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Resumo

A obesidade ¢ um problema de satde publica, muitas vezes associado a um consumo
aumentado de gordura, o que podera ter a ver com altera¢des na percepcao dos alimentos. A
saliva ¢ uma mistura complexa de proteinas e minerais, com fung¢des fisiologicas importantes,
tendo um papel na percepcdo dos alimentos. Assim, o estudo das alteracdes na funcdo e
composicdo salivares, associadas ao ganho de peso, sdo importantes. O objectivo geral deste
trabalho foi avaliar alteracdes induzidas pelo consumo de uma dieta rica em gordura a nivel
da secre¢do salivar, mais concretamente a nivel da proteina a-amilase, relacionando com o
ganho de peso. Nao havendo um modelo ideal para o estudo da obesidade, utilizaram-se ratos
Wistar submetidos a uma dieta rica em gordura. Esta estirpe tem a vantagem de apresentar
animais que se tornam obesos e animais resistentes a essa obesidade, quando sujeitos a este
tipo de dietas. Os animais foram divididos em dois grupos, um sujeito a administra¢do de uma
dieta standard e outro de uma dieta enriquecida em 6leo de girassol, durante um periodo de 18
semanas. Os pesos € os consumos alimentares foram controlados semanalmente. Recolheu-se
saliva mista, estimulada com pilocarpina, em varios pontos do ensaio. No final os animais
foram sacrificados, com recolha das glandulas salivares para avaliacdo histologica. Apds o
periodo de ensaio verificou-se que a dieta utilizada ndo induziu obesidade, ainda que se
conseguissem estabelecer dois grupos de animais: mais pesados, com niveis superiores de
leptina e menos pesados, com niveis inferiores. Nao foram observadas altera¢des na secrecao
de o-amilase. Esses resultados podem estar relacionados com o tipo de gordura usado na
formulacdo da ragdo, como ¢ discutido no presente trabalho. Ainda assim, verificam-se
diferengas no tamanho dos 4cinos das glandulas salivares, sugerindo alteracdes na fungdo
salivar. Estudos futuros poderdo ser importantes para compreender e clarificar algumas das

hipoteses propostas.

Palavras-chave: Amilase salivar, dieta rica em gordura, glindulas salivares, leptina,

obesidade, receptor da leptina, saliva.



Abstract

Obesity is a public health problem, often associated with an increased consumption of
fat enriched foods, which may be related with changes in food perception. Saliva is a complex
mixture of proteins and minerals, with important physiological functions, playing a role in the
perception of food. Thus, the study of changes in salivary function and composition,
associated with weight gain, are important. The overall objective of this study was to evaluate
changes induced by the consumption of a high fat diet at the level of salivary secretion,
specifically the level of the protein a-amylase, and to relate it with weight gain. As there is no
one ideal model for the study of obesity, we opted for the use of Wistar rats subjected to a
high-fat diet. This strain has the advantage of presenting animals that become obese when
exposed to high-fat diets, and animals resistant to obesity. The animals were divided into two
groups, one subjected to the administration of a diet enriched in sunflower oil, and another
holding a standard diet, during 18 weeks. Weights and food consumption were monitored
weekly. Mixed saliva was collected, after stimulation with pilocarpine, at various time points.

At the end, the animals were sacrificed and salivary glands collected. It was found that
the diet used did not induce obesity, after a period of 18 weeks. Even so, we could establish
two groups of animals: heavier, with higher levels of leptin and lighter, with lower levels of
this hormone. There were no changes in the secretion of a-amilase. These results may be
related to the type of fat used in ration formulation, as discussed in this work. However, there
are differences in the size of salivary glands acini, suggesting changes in salivary function.

Future studies may be important to clarify some of the hypotheses.

Keywords: High fat diet, Leptin, Obesity, Saliva, Salivary amylase, Salivary glands.



1. Introducio

1.1 A obesidade

A obesidade consiste numa doenca cronica multifactorial resultante de uma
acumulacdo excessiva de energia na forma de gordura corporal, levando a um aumento da
reserva de gordura natural até ao ponto em que passa a estar associada a certos problemas de
saude, como diabetes e dislipidémias, a um aumento das taxas de morbilidade e mortalidade.
Este estado resulta de um balanco energético positivo, ou seja, quando a ingestdo alimentar &
superior ao gasto energético (Buettner et al., 2007).

Na pré-histéria a luta ardua para conseguir alimentos, a maior exposi¢do ao frio e a
necessidade de movimentag@o constante para encontrar condi¢des ambientais que permitissem
a sobrevivéncia, exigiam dos nossos antepassados grande capacidade de acumular energia e
de obter proteccdo térmica. Varios autores sugerem que, por esse motivo, o organismo
desenvolveu mecanismos que facilitam a obten¢do destas reservas e protec¢do térmica, sendo
o resultado final uma produg¢do constante de gordura. Esta capacidade de armazenar gordura
tornou-se prejudicial com os padrdes de vida actuais, nos quais a excessiva oferta de
alimentos, particularmente alimentos ricos em gordura, associada a habitos de conforto e de
sedentarismo, conduz ao desenvolvimento da obesidade (Raizen e Oz, 2006).

A obesidade ndo ¢ um fendmeno recente. As raizes histoéricas da obesidade provém de
ha 25.000 anos atras, sabendo-se da existéncia de individuos obesos ja na época paleolitica.
Artefactos de mulheres corpulentas que viveram na idade da pedra foram encontrados ao
longo de toda a Europa. Além disso, também o trabalho de muitos artistas enfatizava a
obesidade, esculpindo figuras corpulentas (Caro, 2002).

Apesar de ser tratada como uma condi¢do clinica individual, a obesidade é, cada vez
mais, vista como um sério e crescente problema de satide publica, sendo que o excesso de
peso predispde o organismo a uma série de doencgas, em particular doengas cardiovasculares,
diabetes Mellitus tipo 2, apneia do sono e osteoartrite (Buettner ef al., 2007). Diversos
trabalhos concluiram que o aumento da incidéncia da obesidade nas sociedades ocidentais nos
ultimos 25 anos do século XX, teve como principais causas o consumo excessivo de
nutrientes combinado com o crescente sedentarismo (Caro, 2002).

A obesidade faz parte de um grupo de doencas cujo fendtipo reflecte um efeito

multifactorial de diversos factores ambientais e genéticos, sendo que polimorfismos em



diversos genes que controlam o apetite e o metabolismo predispdem a obesidade (Caro,

2002).

1.1.1 Regulacdo do comportamento de ingestio e obesidade

O tecido adiposo tem um papel importante no armazenamento de energia sob a forma
de gordura para posterior utilizagdo pelos diversos 6rgaos. O tecido adiposo, constituido pelos
adipdcitos, secreta e sintetiza adipocitocinas, sendo estas capazes de actuar localmente de uma
forma pardcrina, autocrina ou endocrina (Kershaw e Flier, 2004; Fischer-Posovszky et al.,
2007). Uma das adipocitocinas mais importantes ¢ a hormona leptina. A sua descoberta teve
grande influéncia na compreensdo de como o tecido adiposo comunica com outros sistemas
do corpo, em especial com o Sistema Nervoso Central (SNC). A leptina ¢ um componente
integral do complexo sistema fisiologico que regula o armazenamento, o equilibrio € o uso de
energia pelo organismo. Esta hormona sinaliza ¢ modula o estado nutricional do organismo
para outros sistemas fisiologicos (Negrdo e Licinio, 2000). Para além do seu papel na
regulacdo do peso corporal, a leptina regula a puberdade e a reprodugdo, a fungdo placentaria
e fetal, a resposta imune e a sensibilidade do musculo e figado a insulina (Fischer-Posovszky
etal.,2007).

A leptina ¢ sintetizada como um péptido de 167 aminoacidos e tem uma massa
molecular de 14-16 KDa. E composta por quatro hélices alfa, tendo uma estrutura semelhante
a uma citoquina (Shanchez et al., 2005). A leptina ¢ produzida principalmente no tecido
adiposo, embora possa também ser encontrada (em poucas quantidades) no epitélio intestinal,
na placenta (funcionando como um factor de crescimento para o feto), no leite materno, no
musculo-esquelético, na mucosa gastrica e no cérebro (Burman et al., 2009).

Diversos s3o os factores que influenciam a concentragdo de leptina no plasma,
nomeadamente a massa gorda corporal, a restricdo da ingestdo de comida e a reducdo da
ingestdo de carbohidratos (Ainslie et al., 2000). Estes factores t€m em comum o facto de
determinarem uma diminui¢do na concentracdo de leptina (Ainslie ef al., 2000). Os niveis de
leptina circulantes parecem estar directamente relacionados com a quantidade de tecido
adiposo. Além disso, varios factores metabolicos e enddcrinos contribuem para regular a
transcri¢do dos genes da leptina em adipdcitos. Por exemplo, ocorre diminui¢do de leptina em
resposta a baixos niveis de insulina, havendo uma relagdo directamente proporcional entre as

concentragdes destas hormonas (Shanchez et al., 2005).



A leptina actua mediante a sua ligacdo a receptores especificos. Os receptores de
leptina (Ob-R) tém origem no gene db e sdo conhecidas seis isoformas dos mesmos, tendo em
comum um dominio extracelular localizado no extremo aminoterminal, onde se encontra o
local de ligagdo a leptina, e diferindo na por¢do terminal carboxilica (Shanchez et al., 2005;
Figura 1).

ObRa ObRb ObRc ObRd ObRe ObRf

805

HE=
b

894
896

=
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D Segmentos extracelulares [m] Segmentos transmembrana

Figura 1. Representa¢do esquematica da estrutura geral dos diferentes subtipos de receptores da
leptina (ObR). O numero total de residuos de aminoacidos esta indicado na parte inferior do esquema

correspondente a cada subtipo (Adaptado de Shanchez et al, 2005).

O receptor do neuropéptido CART induz o hipotdlamo a aumentar o metabolismo, a
reduzir o apetite e a aumentar a secrecdo de insulina, levando esta energia as células
musculares (em vez de ser armazenada sob a forma de gordura) (Raizen e Oz, 2006). Por
outro lado, a leptina actua também ao nivel de receptores presentes no segundo grupo de
neurénios (NPY/AgRP), inibindo a sua accdo, ou seja, inibindo a estimulagdo do apetite. A

figura 2 ilustra a ac¢do da leptina integrada nos diversos sistemas do organismo.



Paripharal Tisswes
| Fwr
o[ i s

sfusecia, a8e,
Food Intake

Emergy
Expendilume

Physicad
Aty

Adipocyte

Figura 2. Ilustragdo esquematica da secre¢do ¢ acg¢do da leptina. A leptina é secretada pelos
adipocitos para a circulagdo, viajando até ao cérebro, onde actua causando a estimula¢do ou inibigio
da libertacdo de neurotransmissores como o Neuropéptido Y (NPY), o qual actua estimulando a
ingestdo de alimentos, a termogénese ¢ a actividade fisica. Como consequéncia, ocorre uma redugio
do tecido adiposo ou da estimulagio de sinais enddcrinos e/ou pardcrinos que inibem a sintese e
secrecdo de leptina pelos adipocitos. A leptina pode também afectar directamente o metabolismo ¢ a
funcdo dos tecidos periféricos como o figado e musculo-esquelético: (+), Estimulagfo; (-) inibigao;

(+/-) estimulacdo e/ou inibicdo; ?umenta; diminui (Adaptado de Houseknecht et al., 1998).

Uma vez que se chegou a conclusido que a leptina diminui a sensacdo de fome, seria
légico pensar que, quanto maior a quantidade de adipdcitos maior seria a quantidade de
leptina circulante e, consequentemente, maior a sensag¢do de saciedade. No entanto, tal facto
ndo se verifica na obesidade.

Os efeitos da leptina sobre o apetite e o gasto energético sugerem que existe um
“defeito” na actividade desta hormona em pacientes com obesidade (Negrao e Licinio, 2000).
Desde o inicio destes estudos ficou clarificado que as pessoas com obesidade tém niveis de
leptina proporcionais a sua massa de tecido adiposo (Negrdo e Licinio, 2000). No entanto,
verificou-se que existe uma insensibilidade a ac¢do desta hormona, em parte devido a
alteracdes nos receptores de leptina ao nivel do cérebro, em pessoas obesas. Como
consequéncia dessas alteracdes, os transportadores de leptina ficam saturados e ndo a

transportam até ao cérebro (Negrdo e Licinio, 2000). Outros estudos referem que a obesidade



estd relacionada com a diminui¢do dos niveis de receptores de leptina soluveis circulantes, o
que, por sua vez, leva ao decréscimo da ac¢do da leptina (Shanchez et al., 2005).

“Defeitos” circulatorios também podem resultar numa resisténcia a leptina. A forma
molecular em que as hormonas circulam no sangue pode ter um impacto importante na sua
actividade biologica. Muitos membros da familia das citocinas podem circular ligadas a
proteinas do soro, sendo que estas proteinas de ligacdo podem aumentar ou diminuir a
actividade bioldgica do ligante. No que diz respeito a leptina, esta circula especificamente
ligada a trés proteinas no soro, verificando-se que a leptina ligada a proteinas fica saturada na
obesidade (Houseknecht et al., 1998). A identificacdo precisa dessas proteinas e os
mecanismos que regulam essa expressio e interac¢do com a leptina ainda ndo sdo conhecidos.
Além disso, tem sido demonstrado que a leptina ¢ transportada para o cérebro por um sistema
saturavel e que a eficiéncia do transporte de leptina ¢ reduzida em pacientes obesos
(Houseknecht et al., 1998). A figura 3 ilustra os possiveis cendrios moleculares que podem

levar a resisténcia aleptina.

Receptor Defect Distal Signaling Defect

Proximal
Signaling Defect
Proximal Effector
Defect (tissues)
+ Food Intake
Blood/Brain Barrier
we=  Transport Defect A Pnysical Activity
Energy
Circulation Defect ENPGﬂdﬁUl'e
Syntheslslsecretlon

of other hormones

Lapﬁn—BP
Adipocyte Synthesis/Secretion Defect

Figura 3. Potenciais mecanismos de resisténcia a leptina. A resisténcia a leptina pode ser
devida a defeitos na leptina ligada a proteinas, ou no transporte de leptina através da barreira
“sangue-cérebro”. A resisténcia a leptina pode ser também devida a defeitos na sinalizacdo de
receptores de leptina ou a defeitos ao nivel dos tecidos efectores. Finalmente, essa resisténcia
pode ser devida a defeitos ocorridos durante a sintese/secre¢do de leptina ao nivel dos
adipocitos. NPY, Neuropéptido Y; Leptin-BP, leptina ligada a proteinas; Taumenta; idiminui
(Adaptado de Houseknecht ef al., 1998).



1.1.2 Obesidade e sensibilidade gustativa

Um factor a ter em conta na obesidade ¢ a palatibilidade dos alimentos que, com os
avangos na industria alimentar, pode ser agora maior do que teria sido durante a evolugédo dos
nossos sistemas de controlo alimentar. Os sistemas cerebrais evoluiram para que os sinais
internos, como a distensdo gastrica e o aumento dos niveis de glicose e outros sinais
gastrointestinais e hormonais, pudessem agir de forma a diminuir as sensagdes sensoriais
produzidas pela alimenta¢do, de modo a parar de comer no final de uma refeicdo. No entanto,
a maior palatibilidade dos alimentos modernos pode fazer com este equilibrio seja alterado,
fazendo com que seja ingerida uma quantidade de alimento superior a necesséaria (Rolls,
2007).

As células receptoras do gosto (TRC- Taste Receptor Cell), presentes principalmente
na lingua, palato e orofaringe, constituem o local de recep¢do das moléculas sapidas, sendo a
partir destas células que sinais nervosos s@o transmitidos ao SNC para que haja a identificacdo
dos gostos. Assim sendo, tém um papel determinante a nivel da sensibilidade gustativa.
Apesar de ser uma area que ndo € completamente compreendida, hd estudos que mostram uma
accdo de factores de apetite/saciedade a nivel dos TRC, sendo os mais comuns os
neuropéptidos Colecistocinina (CCK), glucagina e péptido YY (Wisser ef al., 2009). A CCK,
em particular, cuja funcdo é o aumento da saciedade, tem sido observada como moduladora
da excitabilidade eléctrica em TRCs (Wisser et al., 2009). Nestas células, a CCK inibe a
entrada de potassio e aumenta a concentrag@o intracelular de célcio. As TRCs que respondem
a accdo da CCK com um aumento da concentragdo intracelular de célcio sdo aquelas que
também sdo muito sensiveis aos estimulos amargo do quinino e da cafeina (Hajnal et al.,
2005).

Tendo em conta esta ac¢do de um dos sinais de saciedade, a nivel das estruturas
responsaveis pela recepcdo do gosto, € possivel que outros péptidos/hormonas, envolvidos na
regulacdo do comportamento de ingestdo, tembém actuem a nivel da sensibilidade gustativa,
como ¢ o caso da leptina. H& estudos que referem a sua secre¢do na saliva e uma ac¢do a nivel
das estruturas da lingua. Foi sugerido que a leptina influencia a resposta gustativa para o gosto
doce através da regulagdo da expressdo de receptores de leptina presentes nas células
receptoras do gosto (Kawai ef al., 2000). Um estudo recente (Umabiki et al., 2010) observou
que um decréscimo nos niveis séricos de leptina, apds perda de peso, estava

significativamente associado a uma diminui¢do do limiar de detec¢do do gosto doce, ou seja,



que havia um aumento da sensibilidade para este gosto. Verificou-se também um aumento da
expressdo de receptores de leptina, nos gomos gustativos, bem como alteragdes na expressao
dos receptores para o gosto doce com o decréscimo de peso e a diminui¢do dos niveis de
leptina (Chen et al., 2010).

A variacdo apresentada em termos de sensibilidade gustativa tem, pelo menos em
parte, uma base genética. Tem sido sugerido que individuos supertasters apresentariam, em
média, um menor Indice de Massa Corporal (IMC) que individuos non-tasters, ou seja,
individuos com baixa sensibilidade gustativa. Tal facto tem por base a hipdtese que os
primeiros comeg¢am a rejeitar alimentos a partir de concentracdes mais baixas dos varios
sabores, particularmente doce e gordura (revisto em Tepper et al., 2008). Nesse sentido, seria
de esperar que individuos non-tasters tivessem taxas de ingestdo mais elevadas e,
consequentemente, IMCs mais elevados. No entanto, varios estudos realizados até agora
indicam que, enquanto este comportamento se observa para pessoas com IMC dentro do
considerado “normal”, para individuos pré-obesos e obesos ndo existe tanto consenso, com
observagoes, por parte de alguns autores, de supertasters com os maiores valores de IMC
(Bartoshuk et al., 2006; Tepper et al., 2008).

No que diz respeito as potenciais alteragdes na sensibilidade gustativa entre obesos e
normoponderais, a maior parte dos estudos foi realizada para os gostos doce e gordura
(Donaldson et al., 2009), sendo os resultados menos esclarecedores para os restantes gostos
basicos. SO recentemente, num estudo realizado com mulheres obesas, foram encontradas
alteragcdes na sensibilidade para o gosto umami, tendo-se observado uma relagdo negativa
entre esta e o IMC, ou seja, mulheres obesas necessitam de maiores concentracdes de
glutamato monossddico para detec¢do do seu gosto umami, e preferem concentragdes mais
elevadas deste (Pepino et al., 2010). Isto vai no sentido de alguns autores que tém vindo a
apontar que individuos obesos tém preferéncia por alimentos ricos em proteina, para além das
referidas preferéncias por alimentos doces e ricos em gordura. Ha ainda alguns estudos que
ndo referem preferéncia por doce e apontam apenas para um aumento das preferéncias por
alimentos ricos em gordura e proteina (Donaldson et al., 2009). No entanto, este continua a
ser um assunto pouco compreendido, havendo mesmo duvidas quanto a uma possivel
generalizacdo das preferéncias para os dois géneros, pois hd artigos que referem que enquanto
as mulheres preferem alimentos doces e ricos em gordura, os homens preferem alimentos
ricos em proteina e gordura (Donaldson et al., 2009). Estes resultados apresentam algumas
inconsisténcias devido a dificuldade no estabelecimento de uma metodologia ideal para este

tipo de avaliagdo em humanos, dada a componente afectiva e subjectiva das respostas aos



estimulos gustativos (Bartoshuk et al., 2006; Donaldson et al., 2009). Para criangas, os
estudos parecem ser mais consensuais. Neste caso, observa-se que criangas com maior
sensibilidade (ou seja, que detectam niveis mais reduzidos) para o gosto doce consomem
maiores quantidades de alimentos com este sabor, e apresentam maior IMC (Keller e Tepper,
2004).

Tem sido estabelecida uma ligacdo entre a fungdo dos TCRs e a obesidade, sendo que
diversos estudos t€ém demonstrado um aumento da sensibilidade gustativa em ratos obesos

(Hajnal ef al., 2005).

1.2 A saliva

A obesidade ¢ uma patologia cuja compreensdo requer o estudo de outros sistemas
fisiologicos do organismo. O estudo da saliva ¢ muito importante na compreensdo da
obesidade e das desordens metabdlicas inerentes a esta doenca, uma vez que a saliva € o
fluido que esta presente constantemente na cavidade oral e tem um papel muito importante ao
nivel da percepg¢do dos alimentos e nas escolhas alimentares (Spielman, 1990).

A saliva ¢ um fluido composto por mais de 99 % de 4gua. Esta ¢ uma secrecdo
mucoserosa ligeiramente acidica (pH entre 6 e 7), representando uma mistura complexa de
fluidos provenientes de glandulas salivares maiores e de glandulas salivares menores e do
fluido crevicular gengival, contendo bactérias orais e detritos de alimentos (Humphrey ef al.,
2001). Trata-se de uma solugdo hipotonica, permitindo a percepgdo de gostos diferentes pelas
papilas gustativas (Humphrey et al., 2001).

A saliva ¢ composta por uma variedade de electrdlitos, incluindo sddio, potéssio,
calcio, magnésio, bicarbonato e fosfatos, por proteinas, como imunoglobulinas, enzimas (por
exemplo amilase e lizosima), mucinas (glicoproteinas envolvidas na protec¢do e prevengdo do
epitélio oral), por enzimas microbianas e por produtos nitrogenados, como ureia ¢ amodnia. A
proporcdo relativa dos diferentes componentes varia em fung¢do das alteragdes no fluxo
salivar. Os componentes salivares, particularmente as proteinas, sdo multifuncionais, pois
uma proteina pode ter mais do que uma fung¢do, redundantes, pois varias proteinas diferentes
tém fungdes semelhantes (Humphrey ef al., 2001).

A saliva possui também um papel na percepc¢do gustativa. A saliva funciona como
solvente para as substancias sapidas no processo inicial de percepg¢do gustativa, transportando
as moléculas para os locais de recepcdo do gosto. Durante este processo, os constituintes da
saliva podem interagir, em termos fisicos e quimicos, com essas substiancias, modulando a

sensibilidade gustativa (Spielman, 1990). Tanto os ides presentes na saliva, como as proteinas



salivares parecem poder modular a forma como o alimento ¢ percebido. Por exemplo, a
presenga de 1des com poder tampao, vai diminuir a sensibilidade para o gosto acido (Matsuo e
Yamamoto, 1992; Matsuo, 1999). As proteinas salivares também tém um papel importante na
percep¢do gustativa. Por exemplo, a amilase salivar inicia a digestdo de amido na boca e isto

pode ter influéncia na percepg¢ao gustativa dos carbohidratos (Lamy, 2010).

1.2.1 Tipos de saliva

Existem dois tipos principais de secrecdo salivar: secre¢do serosa € secre¢do mucosa.
A primeira, a serosa, ¢ uma secrecdo fluida rica em dgua e com enzimas e outras proteinas.
Tem um papel importante na ingestio e na mastigagio dos alimentos. E secretada pelas
glandulas de secrecdo serosa: glandulas pardtidas e por algumas glandulas salivares menores,
como as glandulas de Von Ebner. A secrecdo mucosa ¢ rica em glicoproteinas tais como
mucinas, actuando preponderantemente na gustagdo e degluti¢io. E secretada pelas glandulas
de secrecdo mucosa: glandulas sublinguais e submandibulares e diversas glandulas salivares

menores (Palamim, 1999).

1.2.2 As glandulas salivares

A saliva é uma secrecdo exocrina de células especializadas agrupadas em 4cinos das
glandulas salivares. Estas glandulas fazem parte do aparelho digestivo como glandulas anexas
e encontram-se distribuidas pela cavidade oral (Douglas, 2002). Ha trés pares de glandulas
salivares maiores: as pardtidas, as submandibulares e as sublinguais. As secrecdes destas
glandulas ajudam a manter a cavidade oral humida e iniciam o processo da digestdo (Douglas,
2002). Nos mamiferos existem ainda outros tipos de glandulas, glandulas salivares menores.
Estas glandulas (estima-se entre 600 a 1000) existem como pequenas massas discretas que
ocupam a submucosa na maior parte da cavidade oral. Os unicos locais onde elas ndo se
encontram s3o0 a gengiva aderida, a face dorsal do ter¢o anterior da lingua e a por¢do do ter¢o

anterior do palato duro (Cate, 1998).
1.2.2.1 Tipos de glindulas salivares

As glandulas salivares s3o glandulas exocrinas e podem dividir-se em: glandulas

salivares maiores (parétidas, sublinguais e submandibulares; Figura 4) e glandulas salivares



menores (glandulas salivares acessdrias, variam em tamanho e estdo largamente espalhadas no
labio, na membrana mucosa bucal, na lingua, no palato e na regido intramaxilar).

As glandulas pardtidas sdo glandulas serosas que produzem uma saliva serosa,
apresentando acinos de forma esférica constituidos por células serosas. Estas glandulas estdo
localizadas anteriormente ao ouvido, de cada lado da cabeca, entre o ramo da mandibula e o
processo estiloide do temporal, estando intimamente associada aos ramos periféricos do nervo
facial (Guebur et al., 2004). A parotida é enervada por componentes do sistema nervoso

simpatico e parassimpatico (Moore, 1992).

Figura 4. Localizagdo anatémica das principais glandulas salivares na cavidade oral; 1-

Parotida, 2-Submandibular, 3- Sublingual (adaptado de Aps e Martens, 2005).

As glandulas submandibulares estdo localizadas ao longo do limite inferior da metade
posterior da mandibula. A partir desta glandula abre-se um canal que atravessa anteriormente
e em profundidade a mucosa do pavimento bucal. No que respeita & enervacdo, esta ¢
efectuada por fibras parassimpéticas do ganglio submandibular (Moore, 1992).

As glandulas sublinguais estdo localizadas imediatamente abaixo da mucosa do
pavimento bucal. Estas glandulas sdo maioritariamente mucosas apesar de apresentarem
meias-luas serosas a rodear os acinos mucosos. (Guebur et al., 2004). Esta glandula apresenta
uma enervacdo parassimpdtica e simpdatica, sendo a enervagdo parassimpatica da glandula

sublingual a continuacio da enervacdo da submandibular, enquanto que a enervacdo simpatica

deriva do ganglio cervical superior (Moore, 1992).
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1.2.2.2 Anatomia das glandulas salivares

As glandulas salivares apresentam a forma de uma estrutura ramificada, constituidas
por um sistema de ductos com estruturas secretoras terminais, os acinos (Figura 5). O ducto
secretor principal da glandula divide-se em ductos estriados que se tornam progressivamente
mais pequenos. Por sua vez, os ductos estriados ramificam-se em pequenos ductos
intercalares que terminam nos acinos. Os ductos intercalares iniciam o processo de transporte
dos produtos de secrecdo, continuando pelos ductos estriados e passando finalmente pelo

ducto excretor, até chegar a cavidade oral (Ellis et al., 1991).

Ducto
estiiado

Ducto
excretor

mtoepitelial

Figura 5. Esquema representativo da unidade bésica da glandula salivar (adaptado de Regezi,

1989).

Os 4cinos sdo as principais unidades produtoras de saliva e constituem a parte inicial
da glandula. Estes variam consideravelmente de forma, tamanho e nimero de células.
Geralmente as glandulas mucosas apresentam acinos terminais de forma tubular, enquanto
que os das glandulas serosas apresentam uma forma esférica (Ellis ez al., 1991). Os principais
tipos de células acinares sdo as células serosas e as células mucosas.

As células mucosas, a0 microscopio optico, apresentam uma forma piramidal, com um
nucleo basal achatado e normalmente sdo maiores que as células serosas (Ellis et al., 1991).
As células mucosas sdo responsaveis pela secre¢do da saliva mucosa e ao nivel ultraestutural
tém menor densidade electronica e poucos granulos no citoplasma, os quais sdo granulos

mucinogénicos secretores de mucina. Apresentam ainda um complexo de Golgi proeminente

11



e o reticulo endoplasmatico, mitocondrias e outros organelos estdo normalmente confinados a
zona basal ou lateral da célula (Ellis et al, 1991). Estas células mucosas encontram-se
principalmente nas glandulas submandibulares e sublinguais e em diversas glandulas salivares
menores (Anderson, 1998).

As células serosas apresentam uma forma piramidal e sdo responsaveis pela secre¢do da
saliva serosa. Apresentam um nucleo arredondado localizado no tergo basal da célula. Nestas
células encontram-se granulos secretores na zona apical do citoplasma. Estas células
apresentam vilosidades na sua membrana apical (Ellis ef al., 1991). As células serosas existem
principalmente nas glandulas salivares maiores, predominando na glandula parotida,
diminuindo na submandibular e sendo quase escassas na sublingual Também as glandulas
salivares menores de von Ebner, situadas na lingua, s@o constituidas por células serosas
(Anderson, 1998).

O sistema de ductos é composto pelo ducto intercalar, ducto estriado e ducto excretor
terminal. O ducto intercalar ¢ responsavel pela secrecdo priméria do fluido salivar, estando
localizado préximo dos acinos e sendo composto essencialmente por células cubdides. Os
ductos intercalares, constituidos por epitélio simples cubico, comunicam com os ductos
estriados, sendo estes constituidos por epitélio simples colunar. Por fim, o ducto excretor ¢
formado por epitélio estratificado escamoso. Estes ductos sdo responsaveis pela alteracdo da
composi¢do da saliva e a sua secre¢do na cavidade oral (Anderson, 1998).

Junto aos acinos e ductos intercalares, interpostas no espago entre a membrana basal e
a membrana plasmatica da célula epitelial, encontram-se as células mioepiteliais. A sua
morfologia depende da sua localizagdo, e cada célula consiste de um corpo central com
nicleo, de onde partem 4 a 8 prolongamentos que abracam as células epiteliais. As
relacionadas com os ductos intercalares sdo fusiformes com menos prolongamentos. Todas
elas estdo relacionadas com capacidade contractil auxiliando na secrecdo do fluido salivar e
da maioria das proteinas salivares (Anderson, 1998). Nao sdo visiveis pela colorag@o de rotina

de hematoxilina e eosina.

1.2.3 A formacao da saliva

A saliva é formada em duas fases: uma primeira que ocorre nos acinos € uma segunda
fase em que hd uma modificacdo devido a passagem pelos ductos. A primeira secrecdo ¢

formada activamente pelo movimento dos ides sddio e cloreto para o limen acinar, dando
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origem a um gradiente osmodtico que leva ao movimento passivo de dgua. Outros
componentes acinares sdo aqui adicionados, antes do fluido entrar nos ductos. Nos ductos
salivares os 10es sodio sdo activamente reabsorvidos e os i0es potassio e bicarbonato sdo
secretados e adicionados ao fluido final. Os componentes macromoleculares sdo formados no
reticulo endoplasmatico das células acinares, processados em vesiculas secretoras no

complexo de Golgi e exportados para o exterior por exocitose (Harris et al., 1998).

1.2.4 Regulacio da producio de saliva

A secrecdo do fluido salivar € controlada pelas enervagdes simpética e parassimpatica
do sistema nervoso autonomo. Apesar das duas divisdes do sistema nervoso autdonomo
controlarem de modo diferente a secre¢do de fluido e electrolitos e a secreg¢do de proteinas, na
realidade, ao nivel das glandulas salivares, a actividade de um dos ramos actua de forma
sinérgica com o outro, potenciando o seu efeito (Emmelin, 1987). O sistema parassimpatico
(através da ac¢do nos receptores muscarinicos e colinérgicos) esta principalmente associado a
secrecdo de fluido, e o sistema nervoso simpatico (através da ac¢do nos receptores beta-
adrenérgicos) a sintese e secre¢do proteica.

Apesar de alguns autores referirem nao existir qualquer ac¢do hormonal na iniciacio
da salivacdo (Mese e Matsuo, 2007), alguns estudos tém apontado para uma regulagdo da
secrecdo salivar por parte de alguns péptidos, pelo menos a nivel da sintese proteica (Aras e
Ekstrom, 2006a,b; 2008).

Os centros salivares primarios recebem inputs de estruturas neuronais do tronco
cerebral e do prosencéfalo, estando o prosencéfalo relacionado com inmputs sensoriais,
nomeadamente gosto e sensagdes orais, € o tronco cerebral com a regulacdo da ingestdo e
temperatura corporal, respectivamente (Matsuo, 1999).

A producio de saliva esta intimamente ligada ao consumo de alimento. Varios factores
podem iniciar a secre¢do salivar, designadamente inputs sensoriais, como a visdo, o gosto, o
olfacto e o tacto, estimulos orofaringeos e/ou esofagicos, e até o simples pensar em alimentos
(Pedersen et al., 2002; Mese e Matsuo, 2007). Por outro lado, sdo também véarios os factores
que afectam o volume e a composi¢do da saliva segregada, nomeadamente: o ritmo circadiano
(Dawes, 1972), o género (Inoue et al., 2006), factores fisioldgicos (Dawes, 1987), drogas
(Scully, 2003), nivel de actividade fisica (Dawes, 1981) e valor hedonico dos alimentos (Mese

e Matsuo, 2007), entre outros. Para além destes, doengas como a sindrome de Sjogren (van
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der Reiiden et al., 1996), bulimia nervosa (Riad et al., 1991), diabetes (Rao et al., 2009),
caréncias vitaminicas (Glijer ef al., 1985), e varias outras doengas sistémicas (von
Biiltzingslowen et al., 2007) também resultam em alteragdes nas glandulas salivares e na

composi¢ao da saliva produzida.

1.2.5 Principais funcdes da saliva

Podem ser consideradas cinco fung¢des principais da saliva: (1) lubrificagdo e
proteccdo, (2) accdo tamponizadora e actividade antibacteriana, (3) manutencdo da
integridade dos dentes, (4) reparagdo tecidual e (5) gosto e digestdo (Humphrey et al., 2001).

Como revestimento seromucoso, a saliva lubrifica e protege os tecidos orais. Os
principais componentes lubrificantes da saliva sdo as mucinas salivares. As mucinas sio
glicoproteinas com uma frac¢do glucidica, tém propriedades de baixa solubilidade, elevada
viscosidade e elasticidade e forte aderéncia. Mastigacdo, fala e degluticdo sdo processos
auxiliados pelo efeito lubrificante das mucinas. As mucinas desempenham também actividade
antibacteriana através da modulacdo selectiva da adesdo de microrganismos aos tecidos orais,
contribuindo para o controlo da colonizagao bacteriana e fungica (Humphrey et al., 2001).

A acgdo tampdo da saliva deve-se principalmente a sua composi¢do em bicarbonatos,
fosfatos, ureia, proteinas anfotéricas e enzimas. O bicarbonato ¢ o sistema tampdo mais
importante, neutralizando os acidos. A capacidade tampao da saliva evita a coloniza¢do da
boca por microrganismos potencialmente patogénicos, negando-lhes a optimizacdo das
condicdes ambientais. Além disso, a saliva contém um espectro de proteinas com
propriedades antibacterianas, como € o caso da histatina e da lisozima, sendo esta tltima uma
enzima que pode hidrolisar a parede celular de algumas bactérias (Humphrey ef al., 2001).

A manutencdo da integridade dos dentes ¢ outras das fun¢des desempenhadas pela
saliva. Este fluido ¢ saturado com ides calcio e fosfato, garantindo as trocas idnicas
direccionadas a superficie dos dentes. Essa troca comeg¢a aquando da erupc¢do do dente pois,
embora a coroa esteja completamente formada do ponto de vista morfoldgico, nesse
momento, ela ¢ cristalograficamente incompleta. A interac¢do com a saliva resulta em
maturagdo pos-erupgdo através difusdo de ides, como o célcio, fésforo, magnésio e cloreto,
para a superficie dos cristais de apatite do esmalte. Essa maturagdo aumenta a dureza da
superficie, diminui a permeabilidade e aumenta a resisténcia do esmalte as caries (Humphrey

et al., 2001).
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A saliva é necessdaria para dissolver substancias a serem degustadas e transporta-las até
aos locais de recepcio/deteccdo do gosto (células receptoras do gosto localizadas nas papilas
gustativas), permitindo que as papilas gustativas reconhecam o sabor do alimento, fazendo
com que ele seja digerido, informando o cérebro acerca do gosto do alimento. A saliva
contém também uma proteina denominada gustina, a qual ¢ necessaria ao crescimento e

maturacdo dos corpusculos gustativos (Humphrey ez al 2001).

1.2.6 Composicao proteica da saliva

A saliva € constituida por um elevado espectro de proteinas imunoldgicas e nao
imunolégicas, tais como imunoglobulinas, enzimas, aglutininas, histatinas, proteinas ricas em
prolina, cistatinas, entre outras (Almeida et al., 2008).

A saliva ¢ um fluido Gnico e um meio de diagndstico muito importante de diversas
doengas. A literatura esté repleta de artigos que descrevem o uso da saliva para a deteccdo de
varias doengas bucais e sistémicas (Streckfus e Bisles, 2001). Avancos na utilizagdo da saliva
como fluido de diagndstico t€ém sido tremendamente influenciados pela evolugdo tecnoldgica.
Por exemplo, a capacidade de medir e acompanhar uma gama de componentes moleculares da
saliva e compara-los com os componentes do soro tornou viavel a utilizagdo da saliva para o
estudo de marcadores quimicos e imunologicos (Streckfus e Bisles, 2001). A saliva € hoje
usada como meio de diagndstico de diversas doengas enddcrinas, cardiovasculares,

infecciosas, oncoldgicas e monitoriza¢do de drogas (Streckfus e Bisles, 2001).

1.2.6.1 Amilase salivar

A principal enzima digestiva da saliva ¢ a a-amilase, estando esta presente, em
humanos, na saliva da pardtida em concentracdes de 60-120 mg/100ml, e na saliva da
submandibular em concentra¢des de aproximadamente 25mg/100ml (Harris ez al., 1998). E
uma proteina existente na saliva com diferentes isoformas (entre as quais isoformas
glicosiladas), com massa moleculares aparentes que podem variar entre 55 ¢ 67 KDa (Hirtz et
al., 2005; da Costa et al., 2008). A a-amilase desempenha a sua principal fungdo no processo
inicial da digest@o, hidrolisando a ligagdo glicosidica al:4 entre as unidades de glucose na
cadeia de polissacarideos de amido. A hidrélise ocorre em qualquer local ao longo da cadeia.

Os produtos finais da digestdo da amilase sdo principalmente maltose, juntamente com
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oligossacarideos bem como alguns niveis de bicarbonato formado por células das glandulas
metabolicamente activas (Harris et al., 1998).

A proporcdo relativa da enzima a-amilase pode ser modificada consoante o tipo de
dieta e o constituinte predominante da dieta. Estudos realizados por Gidez (1973) em roedores
mostram que uma dieta rica em amido leva a um aumento dos niveis de amilase. Por outro
lado, uma dieta rica em gordura (50% - 60%) faz com que os niveis de amilase aumentem
significativamente, quando comparados com os niveis de amilase de ratinhos alimentados

com uma dieta pobre em gordura.

1.2.6.2 Composi¢ao da saliva de obesos

Alteragdes metabdlicas podem influenciar a sintese, composic¢do e secrecao da saliva.
A hipofuncdo das glandulas salivares, e a consequente reducdo da taxa de fluxo, pode estar
presente em algumas situagdes como diabetes Mellitus e obesidade. (Pannunzio et al., 2010).
O aumento da gordura corporal durante a infincia e a adolescéncia estd frequentemente
associado com os sistemas respiratorio, cardiovascular, esquelético, enddcriono e
gastrointestinal. Os adipdcitos ndo se limitam a armazenar gordura, actuando também sobre as
células que secretam hormonas. Alteragdes hormonais estdo presentes na obesidade em
criangas ¢ adolescentes. (Pannunzio et al., 2010).

Estudos recentes realizados por Pannunzio et al/ (2010) evidenciam diferencas na
composi¢do da saliva de criangas obesas e com excesso de peso em relagdo a criangas com
peso ideal (grupo controlo). Este estudo analisou parametros salivares como o pH, a taxa de
fluxo, capacidade tampao, concentragdo proteica, concentragdo de fosfatos, célcio e acido
sidlico e a actividade da enzima peroxidase. Foi observado que criangas com excesso de peso
tém o pH da saliva mais elevado do que criancas obesas e com peso ideal. Verificaram ainda
que ndo existem alteracdes na taxa de fluxo salivar e na capacidade tamp@o da saliva entre os
trés grupos. Relativamente a concentracdo de fosfatos, verificou-se que esta ¢ menor em
criangas com excesso de peso. A concentragdo de acido sidlico encontra-se mais elevada na
saliva de criangas obesas, enqanto que a actividade da peroxidase ¢ menor em criancas obesas
e com excesso de peso. Por fim, verificou-se que a saliva de criangas obesas tem um contetido
proteico mais elevado em relagdo aos outros dois grupos.

Estudos recentes desempenhados por Mizuuchi e Taketa (1999) evidenciaram as
diferencas na actividade da amilase salivar no soro entre criangas obesas € criangas com peso

normal. Os resultados obtidos mostraram uma diminui¢ado na actividade da amilase salivar em

16



criangas obesas, sendo que essa efeito € revertido quando ocorre uma diminui¢do do peso

corporal, constatando-se um aumento da actividade da proteina em estudo.

1.3 Modelos animais de obesidade induzida por dietas

hiperlipidicas

Mesmo que os modelos animais ndo possam ser considerados exactamente com as
mesmas caracteristicas dos humanos, eles s@o de grande valor no estudo das condigdes
bioquimicas, fisioldgicas e patoldgicas envolvidas na acumulacdo excessiva de gordura.
Apesar da existéncia de varios modelos animais para o estudo da obesidade, nenhum deles
consegue representar completamente esta patologia, dada a sua caracteristica multifactorial.

De entre as diversas estirpes de roedores utilizadas no estudo da obesidade, existem
algumas que contém mutagdes em determinados genes sendo, por isso, animais geneticamente
obesos. Por outro lado, existem modelos que ndo s@o geneticamente obesos mas que sdo
susceptiveis a obesidade induzida pela dieta. Exemplos de tal sdo os roedores Sprague-
Dawley dos quais existem animais que ficam obesos mediante uma dieta hipercaldrica -
“Obesity-Prone” e animais que quando submetidos a mesma dieta ndo desenvolvem
obesidade - “Obesity resistant”. Diversos estudos referem também os ratos Wistar como
modelos por também apresentarem fendtipos “Obesity-prone” e “Obesity resistant” (De La
Serre et al., 2010; Ainslie et al., 2000).

A variacdo fenotipica entre os modelos “Obesity-prone” e “Obesity resistant” pode ser
devida a uma expressdo alterada dos genes hipotalamicos, sensibilidade a leptina, estimulagdo
simpatica ou programacao epigenética (Buettner ez al., 2007). Os ratos “Obesity resistant”
acumulam gordura visceral apenas quando sujeitos a uma dieta rica em gordura muito
pronunciada e contendo o minimo de proteinas, preferindo estes, quando lhe ddo a escolher,
carbohidratos em vez de gordura. Pelo contrario, os ratos “Obesity-prone” tornam-se obesos
em quase todas as condi¢des de uma dieta rica em gordura (Buettner et al., 2007).

Existe o concenso de que um aumento da palatibilidade dos alimentos doces e/ou com
niveis de gordura elevados desempenham um papel critico na ingestdo total de calorias
(Hajnal et al., 2005). Tal como acontece nos humanos, também os alimentos ricos em
carbohidratos e gordura sdo os preferidos por ratos, sendo que os sinais pos-ingestivos
desempenham um papel importante nessa preferéncia. Assim, existem resultados que

demonstram que os efeitos desses nutrientes sdo suficientes para induzir e manter a ingestao.
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Tem sido estabelecido que uma dieta rica em alimentos preferidos pelos ratos € o suficiente
para estabelecer a obesidade nesses animais. Estudos recentes tém demonstrado que ratos
obesos tém preferéncia por alimentos ricos em sacarose ¢ frutose, ou seja, alimentos doces

para o homem (Hajnal ef al., 2005).

1.3.1 Efeitos da inducao da obesidade no metabolismo de animais modelo

Uma das vantagens da utiliza¢do de modelos animais de obesidade induzida por dietas
ricas em gordura € que este tipo de dietas pode induzir a obesidade e desordens metabolicas
em roedores, assemelhando-se a sindrome metabdlica humana. De certo modo, estes modelos
aproximam-se mais do que acontece com o desenvolvimento da obesidade em humanos, em
que sdo raros os casos de alteracdes unicamente genéticas. As primeiras descricdes de
intervengdes nutricionais datam de 1940 (Buettner et al., 2007). Estudos subsequentes tém
revelado que uma dieta rica em gordura promove a hiperglicémia e a resisténcia a insulina
(Buettner et al., 2007).

E grande a variabilidade das dietas usadas nestes estudos experimentais, existindo
desde dietas ricas em gorduras animais a dietas ricas em gorduras vegetais, para além das
grandes variagdes que existem nos teores de gordura presentes (variagdes de teores de gordura
entre 20 a 60% do total de macronutrientes). Muitos trabalhos tém definido uma dieta semi-
purificada, na qual a gordura ¢ substituida por carbohidratos e/ou proteinas (Buettner et al.,
2007).

Estudos ja realizados com roedores (Buettner ef al., 2007) descrevem que uma
alimentac¢do prolongada rica em gordura induz um aumento do peso corporal nos roedores de
10 a 20% em comparagdo com o grupo controlo. A inducdo da obesidade ¢ mais eficaz
quando a dieta ¢ iniciada logo na fase jovem e continua durante muitas semanas. O ganho de
peso corporal durante esse periodo ¢ gradual e s6 se comecam a obter os primeiros resultados
apds duas semanas de alimentagdo rica em gordura, tornando-se os resultados mais visiveis ao
fim de quatro semanas.

E hoje conhecido que ha sempre uma frac¢ido de animais que, mesmo sujeitos a uma
dieta rica em gordura, ndo se tornam obesos. Estudos recentes tém demonstrado que os
animais mais susceptiveis a obesidade sdo hiperfagicos, tendo uma possivel resisténcia a
accdo anorexigénica da leptina e uma diminui¢do da express@o hipotalamica de péptidos

anorexigénicos, como a hormona estimulante de a-melanocitos (Buettner et al., 2007).
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Normoglicémia, hiperglicémia ligeira e desenvolvimento de diabetes tipo 2, tém sido
identificados em diferentes regimes de dieta. Alguns estudos tém revelado que uma
alimentacdo rica em gordura durante muitas semanas leva a uma hiperglicémia moderada, um
aumento dos niveis de glucose e um aumento dos niveis de insulina no plasma. Além destes
parametros, também se tem verificado uma hipertrigliceridemia em jejum quando se submete
o animal a uma dieta rica em gordura, tanto animal como vegetal (Buettner et al., 2007).
Também os niveis de leptina tendem a ser mais elevados nestas condi¢des (Buettner et al.,

2007).
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1.4 OBJECTIVOS

Hoje em dia, cada vez mais a obesidade ¢ um fendmeno progressivo € uma epidemia
que ndo se consegue erradicar. O estudo dos processos fisiologicos, metabolicos e hormonais
inerentes a esta doenga s@o de extrema importancia, mas a sua compreensio ¢ ainda reduzida.

Uma dos factores determinantes na escolha da dieta ¢ a percepcdo do alimento na
cavidade oral. A saliva é o principal fluido constituinte do ambiente exterior das células
receptoras do gosto e, como tal, desempenha um papel fundamental na sensibilidade
gustativa.

O trabalho em causa tem como principal objectivo avaliar de que forma uma dieta
hiperlipidica (e os factores inerentes ao seu consumo, como por exemplo a quantidade
ingerida e consequente mastigacao) altera a fun¢do salivar e a sua relagdo com os niveis de
leptina plasmaticos. Com esse objectivo debrugdmo-nos na analise da expressdo da proteina
amilase salivar, a qual reflecte o funcionamento, principalmente, da glandula parétida. Por
outro lado, esta enzima também tem um papel importante a nivel da digestdo dos hidratos de
carbono, podendo ser importante na sua percep¢do. Em simultaneo, estudaram-se as trés
glandulas salivares maiores (pardtidas, submandibulares e sublinguais) a nivel histologico,
nomeadamente histomorfometria, e expressdo da amilase e de receptores de leptina.

Aproveitando as evolucdes de metodologias e equipamentos na area da protedmica,
este trabalho visa contribuir para um melhor conhecimento da composi¢do da saliva de obesos

e possibilitar o desenvolvimento de estudos subsequentes.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Animais

Para a realizacdo do trabalho experimental foram utilizados 21 ratos Wistar fémeas. Os
animais nasceram entre 24 de Outubro e 05 de Novembro de 2010. Todos os animais foram
mantidos num sistema com temperatura (23-24°C) e humidade (60%) reguladas, num ciclo de
luz claro-escuro 12/12h. Um més depois do nascimento os animais foram desmamados, tendo
passado para gaiolas individuais com racdo standard (SAFE A04) e dgua ad libitum durante
quatro semanas (periodo de pré-ensaio), apds o que foram separados em dois grupos, de
forma aleatdria: grupo controlo (N=7) e grupo tratamento (N=14). O grupo controlo
continuou a alimentar-se com a mesma rac¢do standard do periodo de pré-ensaio, passando o
grupo tratamento a ser alimentado com racéo hiperlipidica ad libitum.

A racdo hiperlipidica obteve-se embebendo a ragdo standard em Oleo de girassol
alimentar, de uma marca comercial, durante 3 a 4 dias no escuro. Apos este periodo a ragdo
foi seca em estufa, ndo ultrapassando uma temperatura de 40°C, e armazenada de modo a ficar
protegida da luz.

Foram retiradas amostras de racdo antes e depois de esta estar embebida em 6leo, de
modo a proceder-se a determinagdo em macronutrientes (analise proveniente do Laboratério
de Nutri¢cio Animal do ICAAM, Universidade de Evora). A composi¢do das ra¢des standard

e hiperlipidica sdo apresentadas na Tabela I.

Tabela I. Composi¢do em macronutrientes das ra¢des standard e hiperlipidica.

Parametros Racao standard Racao hiperlipidica
Proteina Total (%) 17,4 14,5
Hidratos de Carbono (%) 53,65 48,2
Gordura Total (%) 2,7 14,7
Kilocalorias (Kcal/g) 3,1 3,8

Ao longo do periodo de ensaio, os animais foram pesados duas vezes por semana,

registando-se as médias dos pesos semanais. O consumo de racdo foi também controlado ao
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longo de todo o ensaio. Uma vez por semana procedeu-se a medicdo do comprimento e do
perimetro abdominal dos animais.

Ao fim de um més do inicio do ensaio procedeu-se a avaliagdo das glicemias em jejum
e pos-prandiais dos animais, de modo a avaliar o efeito da ingestdo de uma dieta rica em
gordura a nivel da sua tolerancia a glucose. O procedimento foi repetido mais duas vezes até
ao final das 18 semanas do ensaio.

De modo a proceder-se a determinacdo da concentragdo proteica da saliva destes
animais, foram efectuadas recolhas de saliva antes do inicio, durante € no fim do ensaio.

O ensaio teve a duragdo de dezoito semanas, findas as quais os animais foram
anestesiados e sacrificados por puncdo cardiaca, tendo-se feito a recolha de sangue, para a
avaliacdo dos niveis plasmaticos de insulina e leptina e para recolha dos trés pares de
glandulas salivares maiores, para analise histoldgica.

Os animais foram mantidos nas condig¢des determinadas pela legislagdo em vigor na
Unido Europeia, relativa a experimenta¢do animal (FELASA, http://www.felasa.eu) e em
Portugal (Portaria 1005/92). Todos os procedimentos envolvendo os animais foram
supervisionados por um investigador reconhecido pela Federation of European Laboratory

Animal Science Associations (FELASA).

2.2. Recolha de saliva

A recolha de saliva mista foi feita apds injec¢do subcutanea de pilocarpina (Pilocarpine
hydrochloride, Sigma, P6503), numa dose de 7mg/Kg de peso vivo (solucdo de 40mg/ml em
solugdo salina NaCl 9%). Este firmaco mimetisa a ac¢do do sistema nervoso auténomo
parassimpatico (através de accdo a nivel dos receptores muscarinicos) (Muenzer, 1979). A
saliva produzida, em resposta a este agonista parassimpatico, ¢ mais rica em agua, sendo,
desta forma, mais fluida e diluida, sem que o tipo de espécies proteicas presentes seja alterado
(Muenzer, 1979), conseguindo-se assim recolher um volume de amostra suficiente para
analise.

Poucos minutos apds a injec¢do de pilocarpina os animais comegaram a salivar. A
saliva mista foi recolhida directamente da boca do animal, por aspiragdo com uma
micropipeta, e colocada imediatamente em tubos de 1,5ml (ou de 2 ml) mantidos em gelo. Em
seguida, as amostras foram centrifugadas (5min, 10000G, 4°C). O precipitado formado foi

rejeitado e o sobrenadante transferido para um novo tubo e armazenado a 20°C até analise.
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2.3 Provas de tolerancia a glucose oral

Os valores de glicemia foram determinados no sangue total recolhido através da veia
caudal. A primeira recolha foi feita aos animais apds um jejum de 16 a 18h. Apds esta
primeira determinagdo foi administrado um “bolus” de glucose (1,75g glucose/Kg peso vivo),
numa solugdo de 25% (m/v) em agua. A administragdo foi feita por sonda gastrica. Foram
feitas novas determinagdes dos valores de glicemia aos 30, 60, 90 e 120 minutos. As
medi¢des foram realizadas utilizando um glicometro (Accutrend Sensor, Boehringer

Mannheim) e tiras teste (Accu-chek para glicose, Roche).

2.4 Quantificacio de proteina nas amostras

Tendo em conta a inexisténcia de um método ideal para todos os tipos de proteinas, e de
forma a determinar o mais adequado para quantificagdo de proteinas na saliva de ratos,

testaram-se dois métodos distintos: o método de Lowry e o método de Bradford.

2.4.1 Método de Bradford

A quantificacdo proteica, pelo método de Bradford, foi feita através da utilizagdo do
reagente Bio-Rad Protein Assay. Para tragar a curva de calibragdo, foram utilizadas
concentragdes de 50, 100, 200, 350 ¢ 500png/mL de albumina do soro bovino BSA (Bovine
Serum Albumin), preparando inicialmente uma solugdo-mie, com concentracio de 500
png/mL, a partir da qual foram feitas as respectivas diluigdes.

As amostras de saliva foram descongeladas, em gelo, diluidas 5X, 10X, 30X e 60X.
Foram aplicados 10ul de cada solugdo de BSA e o mesmo volume de cada amostra, em
triplicado, em diferentes pocos da microplaca. Posteriormente, adicionaram-se 200 pL do
reagente corante Coomassie Brilliant Blue G-250, preparado de acordo com as indicac¢des do
Kit (BIO-RAD Protein Assay). Apos incubacdo a temperatura ambiente, durante 10 minutos,
foram feitas as leituras de absorvancia a um comprimento de onda de 630nm, num leitor de
microplacas (Microplate reader, Biotek, ELX 800). Para cada placa, tragou-se uma recta de
calibracdo com os valores médios das absorvancias de cada padrdo em fun¢do da quantidade
de proteina. Por interpolagdo, e tendo em conta o factor de dilui¢do, calculou-se a quantidade

de proteina para cada um dos triplicados das amostras.
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2.4.2 Método de Lowry

Na realizagdo deste método, as amostras foram descongeladas e mantidas em gelo
durante o seu manuseamento. Foram preparadas diluicdes de 10X, 20X e 40X. Para a
obtencdo de uma curva de calibragdo foram utilizadas concentracdes diferentes de solugdes
padrdo de albumina do soro bovino BSA (50, 75, 100, 200 pg/mL), preparadas de modo
semelhante ao descrito para o método de Bradford. Cada concentracdo da solugdo de BSA e
cada uma das dilui¢gdes das amostras de saliva foram analisadas em triplicado.

Adicionou-se 1mL de Reagente de Lowry (sulfato de cobre: tartarato de sdédio e
potassio: carbonato de sédio, na propor¢do 1:1:98) a 600ul de cada amostra de saliva ja
diluida, agitou-se no vortex e incubou-se durante 10 minutos no gelo. Seguidamente,
adicionaram-se 100ul de reagente de Folin (Folin: agua bi-destilada, na propor¢do 1:1) ao
preparado anterior, agitou-se no vortex e incubou-se durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Apds esse tempo de incubagdo procedeu-se a leitura da absorvancia das amostras a
um comprimento de onda de 720 nm no espectrofotometro (Hitachi). Tragou-se uma recta de
calibragdo com os valores médios das absorvancias de cada padrdo em fun¢do da quantidade
de proteina. Por interpolacdo e tendo em conta o factor de diluigcdo, calculou-se a quantidade

de proteina para cada um dos triplicados das amostras.

2.5 Preparacio dos géis e separacio de proteinas por electroforese

SDS-PAGE

Para a realizacdo da electroforese SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide
gel electrophoresis) foram preparados géis (de 8 x 10 cm e 1 mm de espessura). O gel de
resolugdo (12% acrilamida) consistiu em SmL de Tris-HCI 1.5M, pH 8.8, 200 ul de SDS,
8mL de acrilamida/bis-acrilamida 30% (m/v), 6,8mL de dgua bidestilada, 150pL de APS
(Ammonium Persulfate) 0,1 g/mL e 10ul de TEMED. Esta mistura foi entdo colocada nas
placas de vidro, sem criar bolhas, até 1 cm abaixo do topo do vidro da frente e adicionou-se
agua bidestilada sobre o gel de modo a evitar o contacto da mistura com o ar. A mistura ficou
a polimerizar durante cerca de 45 minutos. Passado o tempo de polimerizagdo, foi aplicado o
gel de concentracdo (4% acrilamida), consistindo em 2mL de Tris-HCI 0,5, pH 6.8, 80uL de
SDS, 4,86mL de agua bidestilada, 1,06mL de acrilamida/bis-acrilamida 30%, 48uL de APS e
8,8uL de TEMED.

24



Apds a polimerizagdo os géis foram colocados num sistema Protean mini (Bio-Rad). As
camaras superiores e inferiores foram cheias com tampao de corrida (0,025M Tris, 0,192M
glicina, 1% (m/v) SDS). As amostras foram misturadas com tampao de amostra (0,125M Tris-
HCI, pH 6.8, 1% SDS (m/v), 5% 2-mercaptoetanol, 20% glicerol, quantidade vestigial de azul
de bromofenol). Foram aquecidas num banho seco, a 95°C, durante 5 minutos, e em seguida
colocadas em gelo, seguindo-se a sua aplicagdo nos pocos do gel, num volume
correspondente a uma quantidade de proteinas de 10 pg por pogo. Num dos pogos de cada um
dos géis foram aplicados 5 UL de um marcador de massas moleculares (Dual Color da
Bio.Rad, Ref. 161-0324). As proteinas foram separadas a uma voltagem constante de 140 V.
A corrida electroforética decorreu até que a frente de corrida atingiu o final do gel.

No final da corrida electroforética, os géis foram corados em solugdo 0,1% Coomassie
Brilliant Blue R-250 em 50% (v/v) metanol e 10% (v/v) acido acético, e descorados numa
solugdo de 20% (v/v) metanol e 10% (v/v) acido acético, a qual foi mudada varias vezes até as
bandas serem visiveis e o fundo ficar claro.

As imagens foram obtidas através de digitalizacdo num scanner (HP ScanJet 3400C). A
analise das imagens foi feita com recurso ao software TotalLab Quant. Este software permite
a analise do volume relativo das bandas, corrigindo pequenas diferencgas existentes entre as
quantidades de proteina corridas em cada lane e permitindo, assim, uma mais correcta
comparag¢do intra- e inter-géis, minimizando erros devido a alguma variabilidade inerente a
técnica. De modo a verificar se existem diferencas na expressdo proteica das diferentes
amostras, foi comparado a percentagem de volume das bandas, calculada no programa
TotalLab Quant, ndo s6 entre as varias amostras aplicadas no mesmo gel, como também entre

as varias amostras aplicadas nos diferentes géis.

2.6 Imunodeteccio de proteinas - Western Blotting

Para se efectuar esta técnica, inicialmente procedeu-se a separacdo proteica por
electroforese SDS-PAGE, tal como esta descrito acima, com a diferengca que neste caso as
quantidades de proteina aplicadas em cada poco foram de 3 pg e utilizados géis com uma
espessura de 0,75 mm.

Apbs as proteinas terem sido separadas em gel, preparou-se o tampao de transferéncia
[Tris-HCl 25mM, pH 8.3; glicina 192mM; metanol 20%; SDS 0,037% (m/v)]. Antes de

iniciar a transferéncia das proteinas do gel para a membrana de PDVF (difluoreto de
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polivilideno), a mesma teve que ser activada, o que consistiu em coloca-la 5 segundos numa
solugdo de metanol, seguindo-se de 5 minutos em agua destilada e 10 minutos em tampao de
corrida. Posteriormente, cortaram-se duas folhas de papel de filtro com o tamanho
aproximado do gel de resolucao.

Seguidamente, embebeu-se a membrana, o papel de filtro e as placas em tampado de
transferéncia e preparou-se a sandwich, ou seja, por cima de uma das superficies internas da
cassete colocou-se uma placa de fibra humedecida, seguindo-se por esta ordem: papel de filtro
humedecido, gel, membrana de PDVF, segundo papel de filtro e placa de fibra (Figura 6).
Todos estes componentes foram colocados de modo a evitar a formagao de bolhas de ar que

pudessem diminuir o contacto entre o gel e a membrana.

¥ Espomjas

M Papéi Filtro

= Membrana
Anodo (+) Gel + Proteinas

Figura 6. Esquema representativo da sandwich utilizada para a transferéncia de proteinas do gel de

electroforese para a membrana.

(Retirado de http://imunologiahematologia.wordpress.com/2010/06/14/western-blot/)

Colocou-se a unidade de arrefecimento e encheu-se completamente o reservatdrio com
tampao de transferéncia. A transferéncia ocorreu a uma corrente constante de 350 mA durante
1 hora. Apos a transferéncia a membrana foi mergulhada numa solug¢do corante Ponceau S
durante 10 minutos, com agita¢do suave, seguida de lavagens em vdrias passagens com agua
destilada a temperatura ambiente. Esta coloracdo teve como objectivo visualizar as bandas
proteicas e confirmar o sucesso da transferéncia.

Seguidamente colocou-se a membrana na solugdo de bloqueio [5% (m/v) leite em p6 em
TBS-T] durante 2 h a temperatura ambiente com agitacdo. Posteriormente, incubou-se a
membrana com o anticorpo primdrio anti-a-amilase (Sc-46657, Santa Cruz Biotechnology),
numa diluicdo de 1:200, overnight, a 4°C, apés a que se efectuaram trés lavagens, de 15
minutos cada, com uma solu¢do de lavagem [0,5% (m/v) de leite em p6 em TBS-T]. As

lavagens foram feitas com agitacdo suave. Em seguida foi feita a incubagdo com o anticorpo
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secundario (anti-mouse; diluicdo 1:10000) a temperatura ambiente durante 2 horas, com
agitacdo, seguida de trés lavagens, de 15 minutos cada, em solu¢do de lavagem.

No final, procedeu-se a revelagdo da membrana. Adicionou-se o substrato (reagente
quimiofluorescente, fosfatase alcalina), através da sua aplicagdo, em gotas justapostas, numa
placa de plastico. Colocou-se a membrana em contacto com o reagente durante alguns
segundos, retirou-se o excesso de liquido e procedeu-se a aquisicdo da imagem num
transiluminador (Bio-Rad). A andlise das imagens adquiridas foi feita com recurso ao

software Quantity-one (Bio-Rad).

2.7 ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) para

quantificacio da Insulina

A técnica ELISA consiste num teste imunoenzimatico utilizado para quantificar a
insulina presente no plasma de ratos Wistar.

A primeira etapa do ensaio consiste no revestimento de microplacas de poliestireno, de
96 pogos (Nunc-Immuno Plate Maxisorp C96, Nunc, Roskild, Dinamarca) com uma solugao
contendo o anticorpo anti-insulina (Bio-trend, ref' BT53-3033-39, lote 040706A). O
procedimento consiste em adicionar 100 pL da solugdo de anticorpo a cada poco. No final
procede-se a selagem da placa para evitar perdas por evaporacdo. A incubacdo faz-se
overnight, durante 16h, a 4°C.

Procede-se a lavagem da placa, tendo como objectivo a eliminagdo das moléculas de
anticorpo ndo adsorvidas a fase sdlida. O procedimento experimental envolve repetidas
lavagens (tipicamente 3) dos compartimentos com 200 pL. de tampdo de lavagem, a
temperatura ambiente. Apos a lavagem, invertem-se as placas sobre papel absorvente de
forma a remover a totalidade da solugdo de lavagem. Na satura¢do da placa com BSA,
promove-se a ligacdo de BSA aos locais deixados vagos na microplaca pelo anticorpo. Esta
etapa ¢ fundamental para eliminar ligagdes inespecificas dos outros componentes do ensaio a
placa, assegurando-se desta forma que o antigénio ¢ o conjugado se ligam exclusivamente ao
anticorpo que reveste as placas. Colocam-se tipicamente 190 pL da solucdo de saturagdo em
cada poco, incubando-se a placa durante 1h a 4°C. Procede-se novamente a lavagem da placa.

Em seguida dé-se a ligagdo do antigénio a peroxidase, adicionando-se 50 pL dos
padrdes e amostras a cada compartimento. Imediatamente apds o preenchimento da placa com

padrdes e amostras, adiciona-se a cada poco 50 pL de insulina-peroxidase (Sigma [-2133, lote
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101H8071) na dilui¢do 1:4000 em tampao do enzima. Procede-se a incubagdo durante 4h a
4°C, e novamente a lavagem da placa. A reac¢do enzimatica da peroxidase inicia-se com a
adicdo de 100 pL do substrato (TMB-tetrametilbenzidina, liquid substract system, SIGMA) a
cada compartimento. A reac¢do decorre a temperatura ambiente, na auséncia de luz durante
15-30 min. O produto resultante da reaccdo enzimatica é uma substancia de cor azul (TMB
oxidado) cujo espectro de absorc¢do exibe dois maximos, a 370 e 655 nm. A reac¢do pode ser
interrompida por adi¢do de uma solugdo de acido sulfurico 0,5 M (100 pL/compartimento).
Em consequéncia, ocorre uma alteragdo da cor da solug¢do de azul para amarelo. O espectro do
composto resultante exibe um maximo de absor¢do entre 400 e 500 nm. A densidade dptica
desta solugd@o deve ser determinada recorrendo ao método de duplo filtro, efectuando a leitura

a 450 nm e usando a leitura a 630 nm como referéncia.

2.8 Determinaciao dos niveis plasmaticos de leptina

Foi utilizado um Kit (EZRL-83K Millipore) para quantificacdo da concentracdo de
leptina em soro e plasma de ratos, baseado no método ELISA (Enzime — Linked
Immunosorbent Assay). Primeiramente procedeu-se a ligagdo da leptina na amostra por um
anti-soro pré-titulado, resultando na imobilizacdo dos complexos em pocos de uma placa de
microtitulagdo. De seguida, e apds a lavagem, adicionou-se um anticorpo biotinilado
(anticorpo secundario), o qual se liga ao anticorpo primério imobilizado. O passo seguinte
consiste na ligagdo da enzima peroxidase ao anticorpo secundario. Por fim, ocorre o
desenvolvimento de coloragdo pela actividade da enzima na presenga do substracto 3,3 ', 5,5'-
tetrametilbenzidina.

De acordo com as recomendag¢des do fabricante, a actividade enzimatica ¢ medida
espectrofotometricamente pela absor¢do aumentada a 450nm, corrigido a partir da absor¢éo a
590nm, apds acidificacdo dos produtos formados. No nosso caso, e devido a auséncia de filtro
para leitura a um comprimento de onda de 590nm, as leituras foram feitas a 450 e 630 nm. O
aumento da capacidade de absor¢do ¢ directamente proporcional a quantidade de leptina
capturada, presente nas amostras. Os valores das amostras em estudo sdo determinados
através de interpolacdo de uma curva de referéncia gerada pela utilizagdo de solugdes de
concentragdes conhecidas (padrdes de referéncia), aplicadas na mesma placa. Na mesma placa
em que se aplicaram as solugdes para tragar a curva € as amostras, foram aplicadas também

duas solugdes como controlos de qualidade (QC1 e QC2), as quais servem para avaliar a
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qualidade dos resultados. Todas as solugdes (incluindo padrdes e controlos de qualidade; 10
uL) foram aplicadas em duplicado. E utilizada uma solugio 4cida (HCL 1M) para parar a

reac¢do quando se comega a desenvolver a cor.

2.9 Histologia e histomorfometria

As glandulas salivares principais foram dissecadas, lavadas brevemente com tamp@o
fosfato 0,1M (pH 7.4), e fixadas em tampdo formalina neutro 10% durante 24 horas. De
seguida procedeu-se ao seu processamento pelas técnicas histologicas de rotina, em sistema
automatico: inclusdo em parafina e corte em micrétomo rotativo, em sec¢des com 5 um de
espessura. Os cortes foram estendidos em ldminas de vidro de 75x25 mm e corados com
Hematoxilina e Eosina (H&E) para observacdo da estrutura geral e avaliagdo
histomorfométrica.

As seccdes das glandulas salivares foram observadas através de microscopia fotdnica
com um microscopio Nikon Eclipse 600 (Nikon, Kanagawa, Japan). Para cada animal dez
fotomicrografias digitais, de areas escolhidas aleatoriamente, de cada uma das glandulas
salivares foram recolhidas com camara Nikon DN100 (Nikon, Kanagawa, Japan), tendo as
glandulas sido observadas e fotografadas com uma amplia¢do 200x, no caso da pardtida, e de
100x no caso das submandibular e sublingual. Para cada animal, as areas e os perimetros de,
pelo menos 1000 acinos das glandulas pardtida, sublingual e submandibular, foram medidos
através do software SigmaScan Pro 5.0 (SPSS, Chicago, USA). Apenas as estruturas

histoldgicas cujos limites eram claramente definidos foram consideradas na medigao.
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2.10 Imuno-histoquimica

A imuno-histoquimica foi realizada utilizando os anticorpos primdrios contra alfa
amilase e receptor da leptina (Tabela II) pelo método da Streptavidina-biotina-peroxidase
(UltraVision Sistema de Deteccdo de Kit, NeoMarkers, USA, ref* TP-015-HD), de acordo

com as instrugdes do fabricante.

Tabela II. Anticorpos utilizados na marca¢@o imunohistoquimica

Anticorpo Fonte Referéncia Diluicao Incubacio
) Santa Cruz sc-46657 60 min, temperatura
Amilase (G-10) ) 1:500 )
Biotechnology  (mouse monoclonal) ambiente
Santa Cruz sc-8391 30 min, temperatura
Ob-R (B-3) ] 1:50 )
Biotechnology  (mouse monoclonal) ambiente

Resumidamente: seccdes de 5 pm de espessura, dos mesmos blocos da andlise
histologica, foram estendidas em laminas de vidro de 75x25 mm, tratadas com polilisina,
desparafinizadas em xilol e re-hidratadas em graduacdes decrescentes de alcool até agua
destilada. O bloqueio da peroxidase endogena foi feito pela incubacdo das laminas em solugdo
de peroxido de hidrogénio a 3% em metanol (1 parte de H,O, a 30%, para 9 partes de metanol
absoluto), durante 15 minutos a temperatura ambiente, sendo posteriormente lavadas em
solugdo salina tamponada com fosfato (PBS, phosphate buffered saline; pH 7,4), trés vezes
por dois minutos. Antes da incubagdo com os anticorpos primadrios, os cortes foram pré-
tratados para recuperacdo antigénica, em solugdo tampao citrato (pH 6,0), a 98°C durante 20
minutos, apds o que foram arrefecidos, durante 20 minutos, a temperatura ambiente e lavados
em PBS, trés vezes por dois minutos. Para a diminui¢do das ligagdes inespecificas, os cortes
foram tratados com a solucdo de bloqueio durante 5 min a temperatura ambiente, apds o que
foram incubados, em camara hiimida com os respectivos anticorpos primdrios (Tabela II).
Posteriormente, os cortes foram lavados em PBS, trés vezes por dois minutos, e tratados com
anticorpo secundario biotinilado durantel5 minutos, em camara humida a temperatura
ambiente. Logo apds foram lavados em PBS, trés vezes por dois minutos, e tratados com o
conjugado Streptavidina-peroxidase durante 15 minutos em cadmara himida a temperatura
ambiente, sendo lavados novamente em PBS, trés vezes por dois minutos, e submetidos a

revelagdo com o cromogénio castanho [DAB, Diaminobenzidina], durante 5 minutos. Os
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cortes foram lavados em agua destilada e contra-corados com hematoxilina de Mayer durante
1 minuto, posteriormente lavados em agua corrente, durante 1-2 minutos, e desidratados em
graduacdes de alcool, clarificados em xilol e montados com Entellan (Merck, n°. 107961).
Para a interpretacdo dos resultados foram incubadas secgdes adjacentes como controlos
negativos: (a) sem o anticorpo primario e (b) com soro normal (concentragdo semelhante a do
anticorpo primario).

Relativamente a expressdo das proteinas as laminas foram também examinadas em
microscopio fotdnico Nikon Eclipse 600 sendo as imagens obtidas através de camara digital
Nikon DN100. A intensidade da coloragio e a localizagdo de células/estruturas
imunorreactivas foram avaliadas em, pelo menos, uma seccdo de cada glandula por animal,
por um observador que desconhecia o grupo a que pertenciam os animais. A imunocoloragio
foi avaliada de forma qualitativa de acordo com a seguinte escala: - (negativo); +

(imunomarcagéo fraca); ++ (imunomarcag¢do moderada); +++ (imunomarcacdo forte).

2.11 Analise estatistica dos dados

Todos os dados foram analisados para a normalidade (teste Kolmogorov-Sminorff) e
homocedaticidade (teste Levene). Os dos pesos e glicemia apresentavam distribui¢do normal,
tendo sido usada andlise de variancia (one-way ANOVA) para avaliar as diferencas entre
grupos, no que diz respeito aos pesos ¢ GLM (general-linear model) ANOVA para avaliar as
diferengas entre grupos e, dentro dos diferentes grupos, ao longo das varias recolhas. Os
dados relativos &s concentracdes em proteina total das véarias amostras de saliva, bem como a
percentagem de volume das bandas dos géis corados com CBB-R250 e das membranas
imunomarcadas para a amilase salivar, apresentavam distribui¢do normal, tendo as diferencas
entre os diferentes grupos avaliada através de one-way ANOVA. No que diz respeito aos
dados relativos a andlise histomorfométrica das glandulas salivares (4reas e perimetros), estes
ndo apresentavam nem distribuicdo normal, nem homocedaticidade. Assim, a anélise foi feita
através de testes ndo paramétricos (Kruskal-Wallis). As diferengas entre as médias foram
consideradas significativas quando P<0,05. Toda a andlise estatistica foi realizada com
recurso ao software SPSS versao 18.

As diferencas foram consideradas para um intervalo de confianca de 95%. A analise

estatistica foi efectuada com recurso aos softwares NCSS 2001 e SPSS (v.18).
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3. RESULTADOS

3.1 Evolu¢io do peso corporal

Apds dezoito semanas de ingestdo de uma dieta hiperlipidica, rica em 6leo de girassol,
verificou-se que os animais ndo ganharam mais peso comparativamente aos animais

submetidos a dieta standard para roedores (ver Tabela III, Figura 7 e Anexo I).

Tabela III: Peso corporal, percentagem de ganho de peso, consumo, niveis de leptina no plasma e
niveis de insulina no sangue de ratos ao fim de 18 semanas de dieta hiperlipidica e standard (média +

erro padréo da média).

Controlo Mais pesados Menos pesados
Peso corporal inicial (g) 182,1 £9,7° 210,7 £ 8,9° 175,3 £ 8,9°
Peso corporal final (g) 268,7 £5,9" 311,1 +£5,5° 258,6 £5,5°
Ganho peso (%) 86,6 £9,1 100,4 + 8,4 83,3+£8,4
Consumo (g) 19,7+0,3" 18,3 +0,2° 15,9 +0,2°
Consumo (Kcal) 60,7+ 1% 70 +0,9° 61,2+0,9°
Consumo/peso metabolico (Kcal) 1,2+0,02 1,3+0,02 1,3+0,02
Leptina (ng/ml) 2,5+0,3" 3,7+0,3° 2,1+£0,2°
Insulina (ng/ml) 0,74 £ 0,05 0,74 £ 0,06 0,96 + 0,42

Letras minusculas iguais indicam que nfo existem diferencas entre os valores na mesma linha (Tukey—
Hsu test; P<0.05).

Comparando os pesos finais entre o grupo controlo e o grupo tratamento ndo se
observam diferengas significativas (Grupo controlo: 268,7+5,9; Grupo tratamento: 284
+8,24). No entanto, ¢ possivel considerar dois subgrupos dentro do grupo de animais sujeitos
a dieta hiperlipidica: um subgrupo de animais mais pesados, cujo peso médio ¢é
significativamente mais elevado que o dos animais controlo, e um subgrupo de animais menos
pesados, cujo peso final se mantém semelhante ao dos animais controlo (tabela III). Estes
grupos foram considerados para a andlise dos resultados obtidos para os varios parametros
estudados.

Apesar da diferenca entre os pesos finais destes trés grupos, este facto ndo ¢ atribuido
ao consumo da dieta enriquecida em 6leo de girassol, uma vez que os pesos iniciais ja eram

significativamente diferentes e a percentagem de ganho de peso ndo foi diferente entre os
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grupos. Esse resultado ¢ comprovado quando se calcula o ganho de peso percentual,
indicando-nos que ndo existem diferencas significativas entre os grupos (tabela III).

No entanto, verifica-se aqui que € possivel fazer-se uma separagdo no proprio grupo
sujeito a ragdo hiperlipidica em dois subgrupos, tendo em conta o peso corporal em gramas.
Assim, hd animais do grupo tratamento que apresentam maior peso final e cuja tendéncia ¢
para um maior ganho de peso, ainda que a diferenca ndo seja significativa. A figura 7 ilustra a

separacdo dos animais nos trés grupos e mostra a tendéncia evolutiva do peso.

Garhode 1,8
Peso (%)

N

0,2 Terapo (sermanas)

0 !

-5 0 5 10 15 20 |
+— Controlo —a— Mais pesados Menos pesados

Figura 7. Evolucédo do peso corporal ao longo das dezoitos semanas de ensaio. Pela analise do grafico

¢ possivel observar a tendéncia evolutiva do peso dos animais em gramas.

3.2 Consumo de alimentos

Quando se compara o consumo de alimentos, tendo em conta o consumo total em
gramas, constata-se que existem diferengas significativas entre o grupo controlo e o grupo que
ingeriu a ragd@o hiperlipidica, apresentando o grupo controlo um consumo mais elevado em
relacdo ao grupo tratamento (Tabela 111, Figura 8A, Anexo II e III).

Quando se analisa o consumo em termos de calorias ingeridas, também se verificam
aqui diferencas significativas entre os grupos. Com efeito, o subgrupo de tratamento mais
pesado tem um consumo de calorias mais elevado quando comparado com o grupo controlo

(Tabela III, Figura 8B e Anexo IV).
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Tendo em conta a diferenga de peso entre os animais, € uma vez que a ingestdo caldrica

estd grandemente correlacionada com o peso metabolico do animal [peso metabolico = (peso

em g)0,75

], corrigiram-se os valores do consumo, em gramas e em calorias, para o peso

metabolico verificando-se assim que ja ndo se existem diferengas significativas no consumo

caldrico entre os dois grupos (Tabela III e Figura 8C).
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Figura 8. Evolugdo do consumo de ragdo ao longo das dezoito semanas do ensaio. A figura 8A mostra

o consumo de ragdo pelos animais em gramas; a figura 8B mostra o consumo calérico (Kcal) dos trés

grupos de animais ao longo do ensaio; a figura 8C mostra o consumo calérico nos trés grupos de

animais corrigido para o peso metabolico.

34



3.3 Niveis de glucose, leptina e insulina

3.3.1 Niveis de glucose no sangue

Em termos gerais, os niveis de glicemia ndo apresentam diferencas significativas entre
os dois grupos, apresentando uma evolucdo semelhante ao longo de todas as fases do ensaio
em que foi efectuada a medicdo. Este padrdo mantém-se aquando da medicdo trés meses apos

o inicio do ensaio e no final do ensaio (Tabela IV).

Tabela IV: Niveis de glucose (mg/ml) ao longo de trés periodos do ensaio (média + erro padrio da

média). Os niveis de glicemia foram medidos aos 0, 30, 60, 90 ¢ 120 minutos.

Um Més apés o ensaio Trés Meses apds o ensaio Final do ensaio
o -
g E 0 30 60 90 120 0 30 60 90 120 0 30 60 90 120
e £
° 816 | 1136 | 776 | 742 | 672 718 1076 | 722 | 682 73 772 | 1006 | 818 | 716 | 698
g * t t * * + t + t + + + + t t
(=
S 220 | 438 | 38 | 44m | 2k | 361Aa | 74180 | 54A | 4Q0A | 33ha | {dha | 4780 9,84 | 550 | 6,04
e 792 | 1144 | 908 81 78 80,6 102 852 | 784 | 772 | 788 112 834 | 826 | 772
=
g + + + + + + + + + + + + + + +
]
E 414Aa 6,4Bb 3,OBa 117Aa 1Aa 2,3Aa 4yﬁBb 3y4Aa 15/\& zygAa Z,QAG 7y4Bb 3,3Aa Z,OAG Zy4Aa

Letras mindsculas iguais indicam que ndo existem diferencas entre os valores das colunas na mesma
linha (Tukey—Hsu test; P<0.05). Letras maitsculas iguais indicam que ndo existem diferengas entre os
valores das linhas nas mesmas colunas (Tukey—Hsu test; P<0.05).

Nos trés periodos do ensaio em que se efectuaram as medi¢des dos niveis de glicemia
ha um padrdo que se mantém, verificando-se diferencas significativas quando se comparam os
valores do tempo 30min com os restantes periodos de tempo (60, 90, 120 minutos). Com
efeito, os niveis de glicemia aos 30min sdo sempre mais elevados que nos restantes periodos
de tempo, voltando os niveis aos valores basais aos 60 minutos apos a ingestdo de glucose.
Este facto verifica-se quando se comparam apenas os valores dentro do grupo
individualmente e quando se comparam os valores entre o grupo controlo e tratamento

(Tabela IV).
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Apds a andlise dos resultados, verifica-se que os animais ndo apresentam diferengas
nem nos niveis de glucose em jejum, nem na evolugdo destes apds a ingestdo de glucose,

como se pode observar na figura 9.
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Figura 9. Evolugio dos niveis de glucose nos grupos controlo e tratamento ao longo do ensaio. A, Um

més apos inicio do ensaio (A), trés meses apds o inicio do ensaio (B) e cinco meses apds o ensaio (C).
3.3.2 Niveis de insulina e leptina no plasma

Pela determinacgdo dos niveis de leptina e de insulina, no final do ensaio experimental,
verificam-se algumas diferencgas nestes pardmetros entre os grupos em analise.

Relativamente aos niveis de leptina, verifica-se que estes s3o significativamente
diferentes entre o grupo controlo e o grupo de animais mais pesados, sendo os niveis de
leptina mais elevados no ultimo grupo. Essa diferenca também € significativa quando se
compara o grupo de animais mais pesados com o grupo de animais menos pesados, sendo os
niveis de leptina mais elevados no primeiro. Por ultimo, ao compararmos o grupo controlo
com o grupo de animais menos pesados constata-se que ndo existem diferengas significativas,
sendo os valores de leptina no plasma muito semelhantes nestes dois grupos (Tabela III).
Verifica-se uma correlacdo positiva moderada (r* = 0,56) entre o peso vivo dos animais e 0s
niveis de leptina plasmaticos (Figura 10). J& no que diz respeito ao consumo da dieta
hiperlipidica, se considerarmos todos os animais do grupo tratamento, ndo se verificam
diferengas significativas entre eles (Grupo controlo: 2,5 + 0,4; Grupo tratamento: 2,81 +
0,27).

No que diz respeito aos niveis de insulina no plasma, é notério o facto de nio existirem

diferengas significativas entre os grupos de animais em estudo (Tabela III).
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Figura 10. Correlagio entre os niveis de leptina (ng/ml) no plasma e o peso corporal (g) dos animais

no final do ensaio (r* = 0,56).

3.4 Concentracio proteica e expressiao da amilase na saliva mista

3.4.1 Concentracio proteica das amostras

3.4.1.1 Comparacgdo entre o método de Lowry e Bradford

De modo a verificar qual o método mais adequado para se usar na determinacdo da
concentragdo proteica de amostras de saliva, procedeu-se a realizacdo dos métodos de Lowry
e Bradford, utilizando amostras de saliva de ratos machos, e posterior comparagdo dos

mesmos (Tabela V).

Tabela V. Valores de concentragdo proteica de amostras de saliva de ratos machos determinados e

comparados com dois métodos diferentes.

Concentracéo Proteica (ng/ml)

Amostras
Lowry Bradford
A 3606,3 1143,8
B 6600,5 1921,2
C 6600 2182,7
D 3150 771,6
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Apesar de, para as mesmas amostras, as concentracdes proteicas terem valores
diferentes com um método e outro, ambos os métodos sdo fidveis para a determinagdo da
concentracdo proteica de amostras de saliva pois, como se pode observar na tabela acima, as
amostras mais concentradas e as menos concentradas coincidem em ambos os métodos. No
entanto, para a determinacdo da concentragdo proteica das amostras no presente estudo foi
utilizado o método de Bradford, uma vez que este método € mais rdpido, menos complexo de
realizar, menos dispendioso em termos de reagentes e apresenta maior sensibilidade em
comparac¢do com o método de Lowry (Zaia et al., 1998). O método de Lowry apresenta como
desvantagens o facto de ter um longo tempo de andlise, possuir absortividade especifica
altamente varidvel para diferentes proteinas e seguir a lei de Beer-Lambert apenas numa
pequena faixa de concentracdo de proteinas (Zaia et al., 1998). Além disso, o método de
Bradford tem ainda como vantagem o facto de ter pouca interferéncia com outros reagentes
laboratoriais, o que ndo acontece no método de Lowry, uma vez que este é muito susceptivel a

interferéncia de muitas substincias e produtos quimicos (Zaia ef al., 1998).

3.4.2 Comparacio entre as concentracoes em proteinas total da saliva

Ao analisarmos as diferentes concentragdes proteicas da saliva recolhida em diferentes
fases do ensaio verifica-se que ndo existem diferengas significativas entre o grupo controlo e
os dois grupos de animais sujeitos a uma dieta rica em gordura, dentro da mesma recolha e
entre recolhas diferentes. Além disso, também cada um dos grupos em estudo ndo apresentam
diferencas individuais significativas na concentrac¢do proteica ao longo das diferentes recolhas

que foram efectuadas (Tabela VI, Anexo V).

Tabela VI. Concentragdo proteica da saliva nos trés grupos de animais em estudo ao longo de

diferentes recolhas no ensaio (média + erro padrdo da média).

Recolha Controlo Mais pesados Menos pesados
Antes da dieta hiperlipidica 1094 + 471,0° 1069,2 +259,7% 1163,9 + 603,7°*
Um més ap6s dieta hiperlipidica 7319,7 + 5379,2"* 738,8 + 94,05 768.,5 + 136,3°*
Dois meses ap6s dieta hiperlipidica 2679,0 + 1257,6™* 62603 +5137,7%*  9153,8 +4169,9“*
Quatro meses ap0s dieta hiperlipidica 1764,4 + 741,4™* 1756,0 + 629,452 *

Cinco meses ap6s dieta hiperlipidica 805,7 £ 1132%* 911,9 +235,9%* 583,0 £ 112,7°*

Letras mindsculas dizem respeito a comparagdo entre as concentragdes proteicas dos trés grupos de animais
dentro da mesma recolha (Tukey—Hsu test; P<0.05) . Letras maiusculas dizem respeito & comparagdo entre as
concentragdes proteicas de cada grupo individual ao longo das diferentes recolhas do ensaio (Tukey—Hsu test;
P<0.05). * Nao foram efectuadas recolhas nessa fase do ensaio.
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3.5 Western Blot para a proteina a-amilase

Foi efectuada a imunomarcacdo através de Western Blot para identificar a presenca e
analisar a intensidade da expressdo da proteina com massa molecular de, aproximadamente,
53 KDa na saliva mista dos animais ao longo do periodo de ensaio. Com esta técnica
confirma-se, através da utilizacdo do anticorpo, que a proteina em causa ¢ a a-amilase. A
imunomarcagdo foi efectuada antes de os animais comecarem a ingerir ragdo hiperlipidica, ao
fim de um e trés meses apds a ingestdo da mesma e no final do ensaio. Para todas as recolhas
de saliva em que esta técnica foi aplicada, quase todas as amostras apresentaram um resultado
positivo relativamente 4 presenca da proteina a-amilase.

Apds a andlise estatistica dos resultados constata-se que ndo existem diferencas
significativas quando comparamos a intensidade da expressdo da banda da amilase entre o
grupo controlo e o grupo de animais que ingeriu a ra¢do rica em gordura, sendo que este
resultado se mantém em todas as fases do ensaio em que foram feitas as recolhas de saliva

(Figura 11).

KDa KDa
250 250
150 150
100 100
75 75
50 50
37 37
25 25
20 20
MW-C-T-C-T-CT-C- T-¢ MW-C-T-C-T-C-T-C-T

Figura 11. Western Blotting evidenciando a presenca da proteina a-amilase nas diferentes amostras de
saliva. As amostras representadas pela letra C dizem respeito as amostras de saliva do grupo controlo;
enquanto as amostras representadas pela letra T s3o referentes as amostras de saliva dos animais que
ingeriram ragdo hiperlipidica. O marcador de peso molecular (MW) estd representado do lado
esquerdo da imagem. A figura 11A ¢ relativa as amostras de saliva recolhidas no inicio do ensaio; a
figura 11B ¢ relativa as amostras de saliva recolhidas trés meses apds os animais estarem a ingerir

racdo rica em gordura, mais precisamente, a recolha do dia 08/04/2011.
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E importante referir que estes resultados devem ser analisados com algumas reservas,
uma vez que aqui ndo estamos a marcar imunohistoquimicamente nenhuma proteina acerca da
qual se tem a certeza de estar sempre presente na saliva e que existe sempre na mesma
concentracdo, independentemente da variabilidade associada ao facto de serem varios animais
diferentes em estudo. A marcacdo destas proteinas funciona como um “controlo positivo”, de
modo a ter-se a certeza de que a quantidade de proteina presente em cada lane do gel ¢ a

mesma.

3.6 Perfil proteico salivar

Durante o tempo de duracdo do ensaio foram efectuadas varias recolhas de saliva aos
animais, sendo que um dos objectivos dessas recolhas era o de verificar e comparar a
expressdo da proteina a-amilase entre os dois grupos de animais. Com efeito, apds a andlise,
com o auxilio do software TotalLab Quant (Anexo X), da % da banda correspondente a esta
proteina, entre o grupo controlo e o grupo de animais sujeitos a dieta rica em gordura (anexo
VII), ndo se encontram diferengas significativas entre os mesmos. Essa auséncia de diferencas
constata-se logo no inicio do ensaio (figura 12, Anexo VI) e no final do mesmo (figura 13,

Anexo VI). Observa-se ainda alguma variabilidade inter-individual para os niveis de amilase.
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Figura 12. SDS-PAGE das proteinas salivares de ratos fémeas Wistar. A letra C refere-se aos animais
pertencentes ao grupo controlo, enquanto a letra T refere-se a animais pertencentes ao grupo em
tratamento. Este gel ¢ representativo das recolhas antes da administragdo da dieta rica em gordura. O

marcador de massas moleculares encontra-se representado a esquerda (KDa).
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Figura 13: SDS-PAGE das proteinas salivares de ratos fémeas Wistar. A letra C refere-se aos animais
pertencentes ao grupo controlo, enquanto a letra T refere-se a animais pertencentes ao grupo em
tratamento. Este gel é representativo das recolhas apds a administragdo da dieta rica em gordura. O

marcador de massas moleculares encontra-se representado a esquerda (KDa).
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3.7 Glandulas salivares

3.7.1 Analise histomorfométrica

As dimensdes das estruturas acinares das glandulas salivares submandibular, parétida e
sublingual nos diferentes grupos do ensaio estdo representadas na Tabela VII. Nas trés
glandulas em estudo existem diferengas significativas (P<0,05), tanto na drea como no

perimetro dos acinos.

Tabela VII. Areas e perimetros (pixéis) dos 4cinos de diferentes glandulas salivares dos ratos

pertencentes aos trés grupos analisados (média + erro padrido da média)

Glandulas Controlo Mais pesados Menos pesados

Salivares Area Perimetro Area Perimetro Area Perimetro

Submandibular ~ 5807,1 £ 67,42 3069 + 1,94 5626,3 £ 54,52 304,8 £ 1,67 6072,1 + 65,3 314,7+1,88

12916,7 +
Parétida 154 gab 4593 +2,90 12737,2+139,32 4537426~  12366,4 + 134,0° 4448 +2,58
a,

Sublingual 116104 £ 126,520  429,0+26*  10570,2+99,06  409,1+218  10817,2 +88,0° 4136+ 1,98

Letras minusculas dizem respeito & comparagio entre as areas dos varios individuos dos diferentes grupos; letras
maidsculas dizem respeito a comparagdo entre os perimetros dos varios individuos dos diferentes grupos

(Tukey—Hsu test; P<0.05).

Tendo em conta a drea e o perimetro da glandula submandibular, verificam-se
diferencas significativas entre o grupo controlo e o grupo de tratamento com menos peso, €
entre o grupo de tratamento com mais peso com o de menos peso (Tabela VII), ndo se
observando diferengas entre o grupo controlo e o grupo de tratamento com mais peso. Com
efeito, tanto a drea como o perimetro dos acinos dos animais do grupo com menos peso sao
maiores que os do grupo controlo e que os do grupo de tratamento com mais peso.

Considerando a area da glandula parotida verificam-se diferengas significativas apenas
entre o grupo de animais sujeitos & dieta hiperlipidica com mais peso e os que tém menos
peso (tabela VII), apresentando os animais menos pesados menores dimensdes dos &cinos.
Apesar de ndo se observarem diferengas significativas entre as areas dos grupo controlos e
tratamento, tendo em conta o perimetro da glandula pardtida observam-se diferencas

significativas entre o grupo controlo e o grupo de animais do tratamento com menos peso, €

42



entre os grupos do tratamento com mais peso € menos peso (tabela VII), sendo que é o grupo
dos animais menos pesados aquele onde os animais apresentam acinos de menor perimetro.
Por fim, analisando a 4rea e o perimetro da glandula sublingual, constatam-se diferencas
significativas entre o grupo controlo e os dois subgrupos sujeitos a racdo hiperlipidica, sendo
que estes dois subgrupos nio apresentam diferengas entre si (Tabela VII). Com efeito, tanto a
area como o perimetro dos dcinos dos animais do grupo controlo sdo maiores que os animais

do grupo tratamento.

3.7.1.1 Presenca de lipidos nas glindulas salivares

Apobs a observagdo microscopica das glandulas salivares € notdéria a presenga de
goticulas de lipidos nas glandulas parotida e submandibular, sendo estes inexistentes na
sublingual. Quando se compara a glandula parétida com a submandibular verifica-se que a
presenga de lipidos € muito mais intensa na submandibular (figura 14, Anexo VIII). Na
parédtida o grupo controlo e o grupo de tratamento apresentam uma quantidade de goticulas de

lipidos muito semelhante (figura 14, Anexo VIII).

Figura 14. Imagens relativas a presenca de goticulas de lipidos (seta) nas glandulas parétida (A, B; 200X,
Barra = 50 um) e submandibular (C; 100X, Barra = 50 um) e auséncia dos mesmos na glandula sublingual

(D; 100X, Barra = 50 um). H&E.
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Os lipidos encontram-se principalmente nos acinos das glandulas, sendo que apenas na

submandibular se verificam algumas goticulas de lipidos nos ductos.

3.7.2 Imunohistoquimica

3.7.2.1 Amilase salivar

A marcagdo imunohistoquimica para a proteina o-amilase nas glandulas salivares
maiores indica-nos que, pelo menos aparentemente, ndo se verificam diferengas, na expressao
da amilase entre o grupo controlo e o grupo de animais que ingeriu a rac¢do hiperlipidica.

(Tabela VIII e Figura 15).

Tabela VIII. Imunomarcaciio para a o-amilase nas diferentes estruturas das glandulas salivares

maiores'

Glandula Estrutura Controlo Tratamento

Parétida Acinos +++ +++
Ductos estriados + +

Submandibular Acinos - -
Ductos granulares ++ ++
Ductos estriados + +

Sublingual Acinos mucosos - -
Ductos estriados + +
Meias luas serosas ++ ++

! Imunomarcacgdo: - = negativo; = = ocasional, focal; + = fraca; ++ = moderada; +++ = intensa.

Pela observagdo das imagens da figura 15 € notdério o facto de que ¢ na glandula
parotida onde a expressdo da amilase ¢ mais intensa, mais especificamente no citoplasma das
c¢lulas acinares, em comparag@o com as glandulas submandibular e sublingual. Nos ductos da
glandula parotida a expressdo € quase inexistente.

Na glandula submandibular a expressdo da amilase verifica-se apenas nos ductos, sendo
mais intensa nos ductos granulares do que nos estriados (figura 15). Quanto 4 glandula
sublingual, a expressdo da amilase também ndo se verifica nos 4cinos, mas sim nas meias luas
serosas dos mesmos (figura 15), onde a intensidade da expressdo ¢ moderada, e nos ductos,

onde a intensidade ¢ fraca. (tabela VIII).
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Importa referir que, como ndo se verificaram diferencas entre os animais do grupo de
tratamento, ndo faz sentido distinguir, na tabela VIII, esse mesmo grupo nos subgrupos de

animais mais pesados e menos pesados.

Figura 15. Imunomarcagdo para a a-amilase, evidenciada pela cor castanha (*), nas glandulas
salivares maiores. A (pardtida controlo); B (pardtida tratamento); C (submandibular controlo); D
(submandibular tratamento); E (sublingual controlo); F (sublingual tratamento). a- acino; am-
acino mucoso; dg- ducto granular; de- ductos estriados; mls- meias luas serosas [200X, Barra = 50

wm. Contracoloragdo com Hematoxilina de Meyer]
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3.7.2.2 Receptores de leptina (Ob-R)

Todas as amostras tém marca¢do para o anticorpo anti-lepR (Ob-R), indicando que o
receptor funcional de leptina estd presente em todas as glandulas salivares maiores, variando a
intensidade da sua expressdo consoante o tipo de glandula e a estrutura da glandula onde se

encontra (Tabela IX, figura 16).

Tabela IX. Imunomarcagio para o receptor da leptina (Ob-R) nas diferentes estruturas das glandulas

salivares maiores'

Glandula Estrutura Controlo Tratamento
Parotida Acinos - -
Ductos intralobulares + +
Submandibular Acinos - -
Ductos granulares +++ +++
Ductos estriados ++ ++
Sublingual Acinos - -
Ductos intralobulares + +
! Imunomarcacgdo: - = negativo; = = ocasional, focal; + = fraca; ++ = moderada; +++ = intensa.

Com efeito, a expressio do receptor da leptina verifica-se apenas nos ductos
intralobulares das glandulas, sendo inexistente nas células acinares das mesmas. Além disso,
constata-se que a expressdo € mais intensa nos ductos intralobulares da submandibular,
nomeadamente nos ductos granulares, sendo a expressdo mais fraca nos ductos das glandulas
sublingual e parétida.

Quando se compara o grupo controlo com o grupo de animais sujeitos a uma dieta rica
em gordura ndo se encontram diferengas significativas em termos de expressdo de receptores

de leptina, como se pode observar na tabela IX e na figura 16.
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Figura 16. Imunomarcagdo para o receptor da leptina Ob-R, evidenciada pela cor castanha (*), nas
glandulas salivares maiores. A (parétida controlo); B (parotida tratamento); C (submandibular
controlo); D (submandibular tratamento); E (sublingual controlo); F (sublingual tratamento). a-
acino; di- ducto intralobular; dg- ducto granular [200X, Barra = 50 um. Contracolora¢do com

Hematoxilina de Meyer].
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4. DISCUSSAO

Existem muitos estudos cujo objectivo principal € verificar os efeitos que uma dieta rica
em gordura tem no metabolismo de roedores. Neste trabalho, ratos fémeas wistar foram
sujeitos a uma dieta rica em gordura durante dezoito semanas. Ao fim desse periodo de ensaio
a percentagem de ganho de peso nos ratos sujeitos a dieta hiperlipidica ndo apresentou
diferencas significativas em comparag¢do com o grupo controlo, destacando-se aqui apenas o
facto de, no grupo tratamento, haver um sub-grupo de animais para os quais se observou
tendéncia para um maior ganho de peso, ainda que ndo o suficiente para diferirem
significativamente do controlo. De modo semelhante ao que aconteceu com a percentagem de
ganho de peso corporal, também o consumo calérico ndo apresentou diferencas significativas
entre o grupo controlo e tratamento. Estes resultados obtidos afastam-se um pouco da maioria
dos resultados encontrados na bibliografia, em que a ingestdo de uma dieta rica em gordura
reflecte um aumento de peso corporal € uma maior ingestao calorica.

A proposta de uma dieta experimental deve ter em considera¢do ndo s6 a quantidade de
calorias, mas também as suas caracteristicas fisicas e de palatibilidade (Cabeco ef al., 2010).
Existem evidéncias de que as propriedades fisicas da dieta podem influenciar o consumo de
alimentos. As dietas experimentais mais frequentemente utilizadas para provocar a obesidade
sdo formuladas com o acréscimo de constituintes energéticos, entre os quais lipidos, a racdo
padrdo. Entre esses constituintes estdo o amendoim, leite condensado, biscoito tipo wafer,
6leo e chocolate (Cabeco ef al., 2010). Cabego et al. (2010) induziram a obesidade em ratos
Wistar machos, tendo obtido como resultados o desenvolvimento de animais propensos a
obesidade e animais resistentes a obesidade, havendo aqui diferengas significativas no ganho
de peso e na quantidade de gorduras totais entre estes dois grupos e o grupo controlo. Neste
estudo, a dieta a que os animais foram submetidos foi obtida misturando-se leite condensado,
amendoim, farinha de soja, dleo de milho, ragcdo Bio Tec e bolacha wafer de chocolate. Esta
dieta fornecia 5,31 Kcal/g, 22,3% gordura, 22,2% proteina, 15,9% fibra e 35,7%
carbohidratos.

Tal como foi referido anteriormente, os animais sujeitos a uma dieta rica em gordura
ndo apresentaram, no nosso trabalho, diferencas significativas em termos de ganho de peso e
de consumo calérico em relagdo ao grupo controlo. Um dos factos que pode ter contribuido

para este resultado ¢ a composicdo da racdo que foi dada aos animais em tratamento, em que a
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racdo standard foi embebida em dleo de girassol (Anexo IX), ndo havendo mistura de outros
componentes referidos como palatdveis, tal como o amendoim, a farinha de soja ou o
chocolate. Desta forma, a ragdo fornecida aos animais pode ndo ter apresentado uma
palatabilidade muito aumentada em relagdo a palatabilidade da racdo fornecida ao grupo
controlo. Isto pode ter contribuido para que os animais regulassem a ingestdo consumindo
apenas o suficiente para manter as suas necessidades metabdlicas. Se compararmos a dieta
hiperlipidica utilizada neste estudo com a dieta referida no estudo de Cabago ef al. (2010),
verifica-se que esta ultima fornecia uma maior quantidade de calorias em comparacdo com a
fornecida pela dieta administrada no presente estudo, o que pode ter contribuido para uma
maior acumulagdo de gordura observada por esses autores.

Outra possivel explicacdo para a diferenca entre os resultados obtidos e os resultados
referidos por outros autores reside no facto de, no trabalho em causa, se ter utilizado ratos
Wistar fémeas em vez de machos. De facto, em quase todos os estudos presentes na
bibliografia a obesidade ¢ induzida em ratos Wistar machos, sendo conhecido que os ratos
machos consomem maior quantidade de ra¢do que as fémeas, apresentando um maior peso
corporal (Bernardi et al., 2011). Inclusive, alguns estudos referem maior resisténcia a ac¢ao
da leptina em machos do que em fémeas, contribuindo para um maior consumo de alimento
(Priego et al., 2009).

Estudos realizados por Buettner et a/ (2007) evidenciaram que o tipo de dleo que faz
parte da dieta hiperlipidica também influencia os efeitos que essa dieta provoca nos animais,
para além da percentagem de calorias fornecida pela gordura da dieta. Dietas ricas em acidos
gordos saturados induzem um fendtipo de ganho de peso, enquanto dietas ricas em acidos
gordos monoinsaturados ou polinsaturados beneficiam a composi¢do corporal e a ac¢do da
insulina. Este facto também pode contribuir para se tentar perceber os resultados obtidos no
presente estudo, uma vez que o 6leo utilizado na ragdo é 6leo de origem vegetal (6leo de
girassol), contendo mais &cidos gordos polinsaturados do que grande parte das gorduras
utilizadas na formulacdo destas dietas (Anexo IX). Se tivesse sido utilizado um dleo de
origem animal, como a banha de porco, talvez se tivessem manifestado mais os sintomas da
obesidade, tal como acontece no estudo efectuado por Buettner ez a/ (2007), uma vez que a
gordura animal é rica em 4cidos gordos saturados.

Foi referido que uma dieta rica em 4acidos gordos polinsaturados causa uma diminui¢do
na acumulacgdo de gordura corporal em ratos, ao contrario do que acontece quando a dieta é
rica em acidos gordos saturados (Zhang et al., 2010). A explicagdo sugerida para esse facto é

a de que dietas ricas em d4cidos gordos polinsaturados s@o menos adipogénicas devido a
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inducdo coordenada de genes de oxidag¢do de 4cidos gordos através de receptores activados
por proliferadores peroxissomais (PPAR) e supressdo de genes lipogénicos através de
proteinas de ligacdo ao elemento regulador de esterois (SREBP) (Zhang et al., 2010). Estudos
realizados com um o6leo rico em acidos gordos polinsaturados (n-6-PUFA) e pobre em acidos
gordos saturados mostraram uma eficécia, por parte deste, na redugdo da gordura corporal em
ratos Sprague-Dawley (Zhang et al., 2010).

Os estudos de Zhang et al (2010) evidenciaram que ratos alimentados com uma dieta
em que a gordura utilizada é a banha de porco desenvolveram obesidade acentuada,
hiperglicémia e hiperinsulinémia. Por outro lado, ratos alimentados com uma dieta em que a
gordura foi 6leo de cartamo ndo desenvolveram obesidade nem desordens metabdlicas
lipidicas. Além disso, estes autores verificaram ainda que a obesidade em ratos induzida por
uma dieta rica em acidos gordos saturados ¢ reversivel quando esses mesmos animais passam
a ser alimentados com uma dieta que tenha elevados niveis de n-6 PUFAs, melhorando a
tolerancia a glucose, insulina e a concentracao lipidica.

Além do peso e do consumo, também os niveis de leptina e de insulina, no plasma, e
glucose, no sangue, foram objecto de estudo neste trabalho. Verifica-se que os niveis de
leptina nos animais de tratamento mais pesados sdo significativamente mais elevados, em
comparagdo com o grupo controlo e com o grupo de animais de tratamento menos pesados,
resultado que vai ao encontro do que foi publicado por Fan ef al (2011). Uma vez que a
leptina tem como fun¢des principais regular a ingestdo e o dispéndio de energia através de
mecanismos neuronais e enddcrinos, mediados pelo receptor de leptina e pelos reguladores da
saciedade (NPY, POMC), serd ldgico pensarmos que uma concentra¢do elevada de leptina
circulante nos animais com peso corporal mais elevado pode contribuir para uma sensacio de
saciedade. Verifica-se aqui que os niveis de leptina estdo relacionados com o peso final do
animal, o que faz sentido se tivermos em conta o facto de a leptina ser produzida
maioritariamente pelos adip6citos (Burman ez al., 2009).

Quando se comparam os grupos para os niveis de insulina no sangue, constata-se que
ndo existem aqui diferencas significativas entre o grupo controlo € o grupo de animais sujeitos
a uma dieta rica em gordura. Resultados semelhantes podem ser observados quando
comparamos os niveis de glicemia entre os animais do grupo controlo e do grupo que ingeriu
a ragdo hiperlipidica, ndo se observando diferencas significativas entre os dois grupos em
nenhuma das determinagdes feitas ao longo do ensaio (ao fim do 1°, 3° ¢ 4° més de
administracdo da dieta experimental). Olhando para estes resultados, constata-se que a dieta

rica em Oleo de girassol, usado no presente trabalho, pode ndo afectar os niveis de glucose e

50



de insulina no sangue, o que ndo estd de acordo com a maioria dos resultados publicados na
bibliografia, que demonstram que uma dieta rica em gordura promove a hiperglicémia e a
resisténcia a insulina (Buettner ef al., 2007). No entanto, ha que ter em conta que estes
estudos foram realizados com tipos de gordura diferentes daquele estudado por nos.

Um dos grandes objectivos deste estudo foi verificar qual o efeito que uma dieta rica em
gordura, e alteragdes no peso corporal, provocam na concentragdo proteica da saliva, estando
o trabalho focado nas alteragdes ao nivel da proteina a-amilase. Com efeito, quando se analisa
os resultados obtidos para a concentragdo proteica da saliva nas diferentes recolhas efectuadas
ao longo do ensaio, constata-se que ndo existem diferencas significativas entre os trés grupos
de animais dentro da mesma recolha nem diferengas entre recolhas diferentes. Estudos
realizados por Pannunzio ef al. (2010) mostraram que a saliva de criangas obesas tem uma
concentracdo proteica mais elevada em relagdo ao grupo controlo. No entanto, hd que ter em
conta que estes autores realizaram o estudo com humanos e neste ensaio trabalhou-se com um
modelo animal, o que pode influenciar e justificar este resultado. Por outro lado, no nosso
caso apenas foi possivel comparar animais mais pesados com animais menos pesados, ndo se
tendo trabalhado com animais obesos. Além disso, o facto de ndo existir muita informagao
bibliografica acerca de alteragdes na concentracdo proteica induzidas pelo consumo de
gordura também dificulta a discussdo deste resultado.

Apos a analise dos resultados obtidos através de técnicas como SDS-PAGE e Western
Blot, verifica-se que a expressdo da proteina a-amilase ndo se encontra alterada no grupo de
animais sujeitos a dieta hiperlipidica, ndo havendo aqui diferengas significativas na
intensidade da expressdo desta proteina entre estes animais e o grupo controlo.

Estudos realizados por Gidez (1973), com ratos, demonstraram que as proporc¢des
relativas das enzimas pancredticas, como ¢ o caso da amilase, podem ser modificadas de
acordo com o constituinte predominante da dieta. Deste modo, dietas ricas em amido
provocam um aumento nos niveis de amilase, enquanto dietas ricas em gordura levam a niveis
de amilase significativamente mais baixos (Gidez, 1973). Este resultado estd de acordo com
os resultados publicados por An et a/ (2011), em que os niveis de amilase pancreatica nao
foram diferentes em ratos sujeitos a uma dieta rica em gordura ¢ a uma dieta standard. Tal
pode estar relacionado com o facto de a enzima a-amilase ser uma enzima envolvida na
digestdo de carbohidratos, sendo a sua actividade mais afectada por dietas ricas nestes
macronutrientes (An et al., 2011).

Para além da saliva, a morfologia das glandulas salivares, bem como a expressio e

localizagdo de amilase salivar, nestas estruturas, foram também avaliadas. Apds dezoito
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semanas de ensaio verificam-se diferengas ao nivel das diferentes glandulas entre os dois
grupos de animais em estudo.

Relativamente a glandula pardtida verifica-se que o grupo de animais de tratamento
mais pesados tem dacinos com uma drea maior comparativamente com os animais de
tratamento que ganharam menos peso. No entanto, ja ndo se verificam diferengas
significativas entre os animais de tratamento mais pesados € o grupo controlo. Quanto ao
perimetro dos 4cinos, este ¢ menor nos animais que ganharam menos peso. No que diz
respeito a glandula submandibular sdo os animais de tratamento menos pesados que
apresentam acinos com maior area e perimetro, comparativamente aos outros animais. Por sua
vez, no que diz respeito a glandula sublingual sdo os animais do grupo controlo que tém
acinos com maior area e perimetro.

Estudos realizados por Dawes (1970) demonstraram que o tamanho e a actividade das
glandulas salivares s@o determinados pelo consumo de dietas que requerem muita mastigacao
ou que tém uma estimulagio gustativa agradavel. Foi observado que ratos sujeitos a uma dieta
liquida, ou sujeitos a uma reducdo na ingestdo de alimento solido, apresentam atrofia das
glandulas salivares. Tal pode ser uma justificacdo para o facto de os animais do grupo
controlo apresentarem acinos de maiores dimensdes nas glandulas parétida e sublingual, uma
vez que este grupo de animais apresentou um consumo de ragdo, em gramas, mais elevado em
relagdo aos animais do tratamento, o que significa maior actividade mastigatoria, traduzindo-
se no aumento dos acinos destas glandulas salivares. Uma outra hipdtese a considerar é a de
que os animais com niveis mais elevados de leptina, como sdo os animais mais pesados,
tenham associada uma maior actividade do sistema nervoso simpatico, o qual, por sua vez,
esta associado a uma hipertrofia das glandulas salivares pardtidas (Henriksson et al., 1985).
No entanto, com os dados recolhidos, esta ¢ apenas uma hipdtese, sendo necessarios mais
estudos para a testar e confirmar.

Estudos realizados por Pisiriciler et a/ (2009) mostram que a hiperlipidémia leva a uma
acumulagdo de lipidos, de severa a moderada, nas glandulas salivares maiores. No trabalho
em causa, apos a observag¢do microscopica das glandulas salivares, verifica-se a presenca de
goticulas de lipidos nas glandulas parétida e submandibular, sendo estes inexistentes na
sublingual. No entanto, verifica-se que a presenca de lipidos € mais intensa na glandula
submandibular que na paroétida, o que ndo estd de acordo com os resultados obtidos por
Pisiriciler et al (2009), os quais indicam que na glandula submandibular ¢ onde se verifica
uma maior resisténcia a acumulagdo de lipidos. Quando comparamos a presenca de lipidos

nas glandulas salivares dos animais do grupo controlo com os animais sujeitos a dieta rica em
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gordura, verifica-se que ndo héa diferencas significativas entre ambos. O facto de ndo haver
diferencas significativas entre o grupo controlo e tratamento, mais uma vez, pode ter a ver
com o facto de ndo termos trabalhado com animais obesos, ou ter a ver com o tipo de gordura
utilizada. Estudos realizados por Daskala ef al (2011) revelam que uma dieta hiperlipidica
leva a um aumento do niimero de lipidos no soro, o que pode ser responsavel pelo inchagco da
glandula parotida.

Apos avaliagdo da expressdo de a-amilase na saliva, no presente trabalho experimental,
analisou-se a intensidade da expressdo da enzima amilase nas glandulas salivares maiores e
verificou-se que, apesar de se verificar a presenca desta enzima em todas as glandulas, ¢ na
glandula pardtida onde essa expressdo € mais intensa, mais precisamente nas células acinares.
Estudos recentes analisaram o perfil de expressdo genética das trés glandulas e verificou-se
que o da submandibular e sublingual ¢ muito semelhante, enquanto o da parotida ¢
consideravelmente diferente. Deste modo, apesar de os genes que codificam enzimas salivares
serem altamente expressos em todas as glandulas salivares, os que codificam a amilase sdo
expressos predominantemente na pardtida (Tamoko et al., 2010). A amilase salivar ¢
secretada principalmente pelas células serosas da parotida. Essa secrecdo ¢ desencadeada,
sobretudo, em resposta a estimulos relacionados com a ingestdo de alimento, os quais levam a
secre¢do de outras hormonas (ex melatonina) que provocam a secrecdo da amilase (Cevik-
Aras et al., 2011).

Tal como foi referido anteriormente, apesar de ser na glandula pardtida onde a
expressdo de amilase ¢ mais intensa, esta também se verifica, embora com uma intensidade
muito menor, nos ductos das glandulas sublingual e submandibular, sendo mais evidente nos
ductos granulares da submandibular. A preseng¢a de amilase neste tipo de ductos pode estar
relacionada com o facto de estas estruturas terem a particularidade de ter uma actividade de
sintese e secrecdo de proteina mais intensa que outros tipos de ductos. Para além disso, as
células dos ductos tém a capacidade de realizar alguma endocitose de proteinas e € possivel
que alguma da amilase ai presente possa resultar desse processo (Harris ef al., 1998; Hand et
al., 1987).

Além de verificar a intensidade da expressdo da amilase nas glandulas salivares, neste
estudo comparou-se a expressdo desta enzima nas glandulas de animais controlo e sujeitos a
uma dieta rica em gordura, chegando-se a conclusio que ndo existem diferengas na
intensidade da expressdo da amilase entre os dois grupos. Estes resultados vdo de encontro a
auséncia de diferencas encontradas para a amilase secretada na saliva. Tal pode estar

relacionado com o facto de a amilase salivar ser uma enzima envolvida principalmente na
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digestdo de carbohidratos e ndo ser influenciada pelo aumento de gordura na dieta, que € o
que se encontra manipulado neste trabalho (An et al., 2011). Deste modo, pode-se constatar
que uma dieta hiperlipidica ndo altera a express@o da amilase nas glandulas salivares, tal
como ja tinha sido referido, aquando da observagdo do perfil proteico, ou seja, que uma dieta
desta natureza ndo tem efeitos na expressio desta proteina na saliva mista.

Além da amilase, também a presenca de receptores de leptina nas glandulas salivares foi
objecto de estudo deste trabalho. A leptina é produzida principalmente pelo tecido adiposo,
sendo que o tecido adiposo presente no parénquima das glandulas salivares tem um papel
activo na regulacdo da expressdo da leptina salivar (Matteis et al., 2002). Estudos realizados
por Matteis et al (2002) em ratos e humanos demonstraram que as glandulas salivares maiores
produzem leptina. Tal facto leva a hipotese de que os péptidos, como a leptina, sdo
armazenados dentro de células glandulares antes de serem libertados na saliva (Bohlender ef
al., 2003). A detecgdo de leptina na saliva sugere que esta ¢ um produto de secrecdo exocrina
(Matteis et al., 2002).

A leptina, tal como a maioria das hormonas, actua mediante a sua ligacdo a receptores
especificos, Ob-R (Shanchez et al., 2005). A imunocoloracdo para os receptores de leptina
mostrou que estes se encontram nas membranas de células glandulares (Bohlender et al.,
2003). Neste trabalho, comparou-se a expressdo dos receptores de leptina entre os diferentes
grupos experimentais, ndo se tendo observado diferengas. Observou-se a presenga desses
receptores nas glandulas salivares maiores, tanto de animais do grupo controlo, como de
animais sujeitos a uma dieta rica em gordura, sendo a sua expressdo mais intensa nos ductos
granulares da glandula submandibular e inexistente nas células acinares das trés glandulas
salivares maiores. A observacdo de receptores de leptina nas glandulas salivares é importante
no presente trabalho, na medida em que estuddmos animais com niveis de leptina diferentes.
A presencga destes receptores sugere uma possivel ac¢do directa da leptina a nivel destas
glandulas. Assim, e mesmo sem termos observado diferengas a nivel da expressdo de amilase,
podemos pensar que individuos com niveis de leptina mais elevados possam apresentar outras
diferengas na secre¢fo salivar, para além das investigadas.

A realizagdo deste trabalho experimental pode abrir caminho para estudos futuros que
levem a uma melhor compreensido do envolvimento das alteragdes provocadas pelo consumo

de gordura a nivel das caracteristicas da cavidade oral e da percep¢do dos alimentos.
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5. Conclusao

Os resultados obtidos no presente trabalho sugerem que a administragdo de uma dieta
enriquecida em o6leo de girassol ndo ¢ suficiente para provocar obesidade em ratos Wistar,
pelo menos para os teores utilizados no presente estudo. Estes resultados poderdo ter a ver
com o elevado teor de acidos gordos mono- e polinsaturados, que este tipo de gordura
apresenta.

Ao longo do periodo de 18 semanas, de duracdo do ensaio, ndo se observaram
alteragdes na sintese e secre¢do da proteina a-amilase salivar, nem na expressdo desta proteina
a nivel das glandulas salivares. No entanto, foram observadas diferengcas no tamanho dos
acinos das glandulas salivares maiores, o que aponta para a existéncia de algumas alteracdes
na fun¢do salivar em individuos submetidos a este regime alimentar, que poderdo ter a ver
com as caracteristicas fisicas e sensoriais da dieta, ou com alguma accdo indirecta desta a
nivel do sistema nervoso auténomo. Por este motivo consideramos que este assunto merece
ser explorado no futuro.

Estudos futuros, que ajudem a clarificar muitas das hipdteses propostas neste trabalho,
poderdo ser importantes para compreender como dietas ricas em gordura afectam a
composi¢do da saliva e, consequentemente, o meio oral e a percep¢do dos alimentos, o que
podera contribuir para uma melhor compreensdo acerca dos factores que contribuem para a
escolha da dieta.

A informagdo acerca da relagdo entre a composicdo proteica da saliva e a obesidade ¢
ainda escassa, o que podera ter a ver com a dificuldade que existe em separar completamente
a obesidade de outras doengas que influenciem essa composi¢do, como € o caso da diabetes,
doenga cardiovascular e hipertensao.

Deste modo, o estudo da composi¢do da saliva de individuos obesos podera ser

importante para a compreensio desta patologia, bem como das suas escolhas alimentares.
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Anexo I



Média do peso semanal ao longo do ensaio (Média + Erro Padrdo Média)

semana
-12 12 22 32 42 52 62 72 82 92 102 | 112 | 122 132 | 142 152 | 162 | 172 182
animal
115 217,3 216,4 228 232,7 239,3 | 241 242,5 243,3 | 242 247 248,5 | 244 244,5 248 253,5 257,5 | 257 258 258,7
+0,37 2,74 +1,37 40,41 41,22 +1,58 | £1,55 +2,45 +2,86 17,76 +2,86 40,41 +1,07
116 172,9 191,3 200,7 215 221 226 231,5 236,7 | 239 241,5 252 254 253 259 263,5 266,5 | 274 276 272,3
+6,04 +2,64 43,32 +0,41 +2,86 0,79 | #1,79 +1,22 +0,82 46,53 +2,86 +2,04 +2,15
117 205,4 217,1 226,7 239 237 250 254 250,7 | 259,3 266,5 258,5 | 273 254,5 262 265,5 264 267 277 274,7
+3,59 +1,57 +2,10 0,82 +1,63 +1,96 | #2,09 +2,04 +0,41 45,31 +2,86 +1,63 40,79
118 206,1 222,2 236 246,7 253 263 266 268 273 275 281,5 | 290 281 288 291,5 291 291 291 293
+1,84 41,63 40,52 41,63 0 0,89 | #0,89 +0 12,04 13,27 2,04 2,45 40,52
119 209,3 218,9 224 2283 236 239,5 | 240 242,7 | 245,7 249,5 250,5 | 254 257,5 263 266 270,5 | 278 278 274,3
+0,73 42,25 +1,03 +1,63 0 2,44 | £1,30 +0,41 +2,04 41,22 40,82 41,22 +1,07
120 214,5 232,2 243,7 245,3 254,3 | 256 265 266 271,3 276 276,5 | 285 286,5 290 289,5 298,5 | 304 307 308
+1,88 +0,86 40,60 +2,04 +4,08 +0,89 | #0,30 +0,82 +0,41 +1,22 0,41 0,41 40,52
121 166,9 189,9 199 208,3 226,7 | 226 232,5 235,3 | 241,7 248 252,5 | 255 244,5 260 262,5 261 270 278 274,3
+4,45 +0,76 +2,10 +1,63 +0,41 +2,09 | 0,79 +0,82 +1,22 +4,90 +0,41 +0,82 +0,30
122 192,9 207,9 213 221,7 223 230 229 238,3 | 247 237 245,5 | 242 253 246 239 2455 | 245 245 244
+4,04 +2,73 +1,37 +2,04 40,82 +2,09 | #1,37 +0,82 +1,22 40,41 +1,63 0,41 +1,03
123 194,8 206,2 217,3 219,3 225,7 | 234 237 243,3 | 245 249,5 251,5 | 252 254,5 262 262,5 265 269 267 263,7
+0,90 +0,81 40,30 40,41 +0 +0,30 | #0,89 +1,22 +0,41 +1,22 +1,22 +0 +1,58
124 199,6 211,4 228 231,3 244 244 246,5 249,3 | 257,7 262,5 269 276 275,5 278 284 288 284 289 290
+4,69 +2,17 +2,58 0,82 0,41 0,79 | #1,49 10,41 +0,82 1,22 +2,45 0 +1,86
125 208,1 227,6 240,3 249,3 258,3 | 260 262,5 277,7 | 278 288 285,5 | 295 284 294 294 297,5 | 305 309 305,7
+5,80 +1,34 +2,84 43,67 0,41 0,79 | #1,55 +2,45 +2,86 44,08 0 +2,04 +0,79
126 221,8 236,4 252,3 270 277,7 | 285,55 | 286,5 300 307 325 311,5 | 324 315 322 326 322 331 340 334
+8,45 +2,42 43,91 0,41 10,41 +1,79 | 2,25 +0 +1,22 +4,08 +0,82 +4,08 0
127 194,4 207,7 220 228,7 242 247,5 | 257,5 261 264 276,5 280 284 284,5 292 294 296 291 297 300,7
+7,10 +2,52 +1,79 +0,41 +1,22 +1,03 | 0,52 +2,04 +0,82 0,41 +0,82 +2,45 +1,67
128 169,6 191,6 198,3 210,3 217 225,5 | 228,5 233 239 241,5 240,5 | 243 239 248 248 251,5 | 248 252 254
+6,57 +1,18 +0,79 +1,22 +1,22 0,52 | #1,86 +1,22 +2,04 +4,08 +0,82 +2,86 +1,03
129 160,4 180,6 198,3 216,7 221,7 | 237,5 | 242 252 259 259 264 265 270,5 272 277,5 281 280 274 278,3
16,61 +4,70 43,36 +1,63 0 0,89 | 0,89 12,45 10,82 +1,22 +2,04 0,82 0,79
130 124,1 146,8 167 185 195,7 | 210 218,5 228,3 | 230,7 242,5 243,5 | 242 246,5 249 247 253 261 252 253
14,82 4,31 +1,86 0,41 +1,22 +1,07 | #1,58 2,04 10,41 0,41 0,82 13,27 0,89
131 143,4 166,9 177 187,7 194 209,5 | 212,5 221 227,3 223 234,5 | 228 235,5 240 235,5 242,5 | 237 241 239
46,69 +1,30 43,61 +1,22 0,41 +2,37 | #1,07 40,82 +1,22 +2,04 +2,04 1,22 +1,37
132 163,3 179,7 186,7 202,3 202,3 | 218 2215 229 236,3 237,5 244 239 246 251 244 247 236 240 246
45,67 +1,26 +2,84 +1,63 0,41 +1,03 | #0,79 +0,41 +0,82 40,82 0 +1,63 40,52
133 206,6 221,1 237,3 247 252 264 261 281 280 290,5 303,5 | 294 294 310 305,5 317 313 318 321,3
+3,43 43,58 43,52 +0,82 +0,82 0,52 | 2,88 +0,41 +3,67 46,53 +0,41 +2,45 +1,49
135 223,8 239 248,3 252,3 267 266,5 | 274 281 280 297 293 298 297,5 308 304 298 306 316 315,3
+0,82 +4,91 +1,30 40,82 +1,63 42,37 | 0,52 +0,82 +0,82 16,12 0 49,80 +0,60




Anexo 11



Média do consumo semanal (g) (Média + Erro Padrdo Média)

Semana
LN 1e |12 |22 (32 |42 |52 je2 |72 |82 |92 |102 |112 |122 |13 142 152 |162 | 172 |182
115 18,5 19,7 21,3 19,5 19,9 22,6 20,3 18,2 17,5 19,7 16,2 19,6 16,8 13,1 18,1 16,0 12,9 16,7 19,3
+0,88 +0,92 | 1,00 +2,10 | #1,18 | 1,27 | #1,65 | 1,30 | #1,31 | +0,86 +0,26 +3,29 +0,37 43,00 2,22 +1,05 +0,12 +3,46
116 16 19,7 20,9 20,5 21,3 23,8 21,3 19,8 20,4 19,3 20,4 24,2 18,2 15,4 20,6 16,4 15,4 17,5 23,5
+1,28 +1,48 | #0,39 +1,75 | #1,12 | #2,11 | #1,50 | #0,59 | #1,50 | #1,01 +0,14 +3,98 +1,04 +3,79 +2,35 +0,53 +0,33 4,54
117 21 22,9 22,6 20,2 20,6 26,3 23,9 20,7 20,5 20,6 17,8 22,7 17,2 14,6 19,8 16,3 14,9 17,2 21,0
+1,29 +1,65 | 0,81 +0,43 | #0,03 | £2,61 | #2,29 | #2,15 | #0,56 | +1,02 +1,28 +1,19 40,10 13,64 +2,19 +0,58 +1,68 2,72
118 20,8 19,9 17,9 17,6 17,8 21,9 19,3 16,2 16,9 17,4 18,0 19,2 15,9 14,7 17,8 14,1 12,7 15,1 16,6
+1,85 +1,45 | 0,67 +1,35 | #1,90 | £2,40 | #1,52 | #0,88 | #1,73 | 1,89 +1,05 +1,39 0,43 +1,70 +2,14 +0,39 +0,45 +2,23
1 19 21,7 19,9 16,2 15,0 16,5 19,5 17,9 15,8 15,8 14,7 15,2 20,1 15,2 15,0 14,2 14,7 13,9 14,3 15,1
+1,43 +1,38 | 0,88 0,94 | £0,21 | #1,56 | $2,28 | #1,28 | #1,08 | #1,11 1,13 43,98 40,57 +0,66 +1,05 +0,67 +0,10 0,96
120 19,3 21,3 18,2 15,7 16,2 19,8 17,5 15,9 16,8 16,1 16,0 20,4 15,5 13,9 14,4 14,3 14,1 14,8 14,9
+1,35 +1,48 | £0,27 +1,44 | #0,33 | #1,07 | #1,28 | #1,11 | #¥1,09 | #1,54 +0,53 +3,27 40,24 +2,01 +0,53 +0,02 +0,20 +0,79
12 1 17,8 21,2 21,2 20,1 20,9 25,2 24,8 26,4 21,5 20,8 19,9 23,9 18,5 18,3 19,2 16,9 15,4 17,5 22,6
+1,67 +1,47 | 0,24 +0,87 | #1,64 | £2,44 | £#3,75 | #5,02 | #1,69 | 0,81 +0,31 +3,55 40,18 +1,77 43,20 +0,26 +1,20 43,36
122 20,3 20,3 16,7 16,3 15,2 19,3 18,1 15,8 16,0 14,6 16,0 19,5 13,8 14,5 12,0 13,2 11,7 12,4 13,2
+0,33 +1,95 | 0,97 +0,97 | #0,61 | £2,25 | 2,78 | #¥1,02 | #1,68 | #1,38 +0,16 +4,07 40,19 +0,76 +0,79 +0,32 +1,01 0,21
123 18,5 17,1 17,1 14,9 15,7 19,2 19,5 16,3 16,2 16,2 16,2 17,9 15,8 14,7 14,3 14,3 13,0 14,1 14,6
+1,58 +2,39 | #0,91 +1,53 | #0,17 | £2,30 | £2,06 | 0,74 | #1,63 | +0,44 +0,50 +2,04 40,14 +1,90 +1,18 +0,22 +0,73 +0,86
1 24 21,7 20,1 18,1 16,3 17,3 19,6 17,1 16,2 17,3 16,0 17,5 18,3 16,5 14,9 14,9 15,1 14,0 14,6 15,1
+1,31 +1,77 | 40,29 +0,80 | #3,46 | £2,61 | #1,05 | #1,07 | 0,64 | +0,46 +0,55 0,64 10,24 +1,85 +1,14 +0,01 +1,31 +0,95
125 20,7 21,2 19,6 15,8 16,9 20,8 19,6 18,5 18,2 17,8 16,9 20,1 16,5 15,8 17,8 14,3 13,9 15,5 19,0
+9,50 +1,68 | 0,79 3,16 | #2,27 | #1,32 | £2,98 | #0,18 | #0,79 | #4,11 +0,26 +2,09 40,39 +1,11 +2,55 +0,63 +0,89 +1,81
126 22,5 20,6 18,6 17,2 18,5 22,5 20,9 19,7 20,5 19,3 17,2 23,1 17,9 15,5 19,7 16,1 15,6 16,8 22,8
+0,76 +1,12 | #1,39 +1,24 | #2,51 | #1,93 | #2,18 | #0,89 | #1,29 | #0,74 +1,49 +1,94 +1,02 +2,71 +2,81 +0,13 +1,67 +4,27
127 15,8 17,9 18,2 16,6 15,6 19,9 17,5 16,6 17,4 16,7 16,8 20,8 16,2 16,1 12,7 13,9 12,2 14,4 14,4
+1,39 +0,70 | #1,16 +1,95 | #2,91 | +0,28 | #1,17 | #0,86 | *1,26 | +0,89 +0,72 +3,26 40,11 +1,38 7,21 +0,75 +0,37 +1,91
128 18,5 20,8 18,5 18,7 19,2 23,3 20,9 18,7 19,4 17,4 15,7 21,4 15,9 15,2 17,5 15,4 13,0 14,8 20,9
+1,15 +1,64 | #0,15 +1,50 | #1,21 | #3,75 | #1,90 | #0,90 | #1,56 | 0,83 40,92 3,43 0,02 2,67 +2,33 +2,07 10,73 +1,27
129 18,3 21,6 23,4 21,7 20,3 26,1 24,7 23,2 23,2 19,8 20,5 23,1 20,1 17,3 18,2 18,6 16,0 18,8 17,9
+1,48 1,78 | +2,46 0,51 | £0,24 | 2,15 | #1,89 | #1,79 | £2,04 | 1,04 10,29 $2,52 0,66 42,33 +1,25 10,64 +0,04 +1,05
13 0 11 16,9 16,3 15,7 16,9 20,0 17,5 16,1 17,9 15,3 14,9 16,7 14,4 14,0 13,4 13,3 12,8 12,0 13,8
+2,06 +0,89 | #0,65 2,25 | £3,12 | £#1,99 | 0,66 | 1,43 | #3,10 | #0,62 +0,03 $2,19 40,30 +1,19 +1,39 +1,02 +1,68 0,50
13 1 15,5 16,9 15,5 14,6 15,5 19,5 17,6 16,3 15,7 16,1 16,5 18,9 14,9 12,6 13,4 19,5 11,3 14,0 14,7
+0,61 +1,76 | 0,59 +0,94 | #1,28 | #1,95 | #1,67 | #1,14 | 1,80 | #1,23 +0,39 +3,79 40,28 +2,38 +1,29 +0,24 +0,19 +1,30
13 2 18,5 17,5 15,7 15,5 16,3 19,6 15,9 15,5 15,6 15,0 16,3 17,5 14,1 13,1 11,9 13,0 10,0 12,5 12,7
+0,88 +1,75 | 0,89 +0,54 | #1,02 | #1,85 | #1,68 | 0,69 | *1,86 | +0,69 +0,23 +4,22 +0,23 +1,89 +1,31 +1,14 +0,71 +1,39
133 22 20,2 19,6 17,7 19,4 22,8 20,7 20,4 20,2 18,6 20,9 23,4 17,9 16,3 31,3 17,4 14,4 15,5 22,6
+0,92 +1,75 | 0,32 +1,61 | #3,63 | #3,55 | #1,07 | #1,05 | 2,01 | #1,21 +0,94 +6,28 +0,17 +3,08 +12,25 +1,46 +0,96 +2,67
135 18,2 22,4 18,7 17,1 18,6 22,4 18,9 19,1 18,3 22,9 18,1 21,9 17,8 15,4 17,6 17,8 13,7 15,8 19,1
+2,85 +1,31 | 0,39 +2,48 | #2,57 | £2,20 | #0,06 | #¥1,33 | #¥1,09 | #4,57 +0,57 +1,50 40,16 +2,73 +1,75 +8,70 +1,61 +2,12




Anexo 111



Dose ingerida(g) /semana

Semana

-12 |12 |22 |32 |42 |52 |2 |72 g2 |92 102 |112 [122 |132 |142 |158 |16@ |172 |182
Animal
115 0,10 | 0,09 0,09 0,08 0,08 0,09 0,08 0,07 0,07 0,08 0,07 0,08 0,07 0,05 0,07 0,06 0,05 0,06 0,07
116 0,11 0,10 0,10 0,09 0,10 0,11 0,09 0,08 0,08 0,08 0,08 0,09 0,07 0,06 0,08 0,06 0,06 0,06 0,09
117 0,11 0,11 0,10 0,08 0,09 0,11 0,09 0,08 0,08 0,08 0,07 0,08 0,07 0,06 0,07 0,06 0,06 0,06 0,08
118 0,11 0,09 0,08 0,07 0,07 0,08 0,07 0,06 0,06 0,06 0,06 0,07 0,06 0,05 0,06 0,05 0,04 0,05 0,06
119 0,10 | 0,09 0,07 0,07 0,07 0,08 0,07 0,07 0,06 0,06 0,06 0,08 0,06 0,06 0,05 0,05 0,05 0,05 0,06
1 2 0 0,10 0,09 0,07 0,06 0,06 0,08 0,07 0,06 0,06 0,06 0,06 0,07 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
12 1 0,11 0,11 0,11 0,10 0,09 0,11 0,11 0,11 0,09 0,08 0,08 0,09 0,08 0,07 0,07 0,06 0,06 0,06 0,08
122 0,11 0,10 0,08 0,07 0,07 0,08 0,08 0,07 0,06 0,06 0,06 0,08 0,05 0,06 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
1 2 3 0,10 0,08 0,08 0,07 0,07 0,08 0,08 0,07 0,07 0,06 0,06 0,07 0,06 0,06 0,05 0,05 0,05 0,05 0,06
124 0,12 0,10 0,08 0,07 0,07 0,08 0,07 0,06 0,07 0,06 0,06 0,07 0,06 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
125 0,15 0,09 0,08 0,06 0,07 0,08 0,07 0,07 0,07 0,06 0,06 0,07 0,06 0,05 0,06 0,05 0,05 0,05 0,06
126 0,11 0,09 0,07 0,06 0,07 0,08 0,07 0,07 0,07 0,06 0,06 0,07 0,06 0,05 0,06 0,05 0,05 0,05 0,07
127 0,11 0,09 0,08 0,07 0,06 0,08 0,07 0,06 0,08 0,06 0,06 0,07 0,06 0,06 0,04 0,05 0,04 0,05 0,05
128 0,11 0,11 0,09 0,09 0,09 0,10 0,09 0,08 0,09 0,07 0,07 0,09 0,07 0,06 0,07 0,06 0,05 0,06 0,08
1 2 9 0,13 0,12 0,12 0,10 0,09 0,11 0,10 0,09 0,08 0,08 0,08 0,09 0,07 0,06 0,07 0,07 0,06 0,07 0,06
13 0 0,15 0,12 0,10 0,08 0,09 0,10 0,08 0,07 0,07 0,06 0,06 0,07 0,06 0,06 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
131 0,13 0,10 0,09 0,08 0,08 0,09 0,08 0,07 0,07 0,07 0,07 0,08 0,06 0,05 0,06 0,06 0,05 0,06 0,06
132 0,13 0,10 0,08 0,08 0,08 0,09 0,07 0,07 0,07 0,06 0,07 0,07 0,06 0,05 0,05 0,05 0,04 0,05 0,05
133 0,12 0,09 0,08 0,07 0,08 0,09 0,08 0,07 0,07 0,06 0,07 0,08 0,06 0,05 0,10 0,05 0,05 0,05 0,07

0,10 | 0,09 0,08 0,07 0,07 0,08 0,07 0,07 0,07 0,08 0,06 0,07 0,06 0,05 0,06 0,06 0,04 0,05 0,06

135




Anexo IV



Quantidade Calérica (Kcal)/semana

Semana

-12 112 |22 32 42 52 62 72 82 92 102 | 112 | 122 | 132 | 142 | 152 |162 |172 |182
Animal
115 57,4 61,2 65,9 60,4 61,8 70,0 62,9 56,6 54,1 61,1 50,1 60,7 52,1 40,6 56,1 49,7 40,0 51,8 59,8
116 49,6 61,2 65,1 63,5 66,0 73,9 66,1 61,3 63,3 59,7 63,2 75,1 56,3 47,7 63,7 50,8 47,7 54,2 72,7
117 65,1 71,0 70,0 62,7 64,0 81,6 74,3 64,2 63,6 63,8 55,0 70,4 53,3 45,2 61,4 50,4 46,1 53,3 64,9
1 18 64,5 76,0 68,1 67,0 67,6 83,3 69,5 61,3 64,2 66,2 68,6 73,1 60,6 55,8 67,8 53,7 48,4 57,2 62,9
119 67,2 75,5 61,5 57,2 62,6 73,9 68,1 60,2 60,0 56,0 57,9 76,4 57,7 57,1 54,1 55,7 53,0 54,4 57,5
120 59,9 81,0 69,2 59,5 61,4 75,2 66,6 60,4 64,0 61,0 60,8 77,5 59,1 52,9 54,8 54,3 53,7 56,1 56,6
12 1 55,3 65,8 65,7 62,3 64,9 78,1 76,7 81,8 66,8 64,5 61,7 74,1 57,3 56,6 59,5 52,5 47,6 54,3 70,0
1 2 2 63,0 77,2 63,5 61,8 57,9 73,5 68,9 60,1 60,9 55,3 60,8 74,0 52,4 55,1 45,7 50,0 44,6 47,2 50,3
123 57,4 64,8 65,0 56,7 59,6 73,0 74,0 61,8 61,5 61,4 61,5 68,2 60,2 56,1 54,4 54,4 49,3 53,5 55,6
124 67,2 76,5 | 68,7 62,1 65,6 74,6 65,1 61,4 65,8 61,0 66,6 69,5 62,8 57,0 56,8 57,5 53,2 55,6 57,4
1 25 64,1 80,5 74,6 60,1 64,0 79,1 74,4 70,3 69,1 67,5 64,5 76,5 62,6 60,0 67,7 55,4 52,8 59,0 72,2
126 69,8 78,1 70,5 65,3 70,3 85,5 79,6 75,0 77,8 73,4 65,4 87,8 68,0 59,0 74,8 61,3 59,2 64,1 86,5
1 27 49,1 68,1 69,2 63,2 59,1 75,8 66,5 63,1 66,0 63,4 63,9 79,2 61,7 61,0 48,2 52,9 46,3 54,7 54,6
1 28 57,4 64,6 57,4 58,0 59,6 72,4 64,8 58,1 60,2 54,0 48,6 66,4 49,3 47,1 54,1 47,8 40,2 45,8 64,7
129 56,8 67,1 72,7 67,2 63,0 81,0 76,6 72,1 71,9 61,5 63,6 71,6 62,4 53,5 56,4 57,8 49,7 58,2 55,4
130 34,1 64,4 61,8 59,6 64,4 76,1 66,6 61,2 68,0 58,2 56,4 63,4 54,7 53,4 51,1 50,6 48,7 45,8 52,2
13 1 48,1 64,4 58,9 55,6 58,7 74,0 66,7 62,0 59,5 61,0 62,8 72,1 56,6 47,8 51,0 51,4 43,2 53,2 55,9
1 3 2 57,4 66,3 59,8 59,1 61,9 74,5 60,6 58,8 59,3 57,0 62,0 66,5 53,6 50,0 45,3 49,4 38,2 47,4 48,4
133 68,2 76,8 | 74,5 67,2 73,9 86,6 78,8 77,6 76,7 70,8 79,6 89,0 68,2 62,0 118,8 | 66,0 54,8 58,8 85,9
135 56,3 853 | 71,1 65,0 70,7 84,9 71,7 72,6 69,5 87,3 68,09 | 83,3 67,8 58,6 66,7 67,8 52,0 60,2 72,4




Anexo V



Concentracdo proteica (ng/ml) das amostras de saliva recolhidas ao longo do ensaio

Animal
115 116 117 118 119 120 121 122 123 124 125 126 127 128 129 130 131 132 133 135
Dia da
Recolha
20-12 407,3 | 550,6 | 6415 | 3789 | 4431 | 8783 602,9 3816 | 571,1 3439,4 210,8 58,9 383,0 742,8 1425,3 J— 6036 | 58,7 | 5685 1251,1
2010
03-01- |— 414,9 435,6 6410,3 338,3 3901,6 540,2 6315,4 542,7 755,8 492,2 | 4637 | 3879
2011
25-01 429,2 2423,4 | 2453,6 601,8 679,6 572,7 1852,4 765,8 1520,4 415,6 669,1 836,4 1273,4 37655 1272,5 423,2 565,2 941,2 714,7 503,8
2011
21-02 6853 | 11183 | 6468,9 | 7281 | 5938 | 344,6 344,6 3633 | 5868 | 182482 1178,7 38330 557,5 7175,7 281,3 1083,8 5645 | 71683 | 650,9 1783,4
2011
922,2 1403,2 849,1 833,9 768,8 618,5 4025,3 4878,7 757,6 2544,9
08-04- _— | — —_— | | — e _— | _— | —
2011
02-05 648,7 999,3 712,4 1017,6 462,2 356,1 848,2 3319 545,8 1236,4 870 2288,4 503,5 1231,4 394,4 680 459,5 365 806,5 541,6
2011

Os codigos 115, 116, 117, 121, 128 e 129 dizem respeito aos animais que fazem parte do grupo controlo. Os cédigos 118, 119, 120, 122, 123, 124, 125, 126,
127,130, 131, 132, 133 e 135 dizem respeito aos animais que ingeriram a ragdo rica em gordura.

—— Amostras para as quais ndo foram efectuadas recolhas nos dias assinalados




Anexo VI



Gel da primeira recolha (20-12-2010)

MW 115 118 117 119 135 120 123 131

Gel da segunda recolha (03-01-2011)

116 124 121 125 MW 128 126 129 130

Nota: Os codigos 115, 116, 117, 121, 128 e 129 dizem respeitos aos animais do grupo controlo. Os codigos 118, 119, 120,
124, 125, 126, 130, 131 e 135 dizem respeito aos animais que ingeriram a rag@o rica em gordura. MW- Marcador de Massas
Moleculares.



Géis da terceira recolha (25-01-2011)

135 133 131 130 129 126 125 MW 124 121

123 122 120 117 119 116 118 115 MW

Nota: Os codigos 115, 116, 117, 121 e 129 dizem respeito a animais do grupo controlo. Os codigos 118, 120, 122, 123,
124, 125, 126, 130, 131, 133 e 135 dizem respeito a animais que ingeriram ragao hiperlipidica.



Géis da quarta recolha (21-02-2011)

132 123 122 117 120 116 118 115 MW

133 131 130 127 135 125 128 Mw 124 121




Gel da quinta recolha (08-04-2011)




Géis da ultima recolha (02-05-2011)




Anexo VII



% do volume da lane em cada gel de cada recolha ao longo do ensaio (média + Erro
Padrdo Média)

Recolha Controlo Tratamento

Primeira e segunda 9,74 +£2,24 11,76 + 2,04
Terceira 16,25 + 3,28 8,78+ 1,78
Quarta 9,58 2,21 10,37 +2,75
Quinta 545+1,16 8,33+ 1,67
Ultima 4,71+0,59 6,58+ 1,33




Anexo VIII



Presenca de lipidos nas estruturas de glandulas salivares de animais do grupo controlo e

tratamento
Controlo
Glandula Localizaggo Intensidade
Acinos +
Parétida Ductos _
Acinos +++
Submandibular Ductos +
Acinos -
Sublingual Ductos -
Tratamento
Acinos +
Parotida Ductos -
Acinos ++
Submandibular Ductos +
Acinos -
Sublingual Ductos _

-, negativo; +, fraco; ++, moderado; +++, forte.




Anexo IX



Determinacio do teor em acidos gordos presentes em oleo de

girassol

Amostra: Oleo de girassol 100% vegetal (Intermarchg)

Validade: 28/02/2012 (aberto em 01/09/2011 para efectuar o ensaio)

Lote: 060B L1010911

Derivado éster metilico do acido gordo tr £ DP (min) Teor = DP (%)
(n=3) (n=3)
C12:0 Lauric acid methyl ester 7,314 £ 0,006 0,008 = 0,001
C14:0 myristic acid methyl ester 11,609 £ 0,002 0,045 £ 0,008

C15:0 pentadecanoic acid methyl ester

13,927 + 0,002

0,011 +£0,002

C16:0 palmitic acid methyl ester 16,302 £ 0,008 5,39 £ 0,04
C16:1 palmitoleic acid methyl ester 16,642 + 0,003 0,0168 = 0,0006
C17:0 heptadecanoic acid methyl ester 18,500 £ 0,003 0,031 £ 0,001
C17:1 cis-10-heptadecenoic acid methyl ester 18,949 + 0,002 0,027 £ 0,002
C18:0 Stearic acid methyl ester 20,84 £ 0,02 2,990 £ 0,009
C18:1n9¢ Oleic acid methyl ester 21,28 £ 0,02 35,74 £ 0,02
C18:2n6¢ Linoleic acid methyl ester 22,27+0,03 54,056 £ 0,009

C20:0 Arachidic acid methyl ester

23,333 £ 0,004

0,051 +0,006

C18:3n6 y-Linolenic acid methyl ester 24,824 £ 0,002 0,24 £0,01
C18:3n3 Linolenic acid methyl ester 25,177 £ 0,002 0,16 £0,01
C21:0 Heneicosanoic acid methyl ester 26,082 £ 0,002 0,013 + 0,005
C20:4n6 arachidonic acid methyl ester 28,671 £ 0,003 0,22 £ 0,04
C23:0 tricosanoic acid methyl ester 29,288 £ 0,001 0,064 + 0,004
C24:0 lignoceric acid methyl ester 30,4937 = 0,0006 0,041 £ 0,003
C20:5n3 cis-5,8,11,14,17-Eicosapentaenoic 32,539+ 0,001 0,329 + 0,004
acid methyl ester

C22:6n3 cis-4,7,10,13,16,19- 32,985 £ 0,003 0,025 £ 0,004

Docosahexaenoic acid methyl ester

Obs: A quantificacdo foi efectuada com base nos derivados ésteres metilicos dos acidos gordos correspondentes;
DP- desvio padrdo; tr- tempo de retengdo (Omegawax 320 capillary column 30m, 0.32mm,0.25um); ensaio
triplicado (n=3).
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Reporting Tool version 1.1.4245.21949
Time of Report: 23:46 24-08-2011 (Hora de Verao de GMT)

Analysis Report: controlo.tif
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Lane Table
Lane Bands Band Volume Lane Volume
MW 8 290784,09 436382,99
115 11 295280,62 386092,99
119 12 341345,68 437073,52
116 15 348576,30 459455,72
120 14 357336,00 581555,60
117 11 709459,00 2381171,00
124 13 1128026,00 2536808,00
121 13 827992,00 2104338,00
127 15 858080,00 1916806,00
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Reporting Tool version 1.1.4245.21949
Time of Report: 23:46 24-08-2011 (Hora de Verdo de GMT)

Lane Data Report: controlo.tif, Lane 1

ﬁ..-.

totallab

Summary

Name: MW
Background

Background Type: Rolling Disc
Rolling Disc Radius: 200
Band Detection

Automatic Detection: Yes
Minimum Band Slope: 218
Band Noise Factor: 2
Percentage Maximum Peak: 0
Maximum Peak Measure: Lane

Edge Detection Method:
Band Positions Edited:

Automatic Edges

mr'.' i_r__ ‘-t_.—' =1

150

200
Pixel Position

251

[
300

350

Band Table

Band No Name Position (mm) Volume Vol+BkGnd Calib Vol(ug) Peak Height Area
1 16,94 20617,80 74989,00 - 39,80 660
2 21,36 18304,00 101629,00 - 33,05 990
3 27,33 19241,76 91781,00 - 35,01 858
4 32,72 55221,52 150253,00 - 67,18 1122
5 44,07 54463,50 162766,00 - 57,90 1320
6 54,27 30742,00 109014,00 - 39,27 1056
7 69,48 56440,29 161003,00 - 59,48 1386
8 75,25 35753,21 100368,00 - 54,60 858

Band No Band % Band %(Calib) Lane % MW (kd) Rf Width (mm)
1 7,090 0,000 4,725 250,000 0,201 1,92
2 6,295 0,000 4,194 150,000 0,253 2,89
3 6,617 0,000 4,409 100,000 0,324 2,50
4 18,991 0,000 12,654 75,000 0,388 3,27
5 18,730 0,000 12,481 50,000 0,523 3,85
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Reporting Tool version 1.1.4245.21949
Time of Report: 23:46 24-08-2011 (Hora de Verao de GMT)

Band No Band % Band %(Calib) Lane % MW (kd) Rf Width (mm)
6 10,572 0,000 7,045 37,000 0,644 3,08
7 19,410 0,000 12,934 25,000 0,824 4,04
8 12,295 0,000 8,193 20,000 0,893 2,50

totallab
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Reporting Tool version 1.1.4245.21949
Time of Report: 23:46 24-08-2011 (Hora de Verdo de GMT)

Lane Data Report: controlo.tif, Lane 2
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Summary

Name: 115
Background

Background Type: Rolling Disc
Rolling Disc Radius: 200
Band Detection

Automatic Detection: Yes
Minimum Band Slope: 218
Band Noise Factor: 2
Percentage Maximum Peak: 0
Maximum Peak Measure: Lane

Edge Detection Method:
Band Positions Edited:

Automatic Edges

Yes

[2]  [4]

b L
200

Pixel Position

251

Band Table
Band No Name Position (mm) Volume Vol+BkGnd Calib Vol(ug) Peak Height Area
1 11,93 25037,88 85837,00 - 41,00 792
2 14,43 12709,19 63947,00 - 23,91 660
3 19,63 9168,25 55678,00 - 26,24 594
4 22,90 5613,00 53115,00 - 12,74 594
5 35,80 6435,57 79789,00 - 11,45 858
6 41,96 25974,86 99497,00 - 42,58 792
7 45,23 62619,69 241601,00 - 42,02 1848
8 55,81 67998,89 186461,00 - 71,80 1254
9 59,28 16492,39 63109,00 - 39,72 528
10 69,48 4912,73 49943,00 - 11,15 594
11 7717 58318,18 114991,00 - 94,60 792
Band No Band % Band %(Calib) Lane % MW (kd) Rf Width (mm)
1 8,479 0,000 6,485 363,043 0,142 2,31
2 4,304 0,000 3,292 306,522 0,171 1,92
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Reporting Tool version 1.1.4245.21949 Iy

Time of Report: 23:46 24-08-2011 (Hora de Verdo de GMT) t t I I b

Band No Band % Band %(Calib) Lane % MW (kd) Rf Width (mm)
3 3,105 0,000 2,375 183,919 0,233 1,73

4 1,901 0,000 1,454 129,169 0,272 1,73

5 2,179 0,000 1,667 64,793 0,425 2,50

6 8,797 0,000 6,728 52,897 0,498 2,31

7 21,207 0,000 16,219 48,434 0,537 5,39

8 23,029 0,000 17,612 35,454 0,662 3,66

9 5,585 0,000 4,272 32,457 0,703 1,54

10 1,664 0,000 1,272 25,000 0,824 1,73

1 19,750 0,000 15,105 18,333 0,916 2,31
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