinas
que variam de forma semelhante apds o consumo de diferentes alimentos (por exemplo,
decréscimo nos niveis de imunoglobulinas) e algumas outras cuja variagdo ocorre em
resposta especifica a um alimento particular (por exemplo o0 aumento de cistatinas em

resposta a alimentos ricos em polifenois) (Lamy et al. dados ndo publicados).
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2.6. Habitos Alimentares do povo Cabo-verdiano

Sendo os habitos alimentares um fator com relevancia em termos de composi¢do proteica
dasaliva, € de interesse conhecer os habitos alimentares de uma populacéo, antes de poder
atribuir a responsabilidade pelas variacGes na saliva dessa populacdo aos genes ou a

alimentacéo.

Os héabitos alimentares de um determinado povo sdo definidos por razdes como a
geografia e o clima respeitantes ao pais, de onde tém origem produtos tipicos do territorio,
conjuntamente com as tendéncias para a adequagao aos produtos correspondentes a outros
povos (Caiado et al. 2012).

Seguindo a mesma linha do raciocinio o sistema alimentar do povo cabo-verdiano é
influenciado por diversos fatores que estdo intrinsecamente ligados ao territdrio
nomeadamente o fato do pais apresentar baixa renda econdémica, condigdes climéticas
pouco propicias para a pratica da agricultura bem como uma area limitada de terreno que
pode ser usado para as praticas agricolas (terreno aravel). S6 aproximadamente 10% do
territorio nacional sdo usados para esse propdsito e as chuvas sdo irregulares. Tais
condicdes fazem com que os habitos alimentares da populacdo comecem a seguir as
tendéncias das dietas “globais”, comegando a ser introduzidos habitos mais
ocidentalizados, dada a elevada importacdo de alimentos dos paises desenvolvidos
(Cabral et al. 2019). Ainda assim, o consumo de “fast food” € pouco frequente (Cabral et
al. 2019). O pais em si tem uma fraca capacidade de producdo e obtencdo dos alimentos

primarios.

De uma maneira mais ampla, a nivel da alimentacdo, o pais pode ser classificado como
predisposto a mudancas nutricionais, devido as razdes mencionadas anteriormente, sendo
a principal a elevada importacdo de que o pais precisa como forma de dar respostas as
necessidades nutricionais da populacdo. Segundo Cabral et al. (2015), Cabo Verde sofre
de alguma forma com as questdes de mudancas nutricionais. Neste estudo foram
comparados os principais alimentos consumidos no pais entre os anos 1989 e 2009 e foi
notado um aumento do acesso aos doces e agucares, gorduras, 6leos vegetais, bebidas
alcoolicas. Segundo este estudo, o pais também sofre de algum modo com as questdes da

exportagdo, pois um pais arquipelagico como € o caso de Cabo Verde e, portanto, com
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ampla disponibilidade de é&rea piscatéria tem sido menos provido em peixes,
comparativamente & disponibilidade da carne. Ainda por se tratar de um pais em
desenvolvimento e em processos de urbaniza¢do como referido por Craveiro et al. 2016,
a transicdo nutricional ocorre devido ao acesso facilitado a alimentos a baixos pregos e
baixa qualidade nutricional que corresponde justamente a esses alimentos que séo ricos

em carbohidratos complexos gordura, aglcar e colesterol.

Relativamente a alimentacdo tradicional do pais, muito amplamente utilizada
antigamente, mas que ainda hoje faz parte da alimentacdo, o milho é um alimento bésico.
Este tem servido como base para a elaboracdo de pratos como a cachupa, cuscuz, cherém,
camoca, totoco, entre outros; outros alimentos comuns incluem o arroz, feijoadas, peixes,
mandiocas e batatas. Fazem parte das bebidas tradicionais confecionadas no pais o
ponque, a aguardente de cana de agucar, embora hoje em dia ja sejam usados outros
produtos para a producdo desta bebida como a banana. Segundo Cabral et al. 2019 os

alimentos mais consumidos séo p&o, agucar, Oleos, azeite, leite, banana madura, peixes.

2.7. Habitos Alimentares dos Portugueses

A gastronomia portuguesa possui um valor inestimavel para a cultura do pais e, apesar
das suas especificidades regionais, os alimentos tipicos portugueses consistem em
queijos, sobremesas tradicionais como arroz doce, leite-creme, rabanadas, 0s peixes
(sardinhas, bacalhau), carnes de aves e carnes vermelhas, vinhos e azeite como principal
fonte de gordura adicionada. A alimentacdo portuguesa conta com influéncias da Dieta
Mediterranica, sendo esta Gltima baseada num consumo elevado de vegetais e frutas,
nozes e leguminosas. (Aratjo 2014). Apesar do pais ndo se situar na bacia do
mediterraneo esse tipo de dieta constitui um patrimaénio cultural que fora estabelecido na
populacdo pela influéncia dos ancestrais dos vizinhos do mediterranio e especificidades
dos emigrantes, e a ampla costa atlantica aumenta a disponibilidades dos peixes (Da Silva
& Pinto 2016). Diversos produtos alimenticios foram incutidos na dieta portuguesa
devido as descobertas no passado de varias rotas do comércio como é o exemplo das

batatas, arroz, milho, condimentos, certos frutos (Caiado 2012).
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Apesar de Portugal ser referido como um bom exemplo da prética da dieta mediterranea
pois a sua lista dietética € rica em vegetais, frutas, peixes e azeite, a verdade é que 0s
habitos alimentares que se observam hoje em Portugal incluem um nivel consideravel de
alimentos caracteristicos de dietas industrializadas (Vilela et al. 2014). Este afastamento
do padrdo de Dieta Mediterranica também se caracteriza pelo aumento na ingestdo de
sodio, bebidas alcodlicas, tendo a cerveja um consumo acrescido em face ao consumo de
vinho (Vieira et al. 2013).

3.Meétodos e técnicas utilizadas

3.1. Participantes e recolha da saliva

Para a analise e comparacao do proteoma salivar entre 0s dois grupos, utilizou-se como
amostra um total de 88 individuos (alunos da universidade de Evora) com idades
compreendidas entre os 18 a 40 anos, sendo 32 de origem cabo-verdiana (16 masculinos
e 14 femininos) com a idade entre os 18 a 38. E 56 de origem portuguesa (38 masculinos
e 18 femininos) com a idade entre os 18 a 30. Como fatores de exclusdo foram
considerados a presenca de doencas orais evidentes e de trato respiratérios bem como
patologias de ordem metabdlicas reportadas (ex. diabetes, hipotiroidismo). A recolha
decorreu no periodo entre as dez as doze horas, em 4 dias diferentes na sala 068 do colégio

Luis Verney, em grupos de 10 a 15 pessoas.

Foi solicitado aos participantes que se abstivessem de comer ou beber qualquer bebida
que ndo agua no periodo de pelo menos 1 hora antes das recolhas. Para a recolha foi
pedido aos participantes que bochechassem com um pouco de dgua (com o objetivo de
limpar a cavidade oral) e aguardassem 30 segundos, seguindo-se a recolha, sem
estimulacdo, num periodo de cinco minutos. Os participantes deixavam acumular a saliva
produzida na boca, vertendo-a para dentro de um tubo de falcon, de cada vez que sentiam
necessidade. Durante o periodo de recolha foi pedido que se mantivessem tranquilos e
sem falar. Imediatamente ap6s a recolha, os tubos foram colocados em gelo e
transportados para um congelador a -28°C, onde permaneceram armazenados até analise

laboratorial.
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3.2. Questionarios para avaliacdo dos habitos
alimentares

Uma vez que a saliva também ¢ influenciada pelos habitos alimentares, para além da sua
recolha, fez-se também a recolha das informacdes a respeito dos habitos alimentares de
cada participante. Para isso usou-se um questionario de frequéncia alimentar (QFA),
validado para a populacdo portuguesa (Lopes 2000) e que se observou conter alimentos
conhecidos pela populacéo cabo-verdiana, sendo assim adequado para a mesma (Anexo
). O QFA é constituido por 86 itens alimentares, para além de um campo para referir
outros alimentos habitualmente consumidos, para além desses. O QFA diz respeito a
frequéncia de consumo, tendo em conta o espaco temporal de 1 ano. Para alem do QFA,
e de modo a ter informacgédo do consumo recente, foi aplicado um recordatério relativo ao

consumo alimentar nas Gltimas 24 horas (Anexo I1).

Os dados obtidos através dos QFA aplicados foram inseridos numa base de dados Access,
para posterior tratamento através de software proprio (Faculdade de Ciéncias da Nutri¢éo
e Alimentacdo da Universidade do Porto). Obteve-se uma tabela com as quantidades
médias diarias de consumo estimado, para cada um dos itens alimentares constantes,
assim como as quantidades correspondentes de macro e micro-nutrientes de consumo
estimado. Todavia essa comparacdo relativamente ao consumo de varios grupos de
alimentos possui algumas limitagdes, pois € apenas com valores em bruto, ndo tendo sido
realizado ajuste para varidveis que podem ter impacto na quantidade de alimentos
ingeridos, como o consumo de energia, sexo, idade, massa corporal, estrato socio-

econdmico, e atividade fisica de cada individuo.

No que diz respeito aos recordatérios das 24h anteriores, os dados de alimentos e
quantidades de consumo estimado foram langados numa tabela excel. A analise destes
questionarios foi feita apenas de forma qualitativa, no sentido de procurar eventuais
diferencas nos tipos de alimentos consumidos, nomeadamente particularidades de cada
etnia. Este estudo teve a aprovacdo da comité de Etica em pesquisa, e todos 0s

participantes assinaram um consentimento informado (Anexo I11)
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3.3. Preparacao das amostras de saliva

Para a realizacdo de qualquer andlise as amostras de saliva foi necessario proceder a
limpeza das amostras, nomeadamente pela eliminacdo de mucinas da cavidade oral e/ou
células e particulas solidas. As amostras foram entdo descongeladas (mantidas ao gelo).
Cada tubo foi pesado e de seguida centrifugado com refrigeracdo (centrifuga — Hermle
323k, Agro 226) a uma rotacdo de 13000 g durante 30 minutos a temperatura de 4°C.
Depois de centrifugados, o sobrenadante de cada tubo foi retirado e aliquotado para
diferentes tubos de 1,5mL (eppendorf), os quais foram posteriormente armazenados a
temperatura de -28°C.

3.4. Quantificacdo em proteina total pelo método de
Bradford

O meétodo de Bradford € utilizado para a quantificacdo proteica em diversos laboratérios,
dadas as vantagens de ser de facil utilizacdo, sensivel, rapido, estavel, sofrer poucas
interferéncias de outras substancias, economico, e compativel com agentes redutores
(Nouroosi et al. 2015; Lemos et al. 2017). Este método é baseado na ligacdo do corante
azul de Coomassie brilhante G-250 (CBBG) as proteinas, sendo capaz de detetar
concentragdes de 1 pg mL™(Nouroosi et al. 2015). Trata-se de um método colorimétrico
onde a cor castanha do reagente se transforma em azul na presenca de proteinas pelo que

a tonalidade depende das concentracdo proteica em uma dada amostra.

A quantificacdo de proteinas por esse método consistiu na preparacdo de uma curva
padrdo de BSA (albumina do soro bovino), usando solucdes com diferentes concentracoes
(25, 50, 75,100,150 e 200ug/mL™).

Tendo em conta que o0 método de Bradford se mostrou linear apenas até concentracdes de
200pg/mL?, e tendo em conta a variagdo que existe na concentragdo proteica de
diferentes amostras de saliva, as amostras tiveram que ser diluidas. As amostras foram
diluidas, sempre a partir da amostra original (tabela 2). A diluicdo foi feita em agua

ultrapura, uma vez que esta foi a &gua usada para preparar os padrdes de BSA.
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Tabela 2. Diferentes diluicdes das amostras da saliva para a determinagéo da concentracgio proteica.

Diluicdes Quantidade da Quantidade da agua
amostra (uL) ultrapura (pL)
4 vezes 10 30
8 vezes 5 35
12 vezes 5 55

Numa placa de 96 pocos foram adicionados 10uL de agua ultrapura em triplicado, de
modo a constituir o branco; do mesmo modo foram adicionados 10 pL das solugdes
padrdo (todas em triplicado) e 10 pL das diferentes amostras diluidas. Seguidamente
acrescentou-se 200uL da solugdo do reagente Bradford em cada pocgo da placa. A figura

4 é uma representacdo esquematica do que foi referido anteriormente.

[y
o
'_\
'—l

i

0000000
000000EO-
060 O00E0-
00000000
00000000
00000000
00000000~
00000000~
00000000~
00000000
00000000

Figura 4. Esquema da placa utilizada para a determinagéo das concentragdes de proteinas pelo método de Bradford.

Os valores de absorvancia foram lidos através da utilizacdo de um leitor de microplacas
(Glomax promega) a 600nn. O célculo das concentracdes das amostras foi feito através
da reta obtida com as concentrac@es padrao de BSA. A partir da equacéo da reta (y = mx
+ b), considerando o (y) como a absorvancia e o (x) como a concentracao, calculou-se a
concentracéo proteica final para cada amostra de saliva. Subsequentemente multiplicou-

se 0 valor obtido pelo fator de diluicéo.
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3.5. Taxa de secrecao salivar das amostras

A taxa de secrecgéo foi calculada pela divisdo do peso da saliva pelo tempo da colheita
que nesse caso foi de 5 minutos. Tendo em conta que a saliva é constituida por 98-99%
de 4gua, considerou-se uma densidade de 1g/mL. O peso da saliva foi determinado no
tubo de falcon subtraindo o peso do tubo vazio.

3.6. Determinacao da atividade da amilase salivar

Para a determinagéo da atividade da amilase nas amostras da saliva utilizou-se o principio
do consumo de um substrato cromogéneo (2-cloro-p-nitrofenol ligado a maltotriose) por
parte da a-amilase, e a determinacdo da absorvancia do produto resultante dessa reagédo

(2-cloro-p-nitrofenol).

Para isso as amostras da saliva foram diluidas 200x (1uL da saliva e 199 pL do diluente),
seguidamente as amostras entao diluidas foram aplicadas (6 uL) em duplicado numa placa
de 96 pocos, bem como os controlos (alto e baixo, de acordo com indicacdo do Kit,
Salimetrics), conforme mostra a figura 5.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Ctrl- alto Ctrl- alto

Ctrl-baixo Ctrl-baixo

Amostra-1 Amostra-1

Amostra-2 Amostra-2

Amostra-3 Amostra-3

Amostra-4 Amostra-4

Amostra-5 Amostra-5

Amostra-6 Amostra-6

I/ ®@|m m O O = >

Figura 5. Esquema da placa utilizada para a determinagéo da atividade da amilase salivar (adaptado das
indicagBes do fabricante - Salimetrics).

Seguidamente acrescentou-se 240 uL de substrato (previamente aquecido a 37°C) em
cada poco. A placa foi incubada na estufa (Heraeus Function Line) durante 1 min,
seguindo-se a primeira leitura num leitor de placas (Bio-Rad, Model 680) a 405nm. A

placa foi novamente incubada a 37°C, por mais dois minutos, e ao fim desse tempo foi

jan-20 | P4gina 18



feita nova leitura, no comprimento de onda referido. Os calculos que conduziram aos

resultados relativamente a atividade enzimatia da a-amilase, foram realizados com base

na equacdo fornecida pelo fabricante (Tabela 3).

Tabela 3. Equagio usada para calculos da atividade da a-amilase salivar, e a respetiva legenda. Os
resultados sdo expressos em U/mL.

Equacio

AAbs./min * TV * DF

MMA = SV = LP

Legenda
AAbs./Min Diferenca da absorvancia
por minuto (abs de 3 min -
abs de 1 min/2)
vV Volume total do ensaio
(0,246 U/mL)
DF Fator de diluicdo (200)
MMA Absortividade milimolar
de 2-cloro-p-nitrofenol
(12,9)
SV Volume da amostra
(0,006 U/mL)
LP Percurso optico = 0,97

(especifico da placa
recebida com kit)

Para a determinacdo da atividade enzimatica da amilase em relacdo ao total de proteina,

(atividade especifica). dividiu-se o valor da sua atividade (U/L) pela respetiva

concentracdo em proteina total da amostra.
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3.7. Comparacao do Proteoma salivar

3.7.1. Concentracdo das amostras

Para a analise e comparacdo das proteinas salivares através da eletroforese 2DE
selecionaram-se catorze amostras da saliva (sete para cada grupo) dos participantes, de
forma aleatoria.

As amostras da saliva selecionadas foram concentradas através de ultrafiltracdo em
membranas com um cut-off de 3kDa. A centrifugacdo (centrifuga — Hermle 323k, Agro
226) realizou-se a 4°C e 13000g pelo tempo necessario para ter uma quantidade de

proteina total de 125ug num volume final inferior a 25uL.

3.7.2. Focagem isoelétrica

Apos a concentracdo das amostras, as mesmas foram misturadas com tampéo de re-
hidratacdo [4% (m/v) 1- propanosulfonato de 3-(3-colamidopropil) dimetilaménio
(CHAPS), 7M ureia, 2M tioureia, 40mM ditiotreitol (DTT), 2% (v/v) mistura de anfolitos
(IPG buffer, GE healthcare)]. A quantidade de tampdo adicionado a amostra dependeu do
volume desta Ultima, sendo o necessario para que em conjunto com a amostra totalizasse
125uL (volume recomendado para re-hidratacdo das tiras de gel para focagem

isoelétrica).

A mistura foi incubada a temperatura ambiente pelo periodo de uma hora, seguindo-se
uma centrifugacdo a temperatura ambiente (centrifuga — eppendorf 5424) durante 10
minutos a uma velocidade de 10000rpm. Apds a centrifugacdo o sobrenadante foi
aplicado em cada uma das diferentes ranhuras do suporte paratiras, do sistema Multiphor
Il (GE healthcare).

As tiras de gel foram colocadas de forma a que o gel ficasse em contato com as amostras,
re-hidratando, de forma passiva por um periodo de 16 a 20 horas, a temperatura ambiente

e cobertas com 6éleo mineral.

Apbs re-hidratacdo, as tiras foram colocadas no sistema Multiphor |l
(PHARMACIA LKB), para focagem isoelétrica das proteinas (primeira

dimensdo), a uma temperatura de 18°C, segundo o seguinte programa: passo 1 —
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subida para 100V (0:01h), passo 2 - 300V (1:00h), passo 3 — subida para 3500V
(4:00h), passo 4 — 3500V (3:00h).

3.7.3. Segunda dimensdo (SDS PAGE)

Apos a realizacdo da focagem isoelétrica, as tiras de gel foram armazenadas a -28°C até

realizacdo da separacao proteica através das massas moleculares das proteinas.

Foram preparados géis de poliacrilamida de 14%. Essa preparacdo consistiu na
preparacdo dos géis atraves da adicdo de agua bidestilada (8,25mL); Tris 1,5M, pH 8,8
(7,5mL); SDS (300uL); acrilamida/bis 30% (13,95ml); Persulfato de amonio (225ul) e
TEMED (15 pL). Estes dois Gltimos reagentes sao adicionados no final pelo fato de serem
agentes polimerizantes. Apos a adicdo desses dois reagentes coloca-se a solugdo no
sistema ja montado com o auxilio de uma pipeta, evitando a criacdo de bolhas,

adicionando por cima deste a agua destilada, para prevenir contacto de gel com oxigeénio.

Para o gel de concentracgéo (preparado apos o gel de resolucéo), utilizaram-se 0s seguintes
reagentes: agua bidestilada (4,86mL); Tris 0,5M, pH 6,8 (2mL); SDS 10% (m/v) (80uL);
Acrilamida/bis 30% (1,06mL); APS (48uL) e TEMED (8,8pL).

Apos preparacdo dos geis, as tiras de gel, onde previamente se realizou a focagem
isoelétrica, passaram por um procedimento designado equilibrio. Realizaram-se dois
passos de equilibrio, de 15 minutos cada, o equilibrio das tiras consiste em desfazer as
pontes persulfureto existente nas proteinas pela acdo de um agente redutor o ditiotreitol

(DTT), ja o0 agente alquilante (iodoacetamida) impede o restabelecimento dessas ligacGes.

A solucédo de equilibrio consistiu em 6M ureia, 75mM Tris-HCI pH 8.8, 29,3% (v/v)
glicerol, 2% (m/v) SDS e 0,002% (m/v) de azul de bromofenol. Para o primeiro passo (de
reducdo) foi adicionado, a esta solucdo, DTT, a uma concentracdo final de 1% (m/v) e
para 0 segundo passo (de alquilacdo) foi adicionada iodoacetamida, a uma concentracao
final de 2,5% (m/v).

Apos o equilibrio das tiras, os géis previamente preparados foram colocados nos

suportes da tina eletroforética (Bio-Rad PowerPac basic), e as tiras foram colocadas
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com muito cuidado entre os vidros. No caso de alguns géis, foi feito um pogo, no topo
do gel, para adicdo de 3uL de um marcador de massas moleculares (Dual Color,
BioRad). A tina foi preenchida com o tampéo de corrida (Tris-HCI 25mM pH 8,3;
0,192M glicina, 0,1% (m/v) SDS), tendo a corrida eletroforética decorrido a uma
voltagem constante (140V). Quando a frente da corrida atingiu o fim do gel a corrente
foi desligada (periodo de 1.30h a 2h).

Apbs a corrida os géis foram fixados (10% &cido acético, 40% metanol) durante 2 horas,
e de seguida corados com uma solugdo de azul brilhante Coomassie G-250 (0,125%)
durante 2 horas e descorados em varias mudancas de agua destilada, até o background
azul ficar o mais claro possivel. Os géis foram digitalizados utilizando o scanner

ImageScanner 111 (GE Healthcare) e o software Labscan.

3.7.4. Analise dos géis

Para as analises dos géis 2D utilizou-se o software ImageMaster Platinum v.7, o qual
permite que os spots dos geéis correspondentes as proteinas sejam reconhecidas e
assinalados automaticamente. Apos esta detecdo automatica, houve uma edi¢cdo manual,
para garantir uma correta detecéo. Todos os erros foram retificados no programa (Figura
6). Apoés a retificacdo de todos os géis fez-se o emparelhamento dos spots entre 0s
diferentes géis. Este emparelnamento, numa primeira fase, consistiu na atribuicdo de
landmarks, manualmente, seguindo-se um emparelhamento automatico que usou essas
landmarks como referéncia do posicionamento dos spots nos geis. Apdés o
emparelhamento, os valores de percentagem de volume foram exportados para um

ficheiro excel, através do qual os dados foram tratados para posterior analise estatistica.
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Figura 6. Imagem do gel 2D a ser retificado manualmente pelo software ImageMaster Platinum v.7
(Fonte propria).

3.8. Analise estatistica

Os dados obtidos relativamente a quantidade média dos alimentos de consumo estimado
diariamente pelos participantes e a equivalente parcela dos nutrientes, bem como o0s
resultados obtidos da concentracdo proteica, da atividade da a-amilase salivar bem como
a sua concentracdo em relacao as proteinas totais e da taxa de secrecdo de cada individuo,
apos aplicacdo das respetivas formulas, foram inseridos no programa SPSS verséo vinte.
Os dados foram testados para a normalidade e homocedasticidade através dos testes de
Shapiro Wilk e Levene, respetivamente. Cada alimento e cada nutriente, obtido através
do QFA foi comparado entre 0s grupos através de teste T (amostras independentes) ou
equivalente ndo paramétrico (Mann Whitney), no caso dos pressupostos de normalidade
e homecedasticidade ndo se verificarem. Procedeu-se de modo semelhante para comparar
a concentragdo proteica, atividade da a-amilase salivar e taxa de secregdo. Foram aceites
como significativos os resultados com sig < 0,05. Os resultados obtidos foram exibidos

através de graficos e tabelas.

Relativamente a anélise estatistica feita para a comparacéao dos perfis proteicos, os valores
a comparar foram as percentagens de volume de cada spot. Para o caso de géis em que
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alguns spots ndo foram visualizados, as células da tabela estavam em branco. Nesses

casos, foi-lhes atribuido um valor abaixo dos demais valores.

Foram utilizadas duas abordagens. Primeiro, cada spot proteico foi comparado entre 0s
grupos, de forma univariada. Neste caso, o procedimento estatistico foi semelhante ao
descrito para os outros parametros salivares. Em segundo lugar, e tendo em conta que
pode haver efeitos de umas variaveis relativamente as outras, usou-se uma abordagem
multivariada, para comparar os grupos. Neste caso, a analise foi feita com recurso ao
software Metaboanalyst. (calculado pelo software). Foi usado o log para transformacao
€ 0 “mean centering” para o “data scaling” para a normalizacao dos dados e isso permitiu
obter uma distribuicdo préxima da distribuicdo normal (Anexo V e VI). Este critério foi
utilizado com base num artigo em que testaram a validade do PLS-DA (Analise
discriminante por minimos quadrados parceais) para a analise de perfis 2DE (Karp et al.
2005). Inicialmente, foi feita a anélise do PCA (Analise de Componentes Principais), de
modo a avaliar a separacao entre 0s grupos e a possivel existéncia de algum individuo
outlier depois uma analise PLS-DA. Variable important plot (VIP) scores superiores a 1,5
foram considerados para as proteinas com maior contributo para a separacdo entre 0s

grupos.
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4.Resultados e Discussao

4.1. Questionario de frequéncia alimentar

Relativamente aos questionarios de frequéncia alimentar que foram aplicados aos
participantes, a tabela abaixo indica os alimentos para o0s quais se observaram diferencas
significativas entre os grupos, em termos de consumo. O questionario aplicado avalia a
frequéncia de ingestdo de 86 items alimentares (anexo 1), no entanto, apenas estes
diferiram significativamente entre portugueses e cabo-verdianos os resultados da média
e desvio padrdo dos demais itens encontram-se exibidos no Anexo VII. No entanto ao
ordenar os alimentos em diferentes grupos (lacteos, carnes, peixes, 0leos e gorduras, pdo
cereais e similares, hortalicas e legumes, frutos, bebidas e miscelaneas) o resultado obtido

ndo foi significativo para nenhum dos grupos de alimentos.

Tabela 4. Alimentos com diferencas significativas no consumo estimado entre os dois grupos em estudos
(média +/- desvio padrdo) g/pessoa/dia. Alguns alimentos que possuem tendéncia em serem
significativos também estdo na tabela, mas nesse caso o respetivo p value apresentam uma cor
menos intensa

Alimentos Grupos (consumo médio) P value
Portugueses Cabo-verdianos

Leite meio govrdo 70,9+/-88.2 210,6+/-208.,3 0,0003
Leite magro 45,6+/-80,1 11.8+/-45.3 0,018
Jogurte 25,3+/-29.6 50,9+/-61,3 0,045

Peritt e Coelho 21,5+/-25,0 3,5+/-5,6 =0,0001

Peixe magro 12.9+/-11.4 4.5+/-52 <0,0001
Peixe conserva 12.2+/-13.6 23,9+/-23.8 0,022

Lula e Polvo 4.8+/-3.7 1.9+/-3.4 <0,0001
Camardo 1,7+/-2.6 0,6+/-1.1 0,010
Oleo 0.98+/-2.0 3,4+/-5,0 0,055
Broa 4. 1+/-7.7 0.6+/-1.7 0,003

Arvoz 49 T+/-27,7 153,8+/-95.7 <0,0001
Acucar 2.3+/-3.0 6.2+/-6.5 0,016
Couve Branca 11,1+/-18,9 4.4+/-7.7 0,049
Grelos 7.4-+/-9_3 1.8+/-1.3 0,0002
Cebola 27, 7+/-34,1 66,1+/-54,1 00,0002
Leguminosas secas 35,3+/-42.3 47, 4-+/-41,0 0,058
Refrigerante 49, 7+/-73,1 118+/-159.4 0,006
Café 26,6+/-31,5 13,8+/-24.3 0,012

Sopa 152,5+/-127,2 38,5+/-74,1 <0,0001
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Quer os portugueses, quer os cabo-verdianos avaliados sdo estudantes universitarios,
estando a residir na mesma regido geografica, com acesso ao mesmo tipo de alimentos.
Mesmo assim, observam-se diferengas particularmente marcadas em termos de consumo

de acucar e de frutos.

O povo portugués passa, atualmente, por um periodo em que estdo a ser estabelecidos
programas, a nivel regional e nacional, para a promocéo da alimentacdo saudavel e para
a aproximacdo a “Dieta Mediterranica”. E possivel que, devido aos enormes incentivos
para uma alimentacdo saudavel, muitos dos jovens universitarios portugueses possam

estar sensibilizados para estas questes.

Por outro lado, os alimentos cujo consumo foi superior para os Cabo-verdianos sao
alimentos ja preferidos pelos habitantes do proprio pais. A populacdo Cabo-verdiana é
caracterizada por um alto consumo de arroz, embora ndo produzida no arquipelago,
peixes de conserva e, segundo Cabral et al. (2019), um consumo acrescido de Oleos e

acucares, concordando com estes resultados.

Relativamente aos frutos, também se observou um consumo significativamente menor

por parte dos cabo-verdianos, para varios (Tabela 5).

Tabela 5. Alimentos com diferencas significativos de consumo estimado para os caucasianos (média +/-
desvio padrdo) g/pessoa/dia. Alguns frutos que possuem tendéncia em serem significativos
também estdo na tabela, mas nesse caso o respetivo p value apresentam uma cor menos

intensa
Frutos Grupos (consumo médio) P value
Portugueses Cabo-verdianos
Morango 11,0+/-16,7 1.4+/-2.9 0.0004
Cereja 11,0+/-25.3 1,8+/-5.5 0,0004
Melio 16,2+/-26.,5 3,0+/-5.0 0.010
Uvas 35,6+/-40,7 18,9+/-33,9 0,013
Frutos secos 11,4+/-15.3 5,5+/-10,9 0,011
Figos, Nésperas e 6.,3+/-14.8 1,0+/-3.8 0,076
Damasco
Péssego 11,6+/-24.9 3.4+/-7.2 0,053
Frutos frescos 279.4+/-218.5 181,8+/-105.9 0.013
(soma)
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Vérias hipoteses podem ajudar a compreender esta diferenca, por um lado, o menor
consumo desses frutos por parte dos cabo-verdianos pode ter a ver com um menor
“conhecimento” de alguns, por parte destes individuos, uma vez que esses frutos sdo
escassos em Cabo Verde. Por outro lado, apesar de Cabo Verde se situar na regido
tropical, com producdo de frutos tropicais, como € o caso da papaia, banana e manga, o
consumo destes frutos, mesmo no proprio pais é pouco frequente (Couto e Santos 2010).
H4 ainda a hipdtese de caucasianos e africanos diferirem noutros aspetos que afetam as
preferéncias alimentares. Podem existir diferencas na forma como as duas populacdes
percebem os alimentos, que ndo foram avaliadas neste estudo. Por exemplo, em termos
de sensibilidade gustativa os grupos étnicos podem diferenciar-se significativamente na
intensidade do sabor percebido (hispanicos, afro-americanos, brancos ndo hispanicos)
(Williams et al. 2016).

Outros alimentos (alimentos tipicos de Cabo verde)

Para além dos itens constituintes dos QFA, foram indicados consumos de outros
alimentos por parte dos cabo-verdianos. Esses alimentos sdo: Cachupa, Cherém, Papa,
Camoca, Cuscuz, Feijdo Congo, Djagacida, Ponche, Bolacha CV, Mandioca, Massa CV,

ilustrados na figura 7.

Figura 7. Imagens de alimentos tipicos de Cabo verde (cachupa = 1, ponche = 2, bolacha = 3, feijio
congo = 4, cuscuz = 5, xerém = 6, massa = 7, camoca = 8).

A frequéncia de consumo destes produtos foi da ordem de 2 a 4 vezes/semana a 1 vez/més,

0 que mostra que os estudantes cabo-verdianos residentes em Portugal, apesar de ndo

estarem no pais de origem, ndo abandonam completamente os habitos tipicos alimentares

do seu pais.
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Ao analisar as frequéncias de consumo em termos de macro- e micro-nutrientes (lista
apresentada no Anexo 1V), observaram-se diferengas significativas apenas a nivel da
vitamina K, biotina, molibdénio e iodo, tendo esses micronutrientes uma maior frequéncia
de consumo estimado por parte dos Cabo-verdianos (Tabela 6). Ja os carboidratos
complexos apresentam uma ligeira tendéncia para estar aumentados em cabo-verdianos,
ainda que as diferencas ndo sejam estatisticamente significativas.

Tabela 6. Nutrientes com diferencas significativos de consumo para os cabo-verdianos (média +/- desvio

padrdo) g/pessoa/dia. Os carboidratos complexos por apresentar apenas uma tendéncia o seu p
value esta representado com uma cor menos intensa.

Portugueses Grupos (consumo médio) P value
Portugueses Cabo-verdianos
Carboidratos 75,6+/-29,3 102,1+/-59.6 0,078
complexos

Fitamina X 12.9+/-7.2 19.2+/-11,3 0,014
Biotina 6,8+/-3,2 10.2+/-5.9 0.004
Todo 47,5+/-34.8 79,8+/-56,3 0,008
Molibdénio 5,6+/-3,2 8,5+/-5.1 0.006

Segundo um trabalho préatico realizado por Hattori et al. (2004), onde foi feita a
quantificacdo do molibdénio em amostras de alimentos, concluiu-se que 0s cereais como
o0 arroz sao fontes do molibdénio, tendo-se observado um consumo significativamente
maior de arroz por parte dos cabo-verdianos do que dos portugueses. Pode-se dizer o
mesmo a respeito dos carboidratos complexos que segundo Panawala (2017) podem ser
encontrados nos alimentos como milho e feijdo que sdo muito consumidos pelos cabo-
verdianos, segundo o questionario e o recordatdrio alimentar aplicados nesse estudo. Ja a
biotina é encontrada nos vegetais, leite, tecidos animais (Woollard & Indyk 2013). O iodo
€ um micronutriente essencial para a sintese das hormonas tirdideas que séo essenciais no
controle dos processos metabolicos do organismo e possui como fonte os peixes, os frutos
do mar, leite e produtos lacteos, ovos, pdo, carnes, o sal (Carlsen et al. 2018), que entra
na constituicdo de diversos alimentos. A vitamina k encontra-se presente nos vegetais
(folhas) verdes, contribuindo para cerca de 60% do total da ingestdo da vitamina k pois
estas contém concentracdes mais conhecidas (Booth 2012). E de realcar que ambos os
grupos apresentam um consumo destes nutrientes abaixo da dose diaria recomendada para

um adulto. A média e o desvio padrdo para 0s outros nutrientes estdo no Anexo VIII.
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4.2. Recordatério alimentar no periodo de 24 horas
(Anexo 2)

De modo a fazer uma avaliagdo de consumo mais préximo das datas das recolhas, optou-

se por recolher informacao através de um recordatério do consumo nas 24h anteriores.

Foi feita uma analise qualitativa, obtendo-se os sequintes resultados:

1) Antes do pequeno almoco -Nesse periodo, portugueses e cabo-verdianos comportaram-

se de modo semelhante. No que diz respeito aos portugueses, dos 56 questionarios
aplicados, a maioria (46 pessoas) ndo ingeriu qualquer alimento nesse periodo, quanto
aos cabo-verdianos, dos 32 questionarios, 26 pessoas referiram ndo ter comido nada. No
que diz respeito as pessoas que comeram, o tipo de alimentos foi o mesmo para

portugueses e cabo-verdianos (ex. pdo, queijo e fiambre, cereais, leite).

2) Pequeno almoco — Quanto ao pequeno almogo, apesar de alguns individuos néo o terem

feito, esses constituiram uma minoria, ndo havendo diferencas consideraveis entre os dois
grupos em estudo. Os alimentos que sao igualmente ingeridos nos dois grupos sao o péo,
queijo, fiambre, leite com cereais ou chocolate, tostas e torradas, manteiga, bolo,
bolachas, cafe, sumos naturais, iogurtes naturais, frutas e batido de frutas. Normalmente
0s pequenos almocos foram feitos em casa ou na universidade. Apesar de pontualmente,
apareceram alguns alimentos de forma particular para cada um dos grupos: para 0s
portugueses foram broa com azeite, macd cozida, os chas, pdo e bolachas integral,
chouricdo, manteiga de amendoim, croissant, frutos vermelhos; para os cabo-verdianos
sdo referidos a camoca (usada com alguma frequéncia para o0s pequenos almo¢o em Cabo
verde), pado com marmelada ou com chocolate, leite condensado e pizza. Olhando para 0s
alimentos que foram frequentes apenas para um determinado grupo, volta-se a observar

um consumo mais acentuado de agucar por parte dos cabo-verdianos.

3) Meio da manha — A grande maioria dos portugueses referiu fazer uma refeicdo a meio

da manha. Os alimentos mais consumidos sdo bolachas de agua e sal ou integrais, iogurte,
barras de chocolate, cereais, leite, café, croissants, frutas como banana e maca. J& no caso
dos cabo-verdianos, a maioria referiu ndo comer nada nesse periodo do dia,
correspondendo a 22 das 32 pessoas questionadas. Contudo das que consumiram algum

alimento no meio da manha estes foram semelhantes para os dois grupos.
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4) Almoco — Nesta refeicdo ndo se observaram grandes diferencas entre os dois grupos,
até porque um numero consideravel de individuos pertencentes a ambos 0s grupos
almocaram nas cantinas da universidade. No entanto houve algumas divergéncias, como
é 0 caso do habito dos portugueses acompanharem as refeicdes de sopa e pdo, tiveram
também maior frequéncia em acompanhar o prato principal com salada. Ambos 0s grupos
apresentaram regularmente no seu almogo alimentos como: peixe, carnes de porco e
frango preparados de diversas formas, arroz, batatas, esparguete, feijao, arroz de pato, e

também pizzas, hambirguer, omeletas.

5) Meio da tarde — Relativamente ao tipo de alimentos que os dois grupos consomem, nao

ha muitas diferencas. A diferenca situa-se em termos de quantidade dos alimentos
ingeridos, com os cabo-verdianos a consumirem mais alimentos. No caso dos portugueses
estes fazem uma refeicdo simples como comer um iogurte ou beber um sumo de frutas,

um cha, uma peca de fruta ou barritas de chocolate.

6) Jantar — Para esta refeicdo, os participantes portugueses podem dividir-se em dois
grupos: aqueles que ao jantar fazem uma refeicdo mais leve a base de sopa, ovos cozidos,
alimentos a base de soja, frutos, e aqueles em que ha o consumo de maiores quantidades
de alimentos como carnes de porco, vaca e frango, arroz, feijao e massas. Ha tambem
referéncia a ingestdo de bebidas alcodlicas como vinho ou sangria nesta refei¢cdo. No caso

dos cabo-verdianos a maioria referiu uma refeicdo semelhantemente ao almoco.

7) Ceia — A maior parte dos participantes refere ndo fazer esta refeicdo e aqueles que
referiram fazer comeram um lanche simples como um iogurte, bolachas, cereais, leite,
barras de chocolate. Ja no caso dos cabo-verdianos, mais de metade referiram ter ingerido
alimentos antes de dormir, consumindo alimentos similares ao dos portugueses mais em
uma quantidade maior. Alguns chegaram mesmo a referir uma refeicdo semelhante a do

almoco, nessa hora.
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4.3. Concentracdo em proteina total e taxa de secrecao

O grafico abaixo representado (Figura 8) mostra um exemplo de uma curva padréao obtida.

Curva Padrdo
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Figura 8. Exemplo da curva da absorvéncia da concentragio padrao.

Baseado na equacdo da reta exibida no grafico acima fez-se o calculo das concentracGes
de proteinas da saliva de todos os individuos do estudo. Nos resultados obtidos e
apresentados no grafico abaixo (Figura 9), vé-se que a média das concentragdes proteicas
é diferente entre os dois grupos, com os individuos cabo-verdianos a apresentarem

concentragdes proteicas significativamente mais elevadas.
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Figura 9. Grafico da comparagio da média da concentragéo proteica das amostras relativamente aos
dois grupos.

O valor de p para a comparacgao entre as médias das concentracdes proteicas foi de 0,020.
Vérios fatores (condicdo patoldgica, sexo, idade) podem influenciar a concentracdo das
proteinas salivares (Shaila et al. 2013; Lamy et al. 2014), mas no que diz respeito a etnia
ndo se encontrou qualquer trabalho estudo que exprima esse facto. As amostras foram
recolhidas nas mesmas condi¢cdes (mesmo intervalo de tempo, mesmo periodo do dia,
individuos com idade aproximada) e as condi¢fes patologicas constituiram fatores de
exclusdo. Sendo assim, tal diferenca encontrada pode se dever a outros fatores que nao

estes apontados, podendo ser, portanto, a genética ou habitos alimentares.

Em muitos casos o fato da concentracdo proteica apresentar-se mais ou menos elevada
tem a ver também com o fato da taxa de secrecdo ser menos ou mais elevada
respetivamente (Shaila et al. 2013). Para averiguar tal fato fizeram-se calculos da taxa de
secrecdo para cada individuo e fez-se a comparacdo da média entre 0s grupos, ndo se
observando diferencas significativas entre os grupos (Portugueses 0,45/0,24; Cabo-
verdianos 0,54/0,28, p = 0,219) reforcando a hipotese de que a concentracdo das proteinas

salivares sdo maiores nos cabo-verdianos do que nos portugueses.
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4.4. Atividade da a-amilase salivar em amostras da
saliva

A atividade enzimatica da proteina a-amilase foi comparada entre os dois grupos
estudados. Observaram-se atividades amiloliticas significativamente mais elevadas nos

individuos cabo-verdianos, comparativamente aos portugueses (Figura 10) (P=0,021).
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Figura 10. Grafico da comparagio da atividade da a-amilase salivar entre caucasianos e cabo-
verdianos, resultados expressos em U/mL.

Vérios sdo os fatores que sdo indicados como influenciadores da concentragdo da a-
amilase, nomeadamente o stresse fisico (causado por exercicio), stresse psicologico, taxa
de fluxo salivar, depresséao, idade, consumo de alcool (Arhakis et al. 2013; Sahu et al.
2013). A amilase salivar € uma enzima de grande importancia na digestdo do amido, um
polissacarideo presente nos vegetais (semente, folhas, caules, frutos e raizes),
encontrando-se em quantidades consideraveis em alimentos como arroz, batata, trigo,
milho, mandioca. Diferentes estudos sugerem que os niveis de amilase salivar estdo
associados ao contetdo em amido habitualmente presente na dieta (Mandel et al. 2010;
Santos et al. 2012). Alimentos ricos em amido, como milho e mandioca, sdo alimentos
com um contributo significativo para a dieta dos cabo-verdianos. O milho desde a
antiguidade que se constituiu como um produto base da alimentacéo, servindo de matéria
prima para a confecdo de varios pratos tradicionais que ainda hoje sdo consideravelmente
consumidos pela sociedade Cabo-verdiana. Assim, € possivel que estes niveis
aumentados de amilase nesta populacdo se devam a um processo adaptativo dada a
necessidade de digestdo do amido presente nestes alimentos. Também o arroz aparece

como um alimento indispensavel na vida diaria dos Cabo-Verdianos, o que pode ser
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conferido em vérios artigos (Cabral et al. 2019; Couto & Santos 2010). De realgar que ao
estimar a atividade enzimatica da amilase em relacéo a concentracdo em proteina total,
da saliva, ndo se observaram diferencas signicativas (Cabo-verdianos 0,2467*10-%/0,14;
Portugueses = 0,1963*10-/0,24, p = 0,152), o que significa que apesar da concentragio
proteica ser mais alta nos Cabo-verdianos a proporcao da amilase em relacdo as outras

proteinas salivares, para ambas 0s grupos, sdo equiparaveis.

4.5. Comparacéo de perfis salivares 2DE entre
caucasianos e cabo-verdianos

Apos a analise dos géis obtidos através de eletroforese 2DE, a percentagem de volume de
cada spot proteico foi comparada entre os dois grupos (caucasianos e africanos). Foi feita
uma comparacdo univariada (spot a spot, individualmente) e uma comparacao
multivariada, tendo em conta possiveis interacdes que pudessem existir entre (alguns)
spots. Numa primeira fase foi feita uma analise univariada (Teste T).

Alguns spots proteicos foram observados como estando diferencialmente expressos entre
o0s grupos de individuos caucasianos e africanos (spots 10, 71, 78, 88, 109, 161, 186, 247,
248, 249, 251, 259 e 263) (Figuras 11 e 14).
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Figura 11. Exemplar dos géis de cada grupo com clara diferenca de expresséo de alguns spots.
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Tendo em conta a natureza da saliva e o facto da variagdo de algumas proteinas salivares
poderem ocorrer em associagcdo com outras, a comparagdo entre caucasianos e Africanos
foi feita, também, por analise multivariada. Numa primeira fase, através de PCA, os dois
grupos ndo ficaram muito separados, mas nenhum dos individuos apareceu como outlier
(Figura 12)
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Figura 12. Analise de componentes principais e a respetiva percentagem de variabilidade entre os
grupos (1 = Cabo-verdianos; 2 = Caucasianos)

Através de “Partial Least Square — Discriminant Analysis” (PLS-DA), observou-se uma

boa separacao dos grupos (Figura 13).
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Figura 13. Representacdo gréfica da separacdo encontrada entre os grupos pela analise da PLS-DA. (1
= cabo-verdianos; 2= caucasianos; CE = caucasianos; CVE = cabo-verdianos).
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No que diz respeito as variaveis que mais contribuem para esta separacdo dos grupos,
tem-se os spots que tém VIP>1.5, nomeadamente os spots 161, 101, 259, 251, 144, 87,

240, 109, 73, 59 e 246 (Figura 14).
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Figura 14. Representagdo das variaveis mais significantes na diferenciagio entre os grupos e a respetiva
intensidade (a esquerda tem-se 0 nimero de match que representa proteinas e a direita a
intensidade com a qual sdo expressas;1 corresponde aos cabo-verdianos.

De acordo com trabalhos prévios, onde os spots de perfis proteicos salivares foram
identificados por espetrometria de massa (ex. Rodrigues et al., 2017a; Rodrigues et al.,
2017b; Rodrigues et al., 2019) as proteinas que correspondem aos spots que diferem entre

grupos sao as apresentadas na Tabela 7.

Tabela 7. Numero do spot e as proteinas correspondentes a esses spots, assim como a indicacio do
sentido de variagdo, em cabo-verdianos, comparativamente a caucasianos (média+/- desvio
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padrdo). A média e o desvio padrdo estdo representadas apenas para as proteinas que foram
identificadas por andlise univariadas.

Niumero do Proteina Portugueses Cabo- P value
spot correspondente verdianos
71 Cistatina 3,57+/-2,66 1.44+/-0,69 0,014
73 Cistatina S
109 PIP 0.41+/-0,16 0,19+/-0,12 0,022
144 “Possivel PRP”
161 0,35+/-0,21 0,082+/-0,029 0,006
240 Amilase
246 Albumina
248 Cadeia alfa de 1,06+/-0,31 0,52+/-0,16 0,003
imunoglobulina
249 Cadeia alfa de 0,79+/-0,21 0,42+/-0,23 0,013
imunoglobulina
251 Cadeia alfa de 0,51+/-0,19 0,17+/-0,09 0,004
imunoglobulina
259 Recetor 0.24+/-0,11 0,09+/-0,01 0,009
polimeérico de
imunoglobulinas

De entre as varias proteinas observadas como diferindo entre portugueses e cabo-
verdianos, sO para 3 se observaram niveis de expressdao mais elevados, estando as
restantes diminuidas em cabo-verdianos. A existéncia de diferencas entre etnias vai de
encontro a trabalhos prévios, que indicam diferencas a nivel da saliva de individuos de
populacdes diferentes. Por exemplo, Choo et al. (2017) tinham sugerido a existéncia de
diferencas no proteoma da saliva entre populacgdes. Tais diferencas podem dever-se tanto
a genetica como também a questdes de habitos alimentares pois quando se fala mais
especificamente das proteinas cataliticas que possuem fungdes sobre determinados
componentes dos alimentos a sua disposi¢do sera proporcional ao seu contato com o

componente em questdo (Morzel et al. 2017).

As proteinas salivares cistatina, albumina e amilase apresentaram diferencas entre
caucasianos e cabo-verdianos. Quanto a amilase, um dos spots desta proteina esta
aumentado na saliva dos individuos cabo-verdianos. Esse resultado vai no sentido do
resultado obtido para a atividade enzimatica desta proteina. No entanto, sdo necessarios
mais estudos que ajudem a perceber o porqué das restantes formas de amilase nao

apresentarem diferencas entre os dois grupos.

A cistatina S, que representa uma das proteinas mais comuns pertencentes a saliva, e que

esta presente em niveis mais baixos em cabo-verdianos, provém principalmente da
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secrecédo das glandulas submandibulares e corresponde, segundo Martini et al. (2017), a
uma proteina de defesa envolvida na imunidade oral inata. As cistatinas em geral
desempenham importantes funcGes, sdo inibidores reversiveis das peptidases de cisteina
(Dickinson 2002; Oliveira et al. 2003). Segundo Dickinson (2002), as cistatinas salivares
em especial possuem o potencial de inibir muitas enzimas devido a alta concentragéo que
apresentam neste fluido. Ainda que seja este o primeiro trabalho, que seja do nosso
conhecimento, em que é referida uma diferenca nos niveis de cistatinas entre caucasianos
e africanos, Dickinson (2002) havia ja referido que existe uma variacdo consideravel na
concentracdo dos niveis de cistatina em populagdes diferentes, ainda que igualmente

saudaveis.

A diferenca referida pode ser atribuida a genética. No entanto, estas diferencas podem
dever-se também a outros fatores. Por exemplo, Martini et al. (2017) referiram que a
cistatina S possui a funcéo de inibir patogenios enddgenos (parasitarios e bacterianos), o
que significa que diferentes niveis de exposi¢éo a estes pode influenciar os niveis desta

proteina na saliva.

A variacdo nos niveis desta proteina pode ainda dever-se aos habitos alimentares.
Trabalhos recentes, realizados no nosso laboratorio, mostraram que 0s niveis desta
proteina aumentam em resposta ao consumo de alimentos ricos em polifendis, como o
vinho e as nozes (dados ndo publicados). Também o fato destas proteinas terem funcoes
de inibidores de proteases cisteina e tendo em conta que essas protéases, segundo Malek
et al. (2016), sdo encontradas principalmente nos frutos e em latex dos vegetais, entdo é
expectavel que possam estar presentes em niveis mais elevados em individuos com
maiores consumos desses alimentos. Tendo em conta os resultados observados, em
termos de habitos alimentares, onde se observou um maior consumo de frutas por parte
dos portugueses, ndo se pode descartar a hipdtese de que alguma desta variacdo seja

consequéncia desses diferentes tipos de consumo.

Relativamente a diferenca encontrada na proteina induzida por prolactina (PIP), mais
estudos sdo necessarios para compreender o motivo. Apesar dos varios estudos ja
realizados, as fungdes biologicas desta proteina ainda ndo estdo totalmente

compreendidas (Baniwal et al., 2013; Urbaniak et al., 2018). Funcdes relacionadas com
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a dindmica do citoesqueleto, proliferacéo, silenciamento, foram ja referidas (Baniwal et
al. 2013). Segundo estes mesmos autores, a PIP possui também uma grande capacidade
de adesdo pois consegue ligar-se a outras proteinas (fibronectina, actina, fibrinogénio, p-
tubulina, albumina sérica), a células (TCD4, macrdfagos, espermatozoides), o que leva a
presumir que ela pode ter fungbes imunomoduladoras. Quando se fala das PIP salivares
humanas foi verificado que estas conseguem ligar-se as bactérias (Gemella,
Streptococcus, Staphylococcus) o que sugere que a PIP faz parte do mecanismo de defesa
oral contra os patogénios bacterianos (Urbaniak et al. 2018).

Uma outra proteina cujos niveis foram mais baixos em Cabo-verdianos foi a
imunoglobulina A (IgA). Spots de cadeia alfa de imunoglobulina e spots de recetor
polimérico de imunoglobulinas, apresentarem niveis de expressdo mais baixos nos géis
deste grupo. Enquanto a cadeia alfa é uma das cadeias constituintes da IgA, o recetor
polimérico de imunoglobulinas possui funcdo de captar e transportar as IgAs (Sakaguchi
et al., 2013). As IgAs s@o consideradas como principais isotipos das imunoglobulinas (1g)
presentes nas secrecbes das mucosas (Endsley et al. 2010), onde desempenham
importantes funcdes na defesa contra ataques de microrganismos patogénicos através da
aglutinacdo impedindo a adesdo destes a superficie da mucosa. Na saliva a IgA encontra
se ligada a um componente, denominado de secretor, formando o complexo o IgA-
secretor. Esta constitui a primeira linha de defesa contra os patdgénios orais, e por
conseguinte, ajuda a manter a integridade da superficie dentéria e epitelial, o que faz com
gue uma baixa concentracdo na saliva esteja relacionada com o aumento das doencas
periodontais e caries (Khan et al. 2016). Relacionando estes factos com os resultados
observados no presente trabalho, é possivel colocar a hipotese de que menores niveis
desta proteina em africanos os possa expor a mais problemas orais. Segundo Naorungroj
et al (2017), existe ligacdo entre heterogeneidade racial e periodontite (numa investigacao
que teve a participacdo de populacbes brancas e afro-americanas). Neste, e num outro
estudo semelhante, realizado por Wu et al. (2011), estimou-se a saude oral entre 0s
brancos ndo hispanicos, pretos ndo hispanicos e mexicanos e o resultado revelou um

namero significativamente maior de dentes cariados por parte dos negros e mexicanos.

Segundo Khan et al. (2016), a concentracdo da IgA na saliva esta intimamente associada
a idade, no entanto, no presente trabalho esse ndo sera o motivo da variagao, pois 0s

participantes do estudo tinham idades semelhantes.
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Relativamente spot144, apesar deste ndo ter sido identificado, encontra-se numa zona em
que é expectavel encontrar PRP (proteinas ricas em prolinas), pois ao comparar o0 spot
144 da figura 15 (resultado do nosso trabalho) com o spot 5 da imagem obtida por

Vitorino et al. (2006) (figura 15) vé-se que se situam na mesma area.

3

Figura 15. Imagem de um gel 2D que mostra a regido da PRP que nesse caso corresponde ao spot 5.
Spot 1 = Recetor polimérico da imunoglobulina; spot 2 = IgA; spot 3 = Lactoferrina; spot 4
= Amilase; spot 6 = Cistatina S ; spot 7 = Lipocalina 1; spot 8 = Cistatina SN1; spot 9=
Cistatina SN2, spot 10 = Precursor da pelicula de cistatina SA-111; spot 11 = Calgranulina B,
(Adaptado de Vitorino et al 2006).

No entanto caso seja este, 0S seus niveis estdo aumentados nos portugueses,
comparativamente aos cabo-verdianos (facto que pode ser confirmado ao analisar 0s spots
144 da imagem dos géis dos portugueses e dos cabo-verdianos da figura 14). As PRPs
presentes na saliva pertencem a 3 classes: acidas, glicosiladas e basicas. Enquanto que as
PRPs acidas tém funcGes de protecdo da cavidade oral, estando muito ligadas & saude
oral, as PRPs basicas tém sido particularmente referidas em relacdo a capacidade de

ligagdo a polifenois. Os niveis destas proteinas aparece aumentado em espécies animais
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que tém consumos de polifendis (particularmente taninos) aumentado (ex. Shimada 2006;
Lamy et al. 2010). Assim, variagdes nos niveis desta proteina podem dever-se a diferencas
nas dietas (Tian et al. 2015). Niveis mais elevados de taninos podem ser encontrados em
frutos, frutos secos e vinhos. Considerando o resultado obtido para os habitos alimentares,
0s estudantes portugueses consomem muito mais frutos e frutos secos de que os cabo-
verdianos, sendo o consumo de vinho um habito tipico de paises com Dieta Mediterranica,

como é o caso de Portugal.

A albumina salivar enquadra-se no grupo das proteinas correspondentes a potenciais
biomarcadores, nomeadamente como marcadores de patologias como diabetes mellitus,
caries dentarias, carcinomas (Vaziri et al. 2009; Koduru et al. 2017). A diferenga
observada neste estudo, em pelo menos uma forma proteica da albumina, indica que
alguns resultados indicando esta proteina como biomarcador de algumas patologias, teréo

que ser vistos com cuidado para uma populacdo que ndo a caucasiana.

jan-20 | Pagina 41



5. Conclusao

A realidade que é conhecida por todos e que € indiscutivel, é que ha diferencas a nivel da
genética e dos habitos alimentares entre estes dois povos. Por outro lado, verifica-se que
também ha semelhancas perante aquilo que ambos consomem, mas o0 que este trabalho
quis perceber é se essas diferengas contribuem para as diferengas encontradas no
proteoma salivar entre estas duas populacdes. Para dar resposta a esta questdo, com base
nos resultados conseguidos neste trabalho podemos dizer que sim. Com efeito proteinas
como as imunoglobulinas, cistatinas e amilases, apresentam diferencas entre caucasianos
e africanos. Se isso se deve exclusivamente a uma componente genética ou também ao
facto de existirem diferencas alimentares, fica por esclarecer. No entanto, € importante
realcar que, perante estes resultados, é importante ndo generalizar os trabalhos que

sugerem biomarcadores salivares.

Para finalizar a nossa saliva conta com uma ampla variabilidade a nivel da protedmica
cuja influéncia vai muito além da genética e dos habitos alimentares, o que faz com que
as particularidades sejam ndo apenas de um determinado grupo mas sim individuais.
Assim, ha ainda uma grande necessidade de mais estudos que ajudem a caracterizar e
conhecer melhor a composicédo da saliva e dos fatores que a podem fazer variar, de modo
a que este fluido possa comecar a ser realmente usado na pesquisa e quantificacdo de

biomarcadores.
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5.1. Estudos Futuros

Para dar continuidade a esse estudo e perceber com outro nivel de detalhe quais as
proteinas expressas em ambas 0S grupos, e as que apenas o sao para um determinado
grupo, o proximo passo seria submeter os resultados obtidos nos géis 2DE a técnica de

espetrometria de massa a fim.

Ainda relativamente a este trabalho, ele pode ser ainda mais desenvolvido pelo que, para
determinar com maior eficiéncia o efeito da influéncia dos habitos alimentares sobre o
proteoma salivar, seria interessante a utilizacao de populagdes geneticamente semelhantes
mas com uma grande diversidade a nivel da alimentacdo. E para inferir melhor a respeito
da influéncia da genética, ter como participantes do estudo populacdes de ragas diferentes
mas que ndo apresentem diferencas a nivel alimentar e convivam em ambientes
semelhantes, com as mesmas condi¢des de higiene e exposi¢Oes. Ainda para dar
contributo a nivel do conhecimento do proteoma salivar, varios outros fatores especificos
conhecidos como seus influenciadores podem e devem ser suprimidos ou considerados,
para com outro grau de certeza afirmar quais séo fatores (internos ou externos) que afetam
a sua variabilidade, concentragéo e constituicdo. Pois esse estudo ndo ficou integralmente

elucidado o que suscita a um compromisso e encorajamento para futuras investigacoes.
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Anexo |

> Questionério de frequéncia alimentar

BE3G

O guesfiondrio seguinte ftem como objective avaliar a sua alimentagdo. For favor, procure responder ds quesfbes de
uma forma sincera, indicando aguilo gue realmente come e Ndo o que gosfaria de comer, ou pensa gue serna
correcto comer.

O questionario pretende identificar o consumeo de alimentos do anc anterior. Assim para cada alimento, deve
assinalar, no respectivic circulo, quantas vezes por dia. semana ou mes comeu em meédia . nos dltimos 12
meses, cada um dos alimenios referidos nesta lista. N&o se esguega de assinalar os alimentos que nunca
comew, ou gque come menos de 1 vez por més na coluna nunca ocu mencs de 1 por més.

Mo se esquega de ter em conta ndo s0 as vezres que o alimento € consumido sozinho mas tambéem. aguelas
em que & adicionado a cutros alimentos ou pratos (ex: o café do café com leite, os ovos das omeletas, etc).

Para os alimentos gue s& comeu em determinadas épocas do ano (por ex: cersgjas ou diospiros). assinale as
wezes em gue comeu o alimento nessa época. colocando uma cruz (x) na dltima coluna (Sazonal).

Mo itern n® 86, anote a frequéncia com gque comew sopa de legumes. Quando consome calde verde, canja ou
sopa instantanea,. com uma frequéncia de pelo menos 1 vez por semana, deve assinalar a frequéncia com
que comeu este alimento no quadro existente para "OUTROS ALIMENTOS", tendo o cuidado de nSo o contar na
frequéncia gque refers para a sopa de legumes.

Se houwver algum aliments ndo mencionado na lista de alimentos e gque tenha consumido pelo mencs 1 vez por
semana, assinale, no guadro que existe para "OUTROS ALIMENTOS", a respectiva frequéncia e indigue a
quantidade média que costuma comer de cada vez. Por ex: frutos tropicais, sumos de fruta natural, farinha
de pau, canja, alheiras, cevada, rebugados, etc.

Por exemplo: Uma pessoa que bebe leite 2 vezes por dia & o leite que bebe & meio gordo, se a maior parte dos
gelados que come € nNo verdo e nessa epoca come um gelado por dia deve assinalar:

Porgio Frequéncia alimentar
L PRODUTOS nMeda Nuncaou | 5 33 por| 41por (2a4por |[Saspor 1 Za3 435 |6oumals
LACTEOS menas de mas semana | samana | semana | poroa poraia | por®a | poroa
1 por mas
- 1 chavena
1. Leite gordo - 250 m - ] o ] (8] O L] O o E
. - 1 chavena
2. Leite meio-gordo - 250 m o O O O ] L] - O o E
5 1 chavena
3. Leit= magro K - o [=] o ] [=] =] o o |[O]
m ou O o o [} O o O
T. Gelados 2 bolas (o] - E
Freencha assim: 30 preencha assim:
e = =y '
Por exemplo: s come sopa uma vez por dia. mas 1 vez por semana € canja = ndo sopa de legumes assinale:
Sorcs Freguéncia alimentar -
VIl. EEBIDAS E Madia Nunca:u 1azpor| 1por [2a4por [Saspor 1 Za3 235 [5oumag| =
menos de = rdla rdia rdla ol .
MISCELANEAS Tenne e mas samana | semana |semana | po po po por @a .
BE. Sopa de legumes 1 praio (o] (o] (o] (o] ) (o] (] (o] (o] (]
Frequéncia alimentar H
OUTROS Fh’.léd;a HFca 00 |1 a 3 por ipwr |2adpor [5a6por 1 233 435 [5o0umals =
ALIMENTOS menos de mes semana |semana |ssmana | porma pordia | pordia | pordia =
1 por mas
CARNJR PRATO (] (] [ ] (] (] (] (] (] [&] [m]

Unidage de Epidemisiogia Nutnciona
- 1 Servigo de Higlene & Epldemiclogla - FMUP -
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Pense nos daltimos 12 meses gquantas vezes por dia, semana ou més, em media, comeu cada um dos alimentos
referidos. M&o se esquega de assinalar os alimentos que nunea comeu, ou comeu menos de 1 vez por més na coluna

{HNunca ou menocs de 1 por més).

Mo grupo | PRODUTOS LACTEDS - Nio se esquega de considerar o leite que bebe com o café (exemplo: meia de

lzite, galdo,...).

Parplo Frequéncia alimentar i
L. PRODUTOS adla Nuncagu 1 a3 por 1por [2adpor|5as por 1 2a3 433 |[Eoumals|| =
& menos de Mes Eemana | semana | semana | pordla pordia | pordia rdia .
LACTEOS e e o :
1. Leit 1 chavena
=it goree - 250 mi o ] (] O O o =] o o ||O
2_ Leite meio-gorda 1_°2"3E'Er|:i3 ] (] o o (] [w] ] o O
3. Leite magre 1_0'13;':'“_'1;3 ] ] L] [ [ ] (] ] ] O
4_ logurie Um =125g o o o] | (@] o] (o] o o |
5. Quepo [de qualquer 1 fah
tipo incluindo queijo - ;n; o o o) O o o o o ] O
fresco e requeijde)
&. Sobremesas lacteas: um ou
pudim flan, pudim de 1 prato e ) @] O o O O (o] O o O
hooolate sto ES00remesa
7. Gelados 2'-';‘5‘;'; o o o o o O o O o [}
Mo grupo Il. OVOS, CARNES E PEIXES - considere também as vezes que come cada um destes alimentos como
elementos de oufros pratos, por exemplo: o frango do armoz de frango, os owvos das omoeletas, as salsichas dos
cachomos.
S Frequéncia alimentar E
Il. OVOS, CARNES Madia Muncaou [1a3por| 1por [2adpor |Sa6por 1 2a3 2335 |eoumas|| o
E FEIXES menos de mas s=mana | semana | semana par dia porda pardia | pordia .
1 por mes 1
2. Ovos um o o o o o Q o o o 0
" I pecas ou
2. Frango 114 de frango, o o [e] o o O
. 1 porgdo ou
0. Peru, Coelho 2 piaﬁ (8] ] L] O (o] O [ o o O
Carne: vaca, 1 porgao
porco,cabrito = 120g o o o o o o o o o O
12. Figado d= vaca 1 porgao
porca, frange - 120g Lo o (o] Lo ] o o Lo} Lo} Lo ] O
13. Lingua, M3ao de
vaca, Tripas, Chispe ! .:'?EE;D o o] (o] o [&] o (o] o o [m]
Coragio, Rim
14. Fiambre, Chourigo, 2 fallas ou —
Salpico, Presunto, etc 3 rodelas o O O o o o] o o @] O
15. Salsichas 2 medias L) o] ] O ] (=] o] o] o O
18. Toucinho, Bacon 2 fatlas (o] ] O3 ) ] (o] . ] ) |
17. Peixe gordo i s
sardinha. cavala, EnEr o] o o o o O o o o ||0O
carapau, sabm3o, et 9
13. Peixe magro: 1 poredo
pescada, faneca, -12gg o o O O O o O O O m}
dowrada, eic
19. Bacalhau }E:gf: o o] ] o o (o] ] o o m]
20. Peixe consena
1 lata
atum, sardinhas . efc o o o o o o = = o O
21. Lulas, Polvo 1}'3;%%‘3 O O O O O o) O O O O
o —
22_ Camarac, Améijoas] | 1 prato de
Mexilhdo. etc soOrEmesa o o o o o o o o o o
Unidade de Epldemiclogla Mutricional
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Mo grupo L OLEOS E GORDURAS - responda apenas ac que & adicionado em saladas,

considere a utilizada para cozinhar.

ol [ [T T[T 1 1]

no prato, no pae, eic, e nao

Frequéncia alimentar .
. SLECS E i:f: ::2’;‘::‘; 1a3por| 1por |2Zadpor|sacpor 1 2a3 4a5 |5 oumals| |-
GORDURAS 1 por mes mes sEMana | semana | semana | porda pordia | pordial por dia =
1 [+ —
23. Azeite Coona [+ [ o) o [ o [+ o (& O
4 Cleos: girassaol 1 coler de O O O O O O [e) O O O
miho, soja s0pa =1
25. Margarina G o o o o o 5] o o |[[O
1 eolher de
26. Manteiga eha e} o O o o O e} o o O
Mo grupao V. PACQ CEREAIS E SIMILARES - n3o se ezqueca de considerar também o que come fora das refeigdes,
por exemplo: as batatas fritas da refeicfo e as que come fora das refeigdes.
. Frequéncia alimentar H
V. PAD, CEREAIS E Porgdo Munca ou | 1 a 3 por 1por | 2a4por| 5as por 1 2a3 4a5 |6 ou malsy i~
SIMILARES Madla mEnos de mes semana| semana | semana| pordia por dia| pordia | pordia n
1 por meés i
27. Pao branco ou z
Tostas ! etas ° o |o |o o |o o | o] o |P
23. Pac (ou tostas), Uimi ou 2 =1
integral. centeio. mistura iostas =} =] o O o] o (@] O (o] O
;Ei-nfzza- Broa de 1rata-zag)| & o O =] O o o o o .|
0. Flocos cersais: e
muesli. corn-flakes ,:‘E;f.f‘:,g‘*‘, le] o QO o Q QO [e] (o] (o] O
CnoCao et
31. Arroz % prato [ [ (o] o [ O [ [S) [=] O
32. Massas: esparguets, ar
macarso, efo. % prat O O (o] O o (o] o o o O
33. Batatas fritas "
caneiras ¥ prato [ ] o o o o (o] [ ] o L] O
34 Batatas fritas de 1 pacote
o e o o} (o] o o (o] ] o o ||O
25, Batatas cozidas 2 patats
= oatatas
.:3?3::35, estufadas e medas o] e} O ') O O o) O o) O

Mo grupo V. DDOCES E PASTEIS - no item 42 [agl.'.lcar:l considere quantas colheres ou paco

seus alimentos.

tes de .:igl.'.lcar adiciona ao

Frequéncia alimentar
v DOCES E PASTEIS P:Erg?n Nuncd ou (4 3 3 por 1por |2adpor| 5a6por 1 2a3 4a5 |6 oumaly
<] menos de mes semana | s2mana | samana | pordla | poradla | porma| poraa
1 por més
@. Bolachas tipe maria, | | 3 nolachas)
Agua e sal ocu integrais o o O o o o o o (o]
37. Qutras belachas ou . o O O O O o O
Biscoitos
g, Croissant, Fasteis, um:
Bolicao, Doughnut ou 1 fatia O O O [8] O L] o o o
Eclos caseiros
a.C [ 3 QUITIA0;
2; pl;?wlate (tablete ou 1.1;"'13?0 o o o o o o o o o
[0 ks de ch I =a0a
Snacks de chocolate um
(Mars, Twix, Kit Kat. etc) o < o o o o o o o
41. Mamelada, 1 colner
Compota, Geleia, Mel sooremesa o o o o (o] (s o (e} o
1 colher
42 AclOcar Sobremesa; o < o o o QO O L&) (=]
i 1 pacote

Lojofo[ofojofo

®
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Mo grupo VI - HORTALICAS E LEGUMES - responda pensando nos que 30 consumidos no prato (cozidos ou em
saladas) e nido nos que entram na confecgio da sopa. Mos que come so numa determinada época do ano nio se
esqueca de assinalar na coluna sazonal (x}.

— Freguéncia alimentar &
VI. HORTALICAS E Po Nunca cu [ 1 za3 | 2as |5 i=] | 3
Meda menosge | 133Por| 1por |2adpor|s5akpor a a oumals] | =
- Cotff:':liﬁ 1 i mE&s EEMana | semana | semana | pordia | pordia | pordia | pordia |2 |
K E = chawvena

Couve lombarda o o o o o o ° o h E
44. Penca, Tronchuda % chavena o O o o o o o o o O
45. Couve galega Y= chavena [e] (&) (@] o (o] o] =] &) [e] O
4d. Brécolos ¥ cnavena o O (] (o] (o] (o] o o] o O
2 = — —1
Couvebrurelas sl © clelejoejoloe | o] °|B
47 5rados, Mabigas 1< chavena =
Eenmafros 1 o L L] o o L] [ o o E
40. Feijio verde ¥ chavena (o] (] (o] [®] (o] (o] [} o] [e] | 11
50. Alface. Agrido % chavena o o o o o o o o < [ [O]
51. Cebola ¥ madia o o (o] o o o o o o ||
52. Cencura 1 media (8] O (o] (8] (8] (@] [ 8] (8] |
53. Nabo 1 medio [e] 0 () (] [ () [ ] (8] O
54 Tomate fresco 2 rodelas [] [} (o] [w] [o] (o] [ [=] [>] E
55. Pimento £ rodelas o O ls] L= o o =] o o | O]
58. Peping % medio O O (] o o (o] [ (o] o O
&7. Leguminosas: fegao 1
grio de bico o o = o o = o o o E
58. Ervilha =m grio % chavena|

Fawva ou % prabo o - - o o o - o o E

Mo grupe VIl - FRUTOS - recorde que para os alimentos gue 56 comeu em determinadas épocas do ano (por
exemplo, cersjas), deve assinalar as veres em que comeu o alimento nessa época, colocando uma cruz (%) na dltima
coluna (Sazonal).

— Frequéncia alimentar .
RIS a0 [ 53 5 1 2adpor|5a6por 1 EEE] 4a5 [Goumald | I
VIL FRUTOS ST 'I“E"W' :E m Espm sEmP:'na semaﬁ:l semaﬁ:l por dia por dia | pordia por dia -
por més
I50. Maca. péra 1 media ) ] O [&] (o] (=] (=] (=] O ]
60. Laranja, 1T media; = |
Tangerinas 2 medias o o o ) o - o o o E
[61. Banana 1 media O o O =] o] (o] (o] (o] (o] =N
2. Hiwe 1 mada o] o] O =] o] o o o o 1=y
l£3. Morangos ! cnavena o o o O o (o] [=] [+] o |[O
4. Cersias Tehavens o o o o o [a) o o o | |Oo
u B 1 medio;
|E5_ Péssego, Ameixa 3 rr-?edlas O ] O [ ) (o] [e] (=] o O
|56 Melio, Melancia ;-.1:}: O O O s O O O O O O
[f7- Dic=piro 1 medic o o =] O =] @] o (] o | |0
[E&. Figo fresco 1 médlas ') ) O [ O '] o L] o O
Mesperas Damascos
|60, Uwas frescas :12?0 o o O O o o [e] (@] o ]
[70. Frutos conserva 2 metadas -
::uéssegc:, oo ou rodekas o o] O [@] o o] (o] [e] (o] O
T1. Amendoas, Avelas, ||« chavena
MNozes, Amendoins descascado O o O [o] o (& (o] &) [e] O
Pistachio. etc
72 Azeitonas 6 unidades o o o Lo ] o Lo o o o O

Unidade de Epidemisiogla Muthiclonal
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Mo grupo VIl - EEBIDAS E MISCELAMEAS - neste grupo ndo considere os sumos naturais (estes devem ser
registados na tabela "OUTROS ALIMENTOS"), ndo se esquega dos que sio adicionados a cutras bebidas, por
exemplo: considers aqui o cafe da meia de leite

— Frequéncia alimentar H
WVi. EEEBIDAS E e Munca ou =
sadl 133 pmr 1por | 2a4 por| 5a6 por 1 2a3 4as5 |6oumals b

MISCELANEAS @ .lmE"::,I:: mes semana | semana | ssmana | poroa pordia | pordia | pordia .

73. Vinho 2o o o O [s] o (o] o o o O

T4_ Cerveja L Gt o o o o o (o] =] o o m]

750 Bebidas brancas: 1 calce

whisky, aguardente, -0 ml o [a] (] L8] ] (] s ] s ] O

orancy ete

T6_ Coca-cola, 1 gasmrafa oy O O O ') O O o O O O

Pepsi-cola ou outras 1lata

77 lee-tea E o o (= O o (] ] o o O

73 Outros refrigerantes, .

Sumes de fruta ou ’.a::;aom o [e] (] o o o (o] @] (@] |

Méctares embalados

TO.Café {induindo o

adicionado a outras 1 '3;2:';” e e O O 's) O o e e O

bebidas)

B0 Cha preto e verde 1 ehavena (e [e] [ [»] o] (o] [e] =] O ]

51. Croquetes, Rissais,

Bolinhos de bacalhau 3 unidazas o (] O o ] (o] (] [ o O

ebe

52 Maionese e o o (e O o O O [ o 0O

3. Molho de tomate, 1 colher

ketchup s0p3 o < o o - < < o < E

Mela

24 Pizza smemend| O o O o O (o} O O O m|

B5. Hambdrguer um madic O O O O o O L] o o O

£6. Sopa de legumies 1 prato o O O o o L) o o o O

Cologue neste quadro informagio relativa aos restantes alimentos ou bebidas que ndo estejam na lista anterior e que
tenha consumido pelo menos 1 wez por semana mesmo em pequenas quantidades, ow numa época em particular. Por
exemplo: farinha de pauw, canja, alheiras, farinheiras, frutos secos (figos, ameixas, alperces), cevada, stc.

Porca Freguéncia alimentar T
DUTROS Mema mggi';: 1a3por| fpor |2adpor|5a6por 1 a3z 435 |coumaks|| *
ALIMENTOS 1 por mes Mas samana | samana | samana por dia pordia | porda | porda .
] O (o] o o O (o] (o] o O
] O (o] o (@] (@] (o] o @] O
o Q o] (] (] O o Lo ] o E
[e] o o Lo [ Lo ] o o o [}
[e] o O L] o (o] e} o Lo ] O
[e] o O L [ L] o o ] O
o o o o o o o o o | O]
o o o o o o o o o ||O]

Unidade = Eplgam D|:lg|3. Mutricional
- Servigo de Higiene e Epldemioiogla - FMUP -
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Anexo |1

> Recordato6rio das 24 horas

Ouestionario as Z4h antericres
& gque horas se levantou ontem?

FPedia-lhse qu=s respondesss com pormenor saobre tudo o gus comsw & bsbesw ontern, desde 2ssa hora.

Horas O e cormesw e bekbea St i e e n Loaca

Antes da

pegueno Slmieo o

Peguena almo oo

=i da rmamhd

Almopa

PAemies ol tarde
Jsntar

Ce=ia (oo longo o

naite]
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Anexo Il

> Consentimento informado

| CORMSEMTIMENTO INFORMADO PARA PARTICIPAQAO El ESTUDO DE INVESTIGA(}AO |

Comparacdo do Proteoma Salivar entre Caucasianos (Portugueses) e Africanos (Cabo-
Verdianos): Influéncia dos Habitos Alimentares

Caro/a voluntéario/a,

A equipa de investigacio do laboratorio de fisiologia animal aplicada da Universidade de Evora
esta a realizar um estudo sobre a “Comparagdo do Proteoma Salivar entre Caucasianos
(Portugueses) e Africanos (Cabo-Verdianos): Influéncia dos Habitos Alimentares”. A sua
participacdo consiste na resposta a um questionario de frequéncia alimentar, ao preenchimento de
um recordatério alimentar das 24h anteriores e a recolha de saliva, em condi¢des de néo-
estimulacdo, para posterior avaliacdo, em laboratério, da composicao proteica.

No decorrer do estudo seré assegurado o devido respeito pelos cuidados éticos e deontolégicos
exigidos - o processo serd mantido confidencial e os dados obtidos irdo servir apenas para 0s
efeitos desta investigacdo, ndo sendo tratados de forma individual mas sim no seu conjunto. Os
dados serdo processados de forma estatistica e posteriormente divulgados em evento e/ou revista
cientifica. Desejamos muito que participe neste projeto.

Desde ja agradecemos a sua disponibilidade.
Autorizacao:

Eu, tendo lido e
compreendido o objetivo e os procedimentos do estudo, autorizo/ndo autorizo (riscar o0 que nédo
interessa), a participacdo neste estudo e que os dados recolhidos sejam utilizados para analise.

Data: [/ [/ Assinatura;
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Anexo IV

» Lista de nutrientes QFA

| L. RS TE N R

R e

Sty foshg gt e

Unidade de Epidemi

ogia Mutricional
Faculdade de Mec i

a da Un dade do

Porto

CQwuestionario de Freguéncia Aldimentar

Lista de nutrnentes e respectivas unidades

MNMome wvariawel

D escrig &o (unidadesddia )

CALORIES

Enmnergia (kcal)

FROTEIMN

Froteinas (g)

1 ARBOHY DRSS Hidratos de carbono ()
FATTOTAL Total de gordura (g)
SAaATURATEDRF SCordura Satumada (g)
AN FE AT Sordura monoinsaturasda (g)
POLY FAT Sordura polinsaturasdas (g)

Colesterol (g

DIETARYFIE

Fibra Alimentar (g)

COMP LEXC AR Hidrataos de carbono complexas ()
SUNGEGARS SAucucares (g)
ALCOHOL SAlocool (g)

CAFFEINE

Cafeina (mg)

TOTALWITA

Total de wvitamina A (RE)

ARETIMCL

Retinal (RE)

AT ARCOT ErRC

Caroctenocides « (RE)

THIAMIMNE1

Tiamina B1  {(mag)

RIEBCFEL AN

Riboflawvina B2 (mig)

MlACT MNES

MNiacina B3 (mg)

MACT NECLE

Eguivalentes de Nimcinas (gl

WITAMIMN BES

Witamina BS (mg)

WITAMIMETZ

Witamina B12 (mog)

FOLATE

Folato (mog )

PAMNMNTOTHERMI

SAucido Pantoténico (mag)

B I T 1 o

“Witamina O (mg)

W ARALNIDY

Witamina D (mog )

WITEAL PHAE

Witamina E (nnig)

WTTARAL N

Witamina F (mog)

ALl LM

Cakcio (mg)

COFFRF ER Cobre (rmg)
IR Femo (mg)
PLSUS M ESHURA Magné&sio (o)
MMAMGAMNE SE Mangan<sio (mog)

FPHOSPHORU S

Fasfoaro (rmg)

Potas=sio {(rmag)

Selenio (mog)

SdHdio indn nseco (mag)

Estimativa sodio intrinseco + adicionado confeocSo (mag)

ZIMNC Zirnoo {rmg)
WWATER Pogua (%)

BN TR Biotina (mog)
B RN Boro (gl

CHLORIDE

1 koro (mmg)

CHROC R LLIRA

Crimio (rmoeg )

FLILMNORIDE

Floor

1O M E

lodo (mog)

MO LY E D E MM

MMolibdéeEnio (mog)
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INSOLFIBER

Fibra insoluvel (g)

SOLUBLEFIB

Fibra solavel (g)

ALANINE Alanina (g)
ARGININE Arginina (g)
ASPARTATE Aspartato (g)
CYSTINE Cistina (g)
GLUTAMATE Glutamato (g)
GLYCINE Glicina (g)
HISTIDINE Histidina (g)
ISOLEUCINE Isoleucina (g)
LEUCINE Leucina (g)
LYSINE Lisina (g)
METHIONINE Metionina (g)
PHENYLALAN Fenilalanina (g)
PROLINE Prolina (g)
SERINE Serina (g)
THREONINE Treonina (g)
TRYPTOPHAN Triptofano ()
TYROSINE Tirosina (g)
VALINE Valina (g)
N40BUTRIC Acido Butirico (g)
NEOCAPRIOGC Acido Caproico (g)
NBOCAPRYLI Acido Capiilico (g)

N100CAPRIC

Acido Caprico (g)

MN120LAURIC

Acido Laurico (g)

MN140MY RIST

Acido Miristico (g)

MN160PALMIT Acido Palmitico (g)
MN180STEARI Acido Estearico (g)
MNZ00ARACHI Acido Araquidico (g)
NZ2Z20BEHENA Behenate (g)
N141MYRIST Acido Miristoleico (g)
N161PALMIT Acido Palmital (g)
N1810LEIC Acido Oleico (g)

N2 EICOSE

Acido Eicosanoico (g)

MN221ERUCIC

Acido Erucico (g)

MN18ZLINOLE Acido Linaleico (g)

MN183LINOLE Acido Linolenico (g)

MN184STEARI Acido Estearidonico (g)

MN204ARACHI Acido Araguidénico (g)
MN205EPA Acido Ecosopentandico (q)
N225DPA Acido docosopentandico (g)
MNZ226DHA Acido docosohexandico (g)
TRANSFA Acidos gordos Trans (g)

OMEGA3FA Acidos gordos émega 3 (g)

OMEGAGBF A Acidos gordos émega 6 (g)

ASH Cinza (g)

GRAMWEIGHT

Quantidade total de alimentos (g)
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Anexo V

» Grafico que demonstra a normalizacdo dos dados realizados (individuos)

Before Mormalization

After Mormalization
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e | I R e ]
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wllle= =] e N
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cend WE-4 === - | cus ool - IR
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Concentration
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Anexo VI

> Grafico que demonstra a normalizacdo dos dados realizados (spot)

Before Mormalization After Mormalization
15 L
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2 10 o
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]
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Anexo VII

> Resultados (média/desvio padrdo) dos itens do Questionario da frequéncia

alimentar.
Questionario de Frequéncia alimentar
I. Produtos licteos Portugueses Cabo-verdianos
1. Leite gordo 8.7/42.09 6.2/28.44
2. Leite meio-gordo 60,9/84.91 181.5/190.96
3. Leite magro 51.9/86.03 15.9/55.51
4. ITogurte 30,8/32.07 39.8/55.51
5. Queijo (de qualquer 24.6/38.56 13.8/18.58
tipo incluindo queijo
fresco e requeijao)
6. Sobremesas lacteas: 12.1/12.59 25.2/66.38
pudim flan, pudim de
chocolate. etc
7. Gelado 11.6/19.26 6.5/11.98
Total lacteos 200.8/103,58 310,8/239.80
II. Ovos, Carnes e Peixes Portugueses Cabo-verdianos
8. Ovos 15.6/12.50 16.6/14.16
9. Frango 48.6/30.92 54.4/47.17
10. Peru. Coelho 25.1/27,52 6.0/9.29
11. Carne: Porco, Vaca, 41.4/36.77 39.4/52.40
Cabrito
12. Figado de  vaca. 4,0/16,36 5.2/15.72
porco. frango
13. Lingua. Mao de 0.6/1.92 0.9/2.25
vaca. Tripas. Chispe. Cora-
cdo, Rim
14. Fiambre. Chourico. 6.7/9.18 8.8/12.40
Salpicdo, Presunto. etc
15. Salsichas 5.2/7.10 15.0/31,81
16. Toucinho, Bacon 2.1/2.27 1.4/1,99
17. Peixe gordo: 13.1/13.49 14.1/36.28
sardinha. cavala. carapaus.
salmédo
18. Peixe magro: 12.8/11.97 6.8/7.81
pescada. faneca. dourada. etc
19. Bacalhau 13.1/17.12 9.2/10.49
20. Peixe conserva: 10.7/12.78 21.1/21,791
atum. sardinhas. etc
21. Lulas e polvo 4.9/3.96 2.4/3,59
22. Camardo, Ameéijoas, 1.5/1.34 0.7/1.21
Mexilido. etc
Carnes Total 149.2/76.49 148.9/106.07
Peixes total 57/43.89 59.8/74.15
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II1. Oleos e gorduras Portugueses Cabo-verdianos
23. Agzeite 13.4/12.33 12,0/10,97
24. Oleos:girassol, 0.9/2,09 2.8/4,52
milho, soja
25. Margarina 1.0/2,28 0.7/1,42
26. Manteiga 2.9/3.29 2.1/2.32
Oleos e gorduras total 18.1/13.06 18.4/14.43
IV. Pao, Cereais e Similares Portugueses Cabo-verdianos
27. Pao branco ou tostas 26.1/27.07 37.4/48.26
28. Pao (ou tostas), 29.8/38.14 23.1/56.31
integral, centeio, mistura
29. Broa, Broa de avintes 4.4/8.69 1.4/2,94
30. Flocos cereais: 13.7/13.08 14,9/18.85

muesli, corn-flakes.
chocapic,etc.

31. Arroz 47,2/29,68 128.4/93.24

32. Massas: Esparguete, 51.0/26.64 68.0/75.20
Macarao

33. Batatas fritas caseiras 10.3/9.74 11.3/18.87

34, Batatas fritas de 4.6/5.56 5.4/7.72
pacote

35. Batatas cozidas, 23,0/20.89 23.5/34,07
assadas, estufadas e
puré

Pio. Cereais e similares Total

216.0/78,04

316/210.27

V. Doces ¢ Pasteis Portugueses Cabo-verdianos
36. Bolachas tipo maria, 7.4/11,22 5.2/7.82
agua e sal ou
integrais
37. Outras bolachas ou 12.2/23.02 8.1/8.61
Biscoitos
38. Croissant, Pasteis, 14.3/29.88 9.6/11,72
Bolicao, Doughnut ou
Bolos caseiros
39. Chocolate (tablete ou 3.8/4,52 3.7/6.18
em po)
40. Snacks de chocolate 4,9/5.80 8,0/18.65
(Mars. Twix, Kit Kat. efc)
41. Marmelada, 2.6/3.94 2.4/548
Compota, Geleia, Mel
42. Acgucar 2.1/2.87 5.2/6,01
Doces e pasteis Total 48.3/65.96 43.0/43.43

jan-20 | P4gina 65




VI. Hortalicas e Legumes Portugueses Cabo-verdianos
43. Couve branca, Couve 9.2/1648 7.6/14.92
lombarda
44. Penca, Tronchuda 7.3/28.27 1.7/7.,52
45. Couve galepa 43/11,99 1,9/4,58
46. Brocolos 14 6/36.77 8.1/13.41
47. Couve-flor, Couve- 2.0/3.09 2.8/5,02
bruxelas
48. Grelos, Nabicas, 5,5/6,12 4.6/8,79
Espmafres
49. Feijdo verde 5.1/5.36 8.1/13.24
50. Alface, Agrido 4 8/5.06 4.0/5,32
51. Cebola 30.3/37.25 53.6/51,75
52. Cenoura 31.3/36,28 31.0/32.62
53. Nabo 2.0/292 9 7/30,36
54. Tomate fresco 27.5/39.14 38.5/78.56
55. Punento 8.2/978 11,7/18.,63
56. Pepino 10,1/23 31 7.9/14,55
57. Leguminosas: feijdo, 34.7/42 92 44 5/41.26
ordo de bico
58. Ervilha em grio, 9.3/17.05 10,6/15,63
Fava
Hortaligas e legumes Total 213.6/189.07 283.5/335,15
VII. Frutos Portugueses Cabo-verdianos
59. Maga, péra 58,2/50,84 81.1/122.74
60. Laranja, tangerinas 45,0/78,62 38.8/56.74
61. Banana 42 .0/34.13 51.1/41.58
62. Kiwi 11,0/19 87 5.9/12.55
63. Morangos 11,3/12.71 3.9/13.43
64. Cerejas 9,1/11,85 5.7/24.12
65. Péssego, Ameixa 12,6/27 87 5.0/10.17
66. Meldo, Melancia 17.6/26.79 5.5/14.43
67. Diospiro 5.7/11,05 1.7/6.71
68. Figo fresco, 7.4/16,94 1.6/4,75
Nésperas, Damascos
69 Uvas frescas 44.1/42 28 17.0/31.54
70. Frutos conserva: 1.9/3.81 4.8/10.13
pessego, ananas
71. Améndoas, Avelds, 12,1/15,73 6.6/12.04
Nozes, Amendoins,
Pistachio. etc
72. Azeitonas 2.1/2.84 2.0/4.63
Frutos Total 300,7/234.19 192.6/156.10
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VIII. Bebidas e Miscelaneas Portugueses Cabo-verdianos
73. Vinho 5.,5/5]76 7.7/11.92
74. Cerveja 32.8/50.12 14.2/18.28
75. Bebidas brancas: 2.2/2.09 1.1/1,69
Whusky, aguardente,
brandy
76. Coca-cola, Pepsi ou 57.9/78.11 93.6/143.82
outras
T7. Ice-tea 61.4/97.93 54.0/82.74
78. Outros refrigerantes, 15,5/18.46 19.5/35.41
Sumos de fruta, ou
Nectares embalados
79. Café (inclumndo o 27.8/31.44 16.6/27.01
adicionado a outras
bebidas)
80. Cha preto e verde 28.3/68.72 30.0/93.95
81. Croquetes, Rissois, 8.3/9.44 7.7/10.64
Bolinhos de
bacalhau, etc
82. Maionese 0,2/0.29 0.4/0,66
83. Molho de tomate, 1.0/1.57 2.2/3.57
Ketchup
84. Pizza 25.3/27.58 25.9/3590
85. Hamburguer 13,1/19.60 8.3/10.64
86. Sopa de legumes 152,0/135,22 70,5/98,58
Bebidas Total 329.7/401.31 264.2/282.63
Miscelaneas total 200,0/136.,85 121.0/108,48
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Anexo VIII

QFA.

> Resultados (média/desvio padrdo) da parcela dos nutrientes correspondentes aos itens

Nutrientes

Portugueses

Cabo-verdianos

Calorias (kcal)

2081.6/581.58

2125/1005.97

(=)

Proteinas (g) 96.5/27.75 94.4/45 .41
Hidratos de carbono(g) 228.5/77.34 263.8/156.75
Gordura total (g) 85.7/21.52 81.0/37.04
Gordura saturada (g) 25.9/8.00 24.3/12.18
Gordura monoinsaturada (g) 38.7/11.10 37.0/21.57
Gordura polinsaturada (g) 14.0/4,.28 16.3/11.49
Colesterol (mg) 342.7/152.22 351.6/210.34
Fibra alimentar (g) 22.9/10.15 21.7/14.96
Hidratos de carbono complexos 77.3/28.02 94.1/55.38

Acgucares (g)

97.1/37.20

112.9/78.66

Alcool (g) 6.9/18.13 2.1/2.80
Cafeina (mg) 41.5/31.61 32.8/35.19
Total Vitamina A (RE) 1980.5/1475.38 1942.9/1942
Retinol (RE) 703.4/1208 855.6/1242
Carotenoides o (RE) 1261.2/1025 1246.8/1498.02
Tiamina Bl (mg) 1.6/0.49 1.8/1.18
Riboflavina (mg) 1.9/0.67 2.2/1.26
Niacina B3 (mg) 24.4/7.19 26.2/16.58
Equivalentes de Niacina (mg) 24.6/7.22 26.5/16.98
WVitamina B6 (mg) 2.2/0.60 2.3/1.58
WVitamina B12 (mg) 9.9/9.11 9.9/10.11
Folato (mg) 330.3/151.10 369/301.08
Acido Pantoténico (mg) 4.3/1.51 4.9/2.84
WVitamina C (mg) 117.3/68.74 104.1/73.68
Vitamina D (mcg) 3.8/1.78 5.1/6.10
Vitamina E (mcg) 9.7/3.55 10.0/6,78
Vitamina k (mcg) 12.6/7.14 17.7/10.60
Calcio (mg) 781.0/280.92 849.,9/4961.21
Cobre (mg) 1.7/0.73 1.7/1.25
Ferro (mg) 15.7/5.08. 17.2/10.50
Magnésio (mg) 321.3/105.12 328.9/210.26
Manganésio (mcg) 3.5/1.25 3.6/2.68

Fosforo (mg)

3.2

\o

1440.0/843.03

Potassio (mg)

3266.6/2242

107.0/75.58

337.3/35
059.1/988.41
101.1/33.73

Selénio (mcg) O1. .73

Sodio intrinseco (mcg) 2012.1/629 2104/1325.77
Estimativa sodio intrinseco + 3200.1/796.54 3365.5/1898.10
adicionado confec¢do (mg)

Zinco (mg) 12.2/3.79 12.9/7.72
Agua (%0) 1153.2/504.61 1237.6/837.79
Biotina (mcg) 6.8/2.88 9.2/5.61
Boro (mg) 3.6/2.58 4.7/3.71
Cloro (mg) 578.1/449.43 578.9/383.76
Cromio (mcg) 0.0/0.00 0.0/0.00
Fluor 0.0/0.00 0.0/0.00
Iodo (mcg) 44.1/25.77 73.4/55.62
Molibdénio (1ncg) 5.4/2.93 7.9/4.89
Fibra insoluvel (g) 13.8/6.48 15.0/13.96
Fibra soliuvel (g) 5.6/3.19 5.9/5.37
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Alanina (g) 4.4/1,40 4,6/2,90
Arginina (g) 5,2/1,54 5.4/3.53
Aspartato (g) 8.1/2,37 8.4/5.43
Cistina (g) 1.1/0.32 1.2/0,70
Glutamato (g) 15,7/4.40 16.3/9.74
Glicina (g) 3.9/1.26 4.0/2.65
Histidina (g) 2.6/0.82 2.7/1.80
Isoleucina (g) 4.1/1,24 4.3/2,64
Leucina (g) 6.9/2,06 7.3/4.48
Lisina (g) 6.6/2.16 6.8/4.54
Metionina (g) 2.1/0.66 2.2/1.40
Fenilalanina (g) 3.8/1.11 4,0/2.45
Prolina (g) 5.2/1.61 5.3/3,03
Serina (g) 3.9/1.12 4,1/2,42
Treonina (g) 3.5/1.08 3.7/2,37
Triptofano (g) 1,0/0,31 1.1/0.66
Tirosina (g) 3.1/0.96 3.2/1,90
Valina (g) 4.8/1.43 5.1/3.49
Acido Biitrico (g) 0.4/0,34 0,3/0.25
Acido Caproico (g) 0.2/0.16 0.2/0.13
Acido Caprilico (g) 0,1/0,11 0,1/0,09
Acido Caprico (g) 0.3/0,24 0,3/0.22
Acido Laurico (g) 0.4/0.22 0.4/0,24
Acido Miristico (g) 1.8/1.08 1.7/1.17
Acido Palmitico (g) 13.7/3.98 13,7/8,63
Acido Estearico (g) 5.7/1.88 5.9/3.99
Acido Araquidico (g) 0.0/0,01 0.0/0.02
Behenate (g) 0.0/0.001 0.0/0,03
Acido Miristoleico (g) 0.0/0.00 0,0/0.00
Acido Palmitol (g) 1.5/0.51 1.5/1.10
Acido Oleico (g) 33.3/10.48 31.3/18.71
Acido Eicosanoico (g) 0.3/0.11 0.3/0,29
Acido Erucico (g) 0,1/0,12 0,2/0,40
Acido Linoleico (g) 10.5/3.52 12,0/9,13
Acido Estearidonico (g) 1.1/0.33 1,3/0.89
Acido Araquidénico (g) 0.0/0.01 0.0/0,03
Acido Ecosopentandico (g) 0.2/0.10 0,2/0.12
Acido docosopentanoico (g) 0.1/0.08 0.1/0.23
Acido docosohexandico (g) 0.2/0.23 0.3/0.61
Acidos gordos Trans (g) 0.2/0.15 0,3/0.42
Acidos gordos émega 3 (g) 1.1/0,55 1.0/0,62
Acidos gordos émega 6 (g) 10.8/3.55 12,4/9,33
Cinza (2) 19.7/15.92 17.6/11.17

Quantidade total de alimentos

(g)

1737.3/707

1849/1132.12
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