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RESUMO

A obesidade e o0 excesso de tecido adipose tanto em adultos como em
criangas estdo associados a disfungdo do normal funcionamento do sistema nervoso
autonomo (SNA) e do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (HHA). A variabilidade da
frequéncia cardiaca (VFC) esta estabelecida como uma ferramenta fiavel para a
caraterizacdo do equilibrio simpéatico-vagal do SNA. Existe evidéncia crescente que
suporta a imunoglobulina A salivar (slgA), o cortisol salivar (sCort) e a alfa-amilase
salivar (SAA) como biomarcadores fidedignos para avaliar a funcionamento do SNA
e do eixo HHA. O objetivo do presente estudo foi avaliar a VFC e determinar as
concentragcOes de sAA, sIigA e SCort em criangas obesas e com peso normal, bem
como analisar as suas associacbes com a composi¢cdo corporal. Um total de 50
criangas (20 com peso normal; 8 com excesso de peso; 22 obesas), entre 6-10 anos
de idade (6.2 + 1.16), de ambos os géneros (23 sexo masculino; 27 sexo feminino
foram avaliadas. As avaliacbes incluiram variaveis antropométricas (altura; peso;
IMC; perimetro cintura) e de composicdo corporal como a percentagem de gordura
total (%MGT) e a percentagem de gordura do tronco (%MGTr) acedidas por meio de
DEXA. Os niveis de atividade fisica foram avaliados por acelerémetria. A VFC foi
adquirida por meio de uma avaliacao de curta duracédo e analisados o racio LF/HF e
o SDNN. A saliva de repouso foi coletada e os niveis de slgA e SCort foram
determinados por técnica ELISA e a sAA por cinética enzimatica. Estatistica
comparativa e correlacbes parciais ajustadas ao género, idade e maturacdo foram
usadas. As criancas obesas apresentaram um valor de racio LF/HF e de sIgA
significativamente superior as ndo obesas. A %MGT e %MGTr apresentaram uma
associagao positiva com a sIgA, e negativamente com a sAA. Os nossos resultados
sugerem uma relacdo entre obesidade e disfuncdo simpéatico-vagal, e que uma
maior percentagem de tecido adiposo estd associada a maiores niveis de sIgA e

menores niveis de sAA.

Palavras chave: Obesidade infantil, Composicdo corporal, Variabilidade da

frequéncia cardiaca, Cortisol, Alfa-Amilase, Imunoglobulina A.
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ABSTRACT

The excess of adipose tissue in adults and children is associated with a
dysfunction in the normal activity of the autonomic nervous system (SNA) and
hypothalamus—pituitary—adrenal (HPA) axis. It is well established that heart rate
variability (HRV) is a reliable tool for the characterization of the sympathovagal
balance. Growing evidence supports salivary immunoglobulin (slgA), cortisol (sCort)
and alpha-amylase (sAA) as reliable biomarkers to access the functioning of the ANS
and HPA axis. The aim of the present study was to evaluate the HRV and determine
concentrations of sIgA, sCortisol, SAA on obese and normal weight children, as well
as their association with body composition in children. A total of 50 school children
(20 normal weight; 8 pre-obese; 22 obese), 6-10 year-olds (6.2 = 1.16), of both
genders (23 Males; 27 Females) were analyzed. Measurements included
anthropometric (height, weight, BMI) and body composition variables as percentage
of total body fat (%MGT) and percentage of trunk fat (%MGTr), acquired by DEXA.
Physical activity levels were accessed by accelerometry. Heart rate variability was
acquired by short term evaluation and analyzed the low LF/HF ratio and the SDNN.
Resting saliva was collected and levels of sIgA were determined by ELISA and sAA
by enzyme kinetics. Comparative statistics and partial correlations with gender, age
and maturational stage adjustments were used. Obese children presented
significantly higher LF/HF ratio and slgA than their normal weight counterpartes.
%TBF and %TF were significantly correlated with sIgA, and negative correlations
between %TBF, %TF and sAA were observed. Our results suggest an association
between the quantity of adipose tissue and sAA, and especially a nouvelle
association with slgA. Higher % body fat seems related to lower sAA and higher sigA

levels in children

Keywords: Childhood obesity, Body composition, Heart Rate Variability, Cortisol,

Alfa-Amilase, Immunoglobulin A.
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CAPITULO | - INTRODUCAO

O Sistema Nervoso Autonomo (SNA) e o eixo Hipotalamico-Hipofisario-
Adrenal (HHA) controlam importantes funcdes biolégicas no corpo humano.
Alteracdes da funcdo nestes dois sistemas estdo associadas a obesidade tanto em
adultos como em criancas, podendo levar a distirbios metabdlicos e a desregulacéo
do sistema cardiovascular, com alteracao da funcdo autondmica cardiaca (Licht et
al. 2010; Marques et al. 2010). A avaliacdo da funcdo do SNA através da
variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) e utilizacdo de biomarcadores salivares
como a alfa-amilase salivar (SAA), imunoglobulina A salivar (slgA) e cortisol salivar
(sCort) para aferir a funcdo do SNA e eixo HHA, podem ajudar a identificar padrbes
associados ao estadio de evolucdo de algumas patologias, severidade e também a
eficacia do tratamento (Marques et al. 2010; Nater & Rohleder, 2009). No entanto,
apesar desta evidéncia, os estudos que relacionam a obesidade infantil, com a VFC

e com biomarcadores salivares sdo escassos.

1.1 Objetivos do Estudo

O objetivo geral do presente estudo foi o de analisar parametros da VFC,
concentracdo de biomarcadores salivares de stress e de disfun¢cdo autonémica, e
niveis de atividade fisica em criancas obesas entre os 6 e 10 anos de idade. Mais
especificamente pretendeu-se:

i) Comparar os valores de parametros da VFC de dominio do tempo e de dominio

espectral em criangas obesas e com peso normal;

i) Comparar as concentracbes de biomarcadores salivares de stress (sCort) e
disfuncao autondmica (SAA e sIgA em criancas obesas e com peso normal;

12



iiil) Comparar os niveis de atividade fisica registados por acelerometria em criancas

obesas e com peso normal;

iv) Analisar as associacfes entre a composicdo corporal, parametros da VFC,
biomarcadores de stress e de disfuncdo autonémica, e os niveis de atividade
fisica, controlando para a idade, género e estadio maturacional,

1.2 Hipoteses do Estudo

Tendo por base os objetivos previamente explicitados, como hipoteses do
estudo assumimos que ocorram diferencas estatisticamente significativas entre as
criancas obesas e as criancas com peso normal nas varias variaveis em estudo,

nomeadamente:

i) As criancas obesas tenham uma menor VFC, menor concentracdo de siIgA e
menores niveis de atividade fisica moderada ou intensa, comparativamente as

criangas néo obesas;

i) As criangas obesas tenham uma maior concentracdo de sAA e sCort,

comparativamente as criancas ndo obesas;

Concomitantemente, assumimos que se verifiquem associacdes
estatisticamente significativas entre as varias varidveis em estudo (ajustadas a

idade, género e estadio maturacional), particularmente:

i) Associacéo positiva entre a quantidade de gordura e as concentracdes de sAA e
sCort, bem como, com o racio LF/HF (componentes espectrais LF e HF da
VFC);

13



i) Associacdo negativa entre a quantidade de gordura e a concentracéo de slgA e
com o SDNN (desvio padrdo da média dos intervalos R-R na analise temporal
da VFC);

1.3 Estrutura da Dissertacao

A presente dissertacdo estd estruturada em seis capitulos. O capitulo |
refere-se a introducdo onde se explicitam os objetivos e as hip6teses colocadas no
estudo. O capitulo Il destina-se a revisdo da literatura, onde € exposto o
enquadramento tedrico e conceptual acerca da obesidade infantil, VFC, e
biomarcadores de stress e de disfungdo autonémica. O capitulo Il reporta para a
metodologia utilizada, delimitando o desenho do estudo, os procedimentos e
materiais. Os capitulos IV e V descrevem os resultados e a discussdo dos mesmos,
respetivamente. No capitulo VI séo referidas as conclusdes do estudo e sugeridas e
recomendacdes para futuros trabalhos de investigacéo nesta area.

14



CAPITULO Il - REVISAO DA LITERATURA

2.1 Obesidade Infantil

2.1.1 Definicdo de Obesidade

A OMS define a obesidade como uma doenca em que 0 excesso de gordura
corporal acumulada pode atingir graus capazes de afectar a saude. O excesso de
gordura resulta de sucessivos balancos energéticos positivos, em que a quantidade
de energia ingerida é superior a quantidade de energia dispendida. Os factores que
determinam este desequilibrio sdo complexos e incluem factores genéticos,
metabdlicos, ambientais e comportamentais. Este desequilibrio tende a perpetuar-
se, pelo que a obesidade é uma doenca cronica (WHO, 2000).

2.1.2 Diagnostico

O diagnéstico de pré-obesidade e de obesidade apesar das limitacbes deste
método, faz-se através do célculo do indice de Massa Corporal (IMC), e se
determina dividindo o peso em quilogramas, pela altura em metros elevada ao
guadrado. Considera-se que ha excesso de peso ou pré-obesidade quando o IMC é
> a 25 e que ha obesidade quando o IMC é = 30 (WHO, 2000). Os critérios de
diagnéstico para a obesidade infantii e na adolescéncia sdo controversos. No
entanto, a utilizacdo do IMC para o diagndstico do excesso de peso ou obesidade é
o0 parametro mais usado. Regendo-se por pontos de corte para a pré obesidade
(percentil = 85 e < 95) e para a obesidade (percentil = 95) relacionados com as
curvas de crescimento (Cole et al. 2000). Em Portugal, a ultima revisdo das curvas
de crescimento foi em 2005, tendo a Dire¢do Geral de Saude (DGS) optado por
substituir as curvas da relacdo peso-estatura pelas do IMC, mais adequadas a
correta monitorizacao do estado de nutricdo de cada crianca (DGS, 2005).

15



2.1.3Prevaléncia

A obesidade infantil representa um dos mais preocupantes problemas de
salde publica em Portugal e um enorme desafio ao Sistema Nacional de Saude e
para a sociedade em geral. Segundo dados da OCDE (2010), Portugal € o terceiro
pais na Unido Europeia com maior taxa de prevaléncia de obesidade infantil. O
Health at a Glance 2010 (OECD, 2010) revela que 19% das criancas portuguesas
entre os 11 e os 15 anos a apresentam excesso de peso ou ja sdo obesas. Os
dados do Observatério Nacional de Obesidade e Controlo de Peso, sobre obesidade
infantil sdo ainda mais alarmantes, o excesso de peso e a obesidade acometem
29% e 12,5% das criancas portuguesas, respectivamente, e 28,2 % e 11,3% dos
adolescentes (Miranda et al. 2010). Confirmando a tendéncia de evolucdo da
prevaléncia da obesidade infantil revelada anteriormente por outros estudos (Ribeiro
et al. 2003; Padez, 2004; INE, 2009).

2.1.4Impacto na saude

As complicacBes para a saude da pré-obesidade e obesidade infantil sdo
multiplas, traduzindo-se principalmente num aumento de factores de risco
cardiovascular, complicacbes metabdlicas e enddécrinas, distlrbios psicolégicos e
mesmo morte subita. (Dietz, 1998; WHO, 2000; NICE, 2006; SIGN, 2010). A
literatura refere também, em adultos e criangas com excesso de peso ou obesidade,
a presenca de disfuncdo do SNA e do eixo HHA, bem como a existéncia de um
estado inflamatério sistémico de baixo grau (Visser et al. 1999; Licht et al. 2010;
Marques et al. 2010).

16



2.2 Funcdo Autondmica Cardiaca

A avaliacdo da funcdo autondémica cardiaca € uma pedra basilar na
elucidacdo sobre o funcionamento do SNA, tanto em meio clinico como em
investigacdo (Freeman, 2006). A frequéncia cardiaca e o ritmo cardiaco, apesar da
sua automaticidade intrinseca, respondem dinamicamente a perturbacdes
fisiologicas mediadas pelo SNA simpatico e parassimpatico (Appel et al. 1989).
Mesmo em repouso a frequéncia cardiaca varia ciclicamente, sofrendo interferéncia
direta da respiracao, atividade baroreflexa e da termoregulacéo (Kleiger et al. 2005).
A maior variacdo da frequéncia cardiaca ocorre com as alteracdes circadianas,
particularmente diferencas na frequéncia cardiaca entre o periodo diurno e noturno
(Molgaard et al. 1991). O exercicio e as emocdes também interferem nesta variacao.
Estas flutuacdes da frequéncia cardiaca reflectem a modulacdo autonémica e
revestem-se de significAncia progndstica nos estados patolégicos (Kleiger et al.
2005).

Na funcao cardiaca existe uma interacao constante da atividade simpatica e
da parassimpatica. A influéncia parassimpéatica é mediada via libertacdo de
aceticolina pelo nervo vago, promovendo a ativacdo dos recetores muscarinicos da
acetilcolina no nédulo sinosal, resultando no inicio da despolarizacao diastélica
lenta. A intervencdo simpdtica na frequéncia cardiaca é mediada pela libertacdo de
adrenalina e noradrenalina, levando a ativacdo dos receptores (3-adrenégicos, que
resulta numa aceleracdo da despolarizacdo diastélica lenta. Em condicbes de
repouso, o ténus vagal prevalece sobre o simpético, e as variacdes do periodo
cardiaco estdo largamente dependentes da modulacdo parassimpatica. O nddulo
sinosal é rico em acetilcolinesterases, o que faz com que haja uma resposta rapida a
qualquer estimulo vagal, porque a acetilcolina é rapidamente hidrolisada. A
influéncia parassimpéatica excede os efeitos da activacdo simpatica, provavelmente
via dois mecanismos independentes, a funcdo colinérgica induz uma reducdo da
libertacdo de noradrenalina em resposta a actividade simpéatica, e induz também,
uma atenuacao da resposta a um estimulo adrenérgico (Task Force, 1996).

17



2.2.1Variabilidade da Frequéncia Cardiaca

A variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) é uma ferramenta ndo invasiva
para a avaliacdo e estudo da funcdo autondémica cardiaca tanto em condicdes
fisiologicas como em condicdes patoldgicas. A VFC descreve a oscilagdo intervalos
entre batimentos cardiacos consecutivos (intervalos R-R) através da avaliacdo do
sinal electrocardiogréafico (ECG). As variacdes dos intervalos R-R adquiridas durante
condicdes de repouso representam um bom indicador dos mecanismos de regulacao
autonémica cardiaca, nomeadamente sobre a forma como os estimulos aferentes e
eferentes simpéticos e parassimpaticos interagem nos mecanismos de controlo
batimento a batimento. E a actividade eferente simpatica e parassimpatica no nédulo
sinosal que permite em cada ciclo cardiaco a interaccdo sincronizada de
mecanismos centrais (ex: centro vasomotor e centro respiratério) e mecanismos
periféricos (ex: pressao arterial e movimentos respiratérios), gerando flutuacdes
ritmicas da descarga neural eferente. A analise destas flutuacdes ritmicas pode
permitir inferéncias sobre o estado e fungdo dos mecanismos centrais, da actividade
eferente simpatica e parassimpética, dos factores humorais, e do nédulo sinosal
(Task Force, 1996).

2.2.1.1 Métodos de Aquisicao

Existem duas configuracbes usuais, através das quais a VFC pode ser
avaliada, as avaliacbes de curta duracdo e as avaliacbes de longa duragédo. As
avaliacbes de curta duracdo devem ser realizadas em ambiente laboratorial
controlado, ventilacdo controlada, farmacos, ou outras manobras que desafiem o
sistema nervoso autbnomo. As avaliacdes de longa duracdo da VFC podem ser
determinadas através da gravacao do sinal ECG durante 24 horas, permitindo aos
sujeitos realizarem as suas actividades normais do dia-a-dia. As gravagdes de 24
horas sao particularmente Uteis para estratificacdo do risco em varias patologias,
mas também para quantificar a disfungdo autondmica. Os métodos mais usados
para quantificar a VFC podem ser caracterizados como: dominio do tempo; dominio
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das frequéncias ou espectral; geométrico; e nao linear. A sensibilidade baroreflexa e
a turbuléncia da frequéncia cardiaca podem ser também consideradas como
parametros de VFC (Kleiger et al. 2005).

2.2.1.2 Métodos de Anélise

O método mais simples para a andlise da VFC é através de medidas no
dominio do tempo. Com este método sdo medidos os intervalos de tempo entre
ondas R normais (intervalos R-R ou NN) durante um periodo de gravacdo. A partir
dos intervalos directamente ou a partir das diferengas entre intervalos num
determinado periodo de tempo, uma variedade de variaveis estatisticas podem ser
calculadas (Tabela 1.) O desvio padréo de todos os intervalos R-R normais (SDNN)
durante um periodo de 24 horas é a medida mais usada no estudo da VFC no
dominio do tempo, em aquisicbes de curta duracdo € utilizado o SDNN durante um
periodo de 5 minutos. As variaveis mais comummente calculadas entre as
diferencas entre intervalos R-R normais sao rMSSD, NN50, e PNN50 (Kleiger et al.
2005; Task Force, 1996).

Tabela 1 - Medidas no Dominio do Tempo da VFC (Adaptado de Kleiger et al. 2005)

SDNN Desvio padrdo de todos os intervalos R-R (NN)

rMSSD Raiz quadrada da média dos quadrados das diferencas de intervalos
NN sucessivos

NN50 Numero de intervalos NN que diferem >50ms do intervalo anterior
pPNN50 Percentagem de intervalos NN que diferem >50ms do intervalo
anterior

Noite-dia Média dos intervalos R-R da noite menos a média dos intervalos R-R
diferenca do dia.
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A analise da VFC no dominio das frequéncias ou andlise espectral visa
quantificar a ciclicidade das flutuacdes dos intervalos R-R, para esse fim € utilizado a
transformada rapida de Fourier ou técnicas autoregressivas. Os componentes
espectrais obtidos com este tipo de andlise sdo diferentes consoante a duracdo da
aquisicdo. Nas aquisicOes de curta duracdo, normalmente segmentos de 2 a 5
minutos de ECG, séo distinguidos trés componentes espectrais principais: muito
baixa frequéncia (VLF); baixa frequéncia (LF); e alta frequéncia (HF). A distribuicao
da poténcia e da frequéncia central dos segmentos LF e HF ndo séo constantes,
variando de acordo com as modula¢des autondmicas do periodo cardiaco. O racio
entre os componentes LF e o HF (LF/HF) é utilizado como indicador do equilibrio
dindmico entre o SNA simpéatico e parassimpatico. Nas avaliacdes de 24 horas pode
ser analisado outro componente, o componente de ultra-baixa frequéncia (ULF)
(Task Force, 1996; Kleiger et al. 2005).

2.2.1.3 Aplicabilidade Clinica

A VFC é um indicador simples e nao-invasivo para o estudo da funcédo
autonomica cardiaca num variado niumero de patologias, incluindo a obesidade, com
fiabilidade comprovada nas criancas (Dietrich et al. 2010). A assuncdo da
importancia clinica da VFC surgiu na década de 80, quando foi confirmada como um
indicador independente de mortalidade apds enfarte agudo do miocéardio (Task
Force, 1996). Desde essa altura a VFC tem sido usada para aferir a funcao
autonomica e/ou quantificar o risco de uma grande variedade de patologias, tanto do
foro cardiaco como de outros tipos. Estas incluem, entre outras, acidentes
vasculares cerebrais, esclerose mdltipla, doenca renal, diabetes mellitus, doenca
cardiaca isquémica, enfarte do miocéardio, pacientes que esperam por transplante
cardiaco, patologia valvular cardiaca, insuficiéncia cardiaca, e também a obesidade
(Task Force, 1996; Laederach-Hofmann et al. 2000; Kleiger et al. 2005).
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2.3 Biomarcadores Salivares de Disfuncdo Autondémica e de Stress

A saliva é um fluido mucoseroso exdcrino ligeiramente &acido constituido
predominantemente por agua (97-99,5%). As funcbes da saliva sdo a lubrificacéo,
digestdo, e formacdo de uma barreira semipermeavel bioativa que recobre a
superficie oral e que regula a flora oral (Mandel, 1987). A saliva € uma complexa
mistura de secrecdes das glandulas salivares maiores e pequenas e de substancias
oriundas do fluido crevicular gengival, secre¢cdes brdonquicas ou nasais, células
epiteliais descamadas, restos de alimentos, e microrganismos (Kaufman & Lamster,
2002). Existem trés grandes glandulas salivares em cada lado da face: paroétida,
submandibular, e a sublingual. Adicionalmente, existem numerosas pequenas
glandulas salivares que também contribuem na producéo de saliva. As glandulas
salivares fazem parte do trato digestivo, e sdo compostas por células acinares,
células de sistema de ductos, e células mioepiteliais (Humphrey & Williamson,
2001).

A saliva pode ser denominada de saliva total quando € uma mistura das
secrec¢des das varias glandulas ou saliva ductal quando € o fluido produzido por uma
s6 glandula, pode ser ainda caraterizada de saliva de repouso ou estimulada. Sem
haver estimulacdo, 20% da saliva deriva glandulas parétidas, 65% das glandulas
submandibulares, e 7-8% das glandulas sublinguais. Quando é estimulada, a
contribuicdo das diferentes glandulas altera-se, passando as parétidas a produzirem
mais de 50% da saliva total (Humphrey & Williamson, 2001).

O controlo da secrecdo salivar depende de mecanismos neurais,
nomeadamente do controlo do SNA, mas também de mecanismos celulares (Nater
& Rohleder, 2004). As células acinares das glandulas salivares séo inervadas tanto
por ramos do SNA simpatico como do parassimpatico (Emmelin, 1987). A inervacéo
parassimpatica, via acdo colinérgica provoca vasodilatacdo, aumentando a fluidez
da saliva e diminuindo a presenca de compostos organicos e inorganicos. Por outro
lado, a inervacdo simpatica, via acdo adrenérgica, provoca vasoconstricao,
diminuindo o volume do fluxo salivar, aumentando a quantidade de proteinas e

produtos inorganicos (Humphrey & Williamson, 2001).
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2.3.1 Alfa-Amilase

A sAA é um biomarcador ndo invasivo e de facil obtencdo sobre o
funcionamento o SNA simpético (Nater & Rohleder, 2009), sendo uma das mais
importantes enzimas na digestdo dos hidratos de carbono. Consiste em duas
familias de isoenzimas, em que uma parte é glicosilada e a outra parte ndo contém
hidratos de carbono (Bosch et al. 2011). Ao contrario do cortisol a sAA parece nao
sofrer grandes variagcdes ao longo dia, apresentando valores mais baixos ao acordar
gue vao aumentando com o decorrer do dia (Bosh et al. 2008). Varios estudos em
humanos e animais revelam que a ativacdo simpatica induzida pelo stress, exercicio,
farmacos, ou via estimulacdo nervosa, aumentam uniformemente a secrecdo de sAA
e a sua atividade na boca (Wolf et al. 2008; Nater & Rohleder, 2009). Altera¢cdes da
concentracdo sAA estdo associadas a implicagbes para a saude varias, patologias
respiratorias, alteracdo do sono, ansiedade e alteracées do sono. Comecando a
haver evidéncia que podera estar também associada a disfungdo autonémica (Wolf
et al. 2008). Relativamente a uma possivel relacdo entre sAA e indicadores de
obesidade até ao momento, que tenhamos conhecimento, ainda ndo foram

publicados quaisquer estudos.

2.3.2 Imunoglobulina A

A producdo de IgA, especificamente a IgA presente nas secrecdes
corporais, como por exemplo na saliva e lagrima, desempenha uma fungcdo muito
importante no sistema imunitario das mucosas. Na saliva a IgA juntamente com a
SAA, lactoferrina e a lisoenzima, atuam como a primeira linha de defesa contra os
agentes patogénicos presentes na mucosa oral (Walsh et al. 2011). Essa defesa
contra 0s agentes patogénicos € assegurada por diversos mecanismos: i)
interferindo na aderéncia microbiana a superficie da mucosa; ii) inibindo a
penetragdo dos antigenes na membrana epitelial; iii) conjungdo com antigenes na

superficie basolateral do epitélio da mucosa, de modo a facilitar a sua eliminagéo por
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exocitose; iv) mecanismos de protecdo tanto ao nivel intracelular como extra celular
(Brandtzaeg, 1992).

Nos humanos existem duas subclasses de IgA, diferindo na sequéncia de
aminoacidos e no processo de glicolizacdo da cadeia pesada alfa. A subclasse IgAl
predomina (aproximadamente 90%) no plasma, enquanto a IgA2 predomina na
maior parte das secrecfes das mucosas. Num adulto normal a saliva contém
aproximadamente 60% da subclasse IgAl. A investigacdo relacionada com a slga
tem-se centrado quase na totalidade em populacdes praticantes de exercicio,
nomeadamente em atletas, devido a assuncdo que os atletas tém maior prevaléncia
de patologia inflamatéria e infeciosa do trato respiratorio (Gleeson et al. 1999). No
entanto, estudos mais recentes reportam que 0s niveis de slgA ndo sao diferentes
entre os individuos sedentérios e atletas, exceto quando os atletas estdo envolvidos

em periodos de treino intenso (Walsh et al. 2011).

Sendo a secrecéo da slgA controlada pelas aferéncias do SNA e sofrendo
influéncia do eixo HHA, sabendo que a obesidade estd associada a alteracdes do
SNA e do eixo HHA, a possivel relacdo entre indicadores de obesidade e sIgA até a

data foi muito pouco estudada.

2.3.3 Cortisol

O cortisol é a principal hormona glucocorticéide nos humanos, influenciando
uma larga variedade de processos e sistemas biolégicos. O cortisol intervém na
funcdo cardiovascular e respiratoria, sistema imunitario e processos inflamatdérios,
metabolismo da glicose, modulacdo da resposta ao stress e fisiologia reprodutiva
(Sapolsky et al. 2000; Fries et al. 2009). Num adulto normal as glandulas
suprarrenais segregam entre 5 a 15mg de cortisol por dia. A secrecao do cortisol é
caracterizada por uma marcada ritmicidade circadiana, com um aumento dos niveis
de cortisol ao acordar, denominada de resposta do cortisol ao acordar (CAR),
seguida de uma baixa gradual atividade do cortisol no periodo da tarde e noite,

atingindo concentracbes minimas durante a primeira metade da noite (Bjorntorp &
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Rosmond, 2000; Stalder et al. 2011;). Apenas uma pequena fracdo do cortisol
produzido é excretada sob a forma de cortisol livre, o resto € eliminado no decorrer

de varios processos metabdlicos antes da excrecado urinaria (Walker & Seckl, 2001).

2.3.3.1 Metabolismo do Cortisol

A libertacdo do cortisol para a corrente sanguinea e a manutencdo deste
dentro de niveis fisiol6gicos depende directamente da actividade do eixo HHA
(Walker & Seckl, 2001). A atividade do eixo HHA é regulada pela secrecao de
corticotropina (HLC) e vasopressina (AVP) pelo hipotadlamo, mais especificamente
pelo nucleo paraventricular do hipotalamo. A HLC e a AVP vao ativar a secrecéo da
hormona adrenocorticotropica (ACTH) pela hipdéfise, que vai estimular o cértex
adrenal a secrecdo de glucocorticéides para a corrente sanguinea, sendo o cortisol o
principal (Fries et al. 2009). O cortisol vai entdo interagir com 0s seus recetores em
multiplos tecidos-alvo, um dos recetores do cortisol é a leptina que é produzida nos
adipécitos (Syed & Weaver, 2005). Os niveis de cortisol interferem também no eixo
HHA, onde sao responsaveis pela inibicdo negativa por feedback da secrecdo da
ACTH pela hipéfise e da HLC a partir do hipotalamo (Jurena et al. 2004).

2.3.3.2 Mensuracéo e Valor Clinico

O cortisol pode ser mensurado no plasma sanguineo e na saliva nas suas
formas activas e pode ser medido na urina na sua forma livre (Restituto et al. 2008).
A mensuracédo do cortisol salivar € um método fiavel para afericdo da actividade do
eixo HHA, existindo correspondéncia com os niveis de cortisol plasméatico. A
avaliacdo do cortisol salivar matinal demonstra uma correlagcéo significativa com o
cortisol plasmatico tanto em individuos saudaveis como em individuos com patologia
(Licht et al. 2010; Restituto et al. 2008).
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Alteracdes ao ritmo circadiano normal do cortisol ou da sua resposta a um
estimulo estdo associadas ou aumentam a susceptibilidade a processos que levam
ao desenvolvimento de varias doencas (Wolf et al. 2008). A situacdo paradigmatica
dos efeitos negativos para a saude com a alteracdo do ritmo do cortisol ocorre nos
pacientes com a sindrome de Cushing’s. Este sindrome caracteriza-se por niveis
elevados de cortisol enddgeno, estando nestes pacientes o excesso de cortisol esta
diretamente relacionado com a obesidade, resisténcia a insulina, diabetes mellitus

tipo 2, hipertensao e dislipidemia (Soros et al. 2008).
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CAPITULO lll - METODOLOGIA

3.1 Plano Geral de Trabalhos

3.1.1 Enquadramento

Este trabalho resulta de uma parceria com o projeto ACORDA (Adolescentes
e Criancas Obesas em Regime de Dieta e Atividade Fisica) desenvolvido pelo
CIAFEL (Centro de Investigacdo em Atividade Fisica, Saude e Lazer) da Faculdade
de Desporto da Universidade do Porto (FADEUP). O projeto ACORDA insere-se
num estudo longitudinal aplicado a jovens com excesso de peso e obesidade, cujo
principal objetivo visa a alteracdo de comportamentos, proporcionando 0 acesso
facilitado a pratica da atividade fisica orientada, associando a supervisdo alimentar e

clinica.

O nosso estudo foi enquadrado no plano de trabalhos da avaliagéo inicial
decorrente do projeto ACORDA implementado em criangas das Escolas do Ensino
Béasico e 1°Ciclo (EB1) do Agrupamento de Escolas de Santa Barbara, Concelho de
Gondomar. Associamo-nos a este plano do estudo, avaliando a VFC e efetuando
recolha de saliva para a andlise de pardmetros imunitérios, hormonais e marcadores

inflamatorios.

3.1.2 Desenho do Estudo

As avaliacbes foram realizadas em 3 sabados do més de Janeiro de 2012,
da parte da manha, entre as 9h0Om e as 13h00m, nas instala¢gdes do CIAFEL na
FADEUP. Estas avaliacOes foram efetuadas sempre pelos mesmos observadores,
no sentido de reduzir os possiveis erros inter observacdo. Todas as criancas

pertencentes a amostra e respetivos pais foram informados que deveriam estar
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presentes para as avaliacbes com um jejum de 12 horas, podendo apenas beber
agua, apos o jantar do dia anterior.

3.2 Procedimentos e Materiais

3.2.1 Autorizacdes e Consideracdes Eticas

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Revisdo do Conselho
Cientifico da Faculdade de Desporto da Universidade do Porto. Sendo parte do
projeto ACORDA desenvolvido em meio escolar, este foi também aprovado pelas
direccdes das Escolas EB1, Direccdo do Agrupamento de Escolas de Santa Barbara
e Direcdo Regional de Educacdo do Norte (DREN).Todos os procedimentos a
realizar foram explicados as criancas e respetivos pais. Aos pais foi pedido para
assinarem um termo de consentimento informado e as criancas foi pedido o
consentimento verbal. Foram respeitadas todas as regras de conduta expressas na
Declaracao de Helsinquia, a legislacdo nacional em vigor e a confidencialidade das
informacdes recolhidas.

3.2.2 Caraterizacdo da Amostra

As criancas que constituiram a amostra neste estudo participaram no
programa ACORDA implementado em 3 Escolas EB1 do Agrupamento de Escolas
de Santa Bérbara no Concelho de Gondomar. Neste estudo participaram um total de
50 criangas, com idades compreendidas entre 0os 6 e 10 anos de idade (6,2 + 1,16)
de ambos os géneros (27 do sexo feminino; 23 do sexo masculino). Segundo as
curvas de crescimento de IMC e os pontos de corte adotados pela DGS para
Portugal (Cole et al. 2000), dessas 50 criancas que constituiram a amostra, 20
tinham peso normal, 8 eram pré-obesas e 22 eram obesas.
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Tabela 2 - Caracteristicas gerais da amostra

Rapazes (N) 23
Raparigas (N) 27

Idade (anos) 6,2+1,16%
Maturagéo (Tanner) 1,36 £ 0,5
Peso Normal 20

Pré obesos® (N) 8

Obesos® (N) 22

*Média + DP

BPontos de corte (Cole et al. 2000

3.2.2.1 Critérios de Inclusao

Os critérios de inclusdo adotados foram: criancas que participavam no projeto
ACORDA provenientes das Escolas EB1 do Concelho de Gondomar; idades

compreendidas entre os 6 e 0os 10 anos idade;

3.2.2.2 Critérios de Exclusao

Os critérios de exclusdo foram: maturacdo sexual prematura; patologia
cardiovascular; patologia auto-imune; patologia psiquiatrica ou estados depressivos;
patologia ortopédica; medicacdo no ultimo més. Os critérios de exclusdo foram
aferidos previamente através de questionario aos pais.
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3.2.3 Avaliagdo Antropométrica

3.2.3.1 Estaturaem Pé

Para determinar a estatura total dos individuos (medida correspondente a
distancia entre a regido plantar e o vértex) foi utilizado um estadiémetro da marca
Harpender. O avaliado estava descalco, ficando postado em posicdo anatomica
sobre a base do estadibmetro encostando a parte posterior do corpo e a cabeca
posicionada no Plano de Frankfurt, estando em apneia inspiratéria no momento da
medida (Tritschler, 2003).

3.2.3.2 Massa Corporal

Para a avaliacdo da massa corporal foi utilizada uma balanca electrénica da
marca Seca (modelo 708). Os sujeitos estavam descal¢cos e apenas em roupa
interior, colocaram-se no centro da plataforma permanecendo iméveis até ao
processamento do resultado. A leitura dos valores foi realizada apds estabilizacédo
dos digitos da balanca, sendo o peso expresso em quilogramas com aproximacao
as décimas (Tritschler, 2003).

3.2.3.3 Indice de Massa Corporal

Para avaliagdo do IMC, definido como a razdo do peso corporal em
quilogramas pela estatura expressa em metros elevada ao quadrado, utilizou-se o
indice de Quetelet (IMC = Kg/m?) (Tritschler, 2003). Através das curvas de referéncia
relacionadas com a idade e género estabelecidas pela DGS, e respetivos pontos de
coorte (Cole et al. 2000) as criancas que faziam parte da amostra foram
classificadas como tendo um peso normal (percentii = 5 e < 85), pré obesas
(percentil = 85 e < 95) ou obesas (percentil = 95).
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3.2.3.4 Perimetro da Cintura

Para a medicdo dos perimetros utilizou-se uma fita métrica flexivel e nédo
elastica da marca Seca com precisdo de 0,1 centimetros. As medi¢Bes foram
realizadas com os individuos em roupa interior e em posi¢cao anatomica. O perimetro
da cintura foi medido no ponto médio entre a margem inferior da Ultima costela e a

crista iliaca, num plano horizontal, no final da expiracdo normal (Malina et al. 2004).

3.2.4 Avaliacado da Composicéao Corporal

A composicao corporal foi avaliada por DEXA (dual-energy X-ray
absorptiometry) da marca Hologic, modelo Explorer. Este procedimento de avaliacao
teve uma duracdo de 20min, os elementos da amostra colocaram-se na posi¢céao de
decubito dorsal com os membros superiores em extensdo junto ao tronco e 0s
membros inferiores em extensdo, com uma ligeira abducéo dos pés. Previamente a
avaliacdo os sujeitos tiveram que retirar a roupa e todos os objetos metalizados
(brincos, reldgios, entre outros) e vestiram uma bata. A partir da avaliacdo por DEXA
foram utilizados os dados relativos a percentagem de massa gorda total (%MGT) e
percentagem de massa gorda no tronco (%MGTTr).

3.2.5 Avaliagdo do Estadio Maturacional

Na avaliacdo do estadio maturacional os sujeitos da amostra foram
guestionados separadamente por um professor ou professora no caso de ser rapaz
ou rapariga, respetivamente. Cada sujeito registou o seu estagio sexual secundario:
o estagio do desenvolvimento da mama para as raparigas e o pélo pubico para os
rapazes de acordo com os critérios estabelecidos (Tanner & Whitehouse, 1976)
previamente usados e validados numa amostra semelhante (Mota et al. 2002).
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3.2.6 Avaliacdo da Atividade Fisica por Acelerometria

3.2.6.1 Aquisi¢cao dos Dados

A atividade fisica da amostra foi avaliada durante 7 dias consecutivos
usando acelerometros da marca Manufacturing Technology Inc. (MTI) e modelo
GTX3. O modelo de acelerometros usado dispde de um inclinbmetro para
determinar a posicdo do sujeito e que permite identificar periodos em que o
dispositivo tenha sido removido, dispbe também de um sensor de movimento
eletronico que mede aceleracbes/desaceleracées no plano vertical do movimento
corporal. Neste estudo, o acelerémetro foi colocado ao nivel da anca através de uma
fita elastica. O “epoch period” (duracéo do periodo amostragem) do acelerémetro foi
definido para 10 segundos e o output foi definido para fornecer o nimero de counts
(contagens) por minuto (counts/min). Os estudos para validacao deste acelerémetro
sugerem que o mesmo fornece uma medicdo valida e fiavel da atividade fisica em
criancas, com uma forte correlacdo com o gasto energético avaliado por calorimetria
indireta (Trost et al. 1998; Ekulund et al. 2000; Brage et al. 2003)

Previamente a avaliacdo foram disponibilizados aos sujeitos da amostra
instrucdes escritas sobre os cuidados a ter e sobre a colocacdo dos acelerémetros.
Foi também facultado aos sujeitos um diario, que estes deveriam preencher com as
atividades realizadas desde o momento de levantar de manha até ao momento de
deitar a noite, incluindo o horéario escolar, e que nele também indicassem quando
retirassem o acelerémetro, como por exemplo para tomar banho ou fazer natacgéo.
Antes do inicio de cada avaliacdo, cada dispositivo foi testado no sentido de
averiguar possiveis fun¢gfes anormais e aferir a duragéo da bateria. Os dispositivos
foram iniciados de acordo com as instru¢cdes do fabricante.
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3.2.6.2 Tratamento dos Dados

Para aferir os niveis de atividade fisica o numero de contagens obtidas foi
somado para cada hora, entre as 7h00 e as 24h00 de modo a representar um
padrdo de atividade diario normal de uma crianca. Os critérios de inclusdo para a
analise dos dados foram: 1) gravacao de um periodo minimo de 4 dias da semana e
1 dia no fim de semana; 2) gravacao de mais de 600 minutos por dia. Periodos de
tempo de pelo menos 10 minutos em que o dispositivo ndo detetou qualquer “count”
ndo foram considerados para analise (Troiano et al. 2008). Na andlise dos dados
foram utilizados pontes de corte de modo a caraterizar a intensidade das atividades
realizadas pelos sujeitos. Os pontos de corte utilizados foram (Anderson,
Hagstromer, & Yngve 2005): actividades sedentarias (AFS) entre 0 e 499 counts;
actividades ligeiras (AFL), 500 a 1999 counts; actividades moderadas (AFM), 2000 a
2999 counts; actividades vigorosas (AFV), 3000 a 4499 counts e para actividades
muito vigorosas (AFMV), numero de counts superior a 4500. Os dados recolhidos
pelos acelerémetros foram processados pelo uso de um software especifico
denominado Propero.

3.2.7 Anélise dos Biomarcadores Salivares

3.2.7.1 Recolhada Saliva

A recolha de saliva foi realizada entre as 9h00 e as 10h00 em grupos de 6
individuos de cada vez, nos 10 minutos prévios a cada recolha era pedido aos
mesmos para lavar a boca com agua destilada de forma a remover possiveis
residuos de alimentos, era também pedido aos pais para preencherem um breve
questionario relativo aos filhos sobre a ocorréncia ou ndo de afe¢bes ao nivel do

trato respiratério na Ultima semana.

Para a recolha da saliva os individuos permaneceram sentados, esta foi
realizada de forma passiva durante 3 minutos, utilizando para tal, frascos de
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polipropileno de alta qualidade, evitando problemas com retengéo de substéncia ou
introducdo de contaminantes que possam interferir com a técnica para quantificacéo
do cortisol. Imediatamente ap6s a recolha, os tubos contendo a saliva foram
congelados.

3.2.7.2 Doseamento dos Biomarcadores

Em ambiente laboratorial para a mensuracdo do cortisol salivar, os tubos
contendo a saliva serdo descongelados e centrifugados de forma a mensurar 0s
volumes e calcular a taxa fluxo salivar. O sCort e a slgA foram doseados com kits da
marca Salimetrics pela técnica ELISA com duplicacdo das amostras, enquanto a
SAA foi doseada por cinética enzimatica. O coeficiente de variacdo intra ensaio foi
calculado para o Scort (4,7%), sIgA (5,8%) e sAA (2,5%).

3.2.8 Avaliacéo da Variabilidade da Frequéncia Cardiaca

3.2.8.1 Método de Aquisicao

A aquisicdo da VFC (intervalos R-R) foi realizada entre as 8:30 e as 10:30
horas, num ambiente calmo (sala de aulas vazia), em condi¢cbes de temperatura (21
a 23°C) e humidade (40 a 60%) controladas. De modo a evitar interferéncias na
aquisicdo do sinal, a sala em questao nao tinha luzes brancas nem quadro elétrico,
os telemdveis ndo eram permitidos no interior sala, e foram dispostos 6 colchdes a
uma distancia ndo inferior a 5 metros uns dos outros. Previamente a aquisi¢éo foi
explicado a todos os individuos o procedimento, com enfase para a importancia dos
mesmos permanecerem relaxados, iméveis e ndo falarem. Foi-lhes também
explicado a importancia de manterem uma respiragéo constante entre 12 a 15 ciclos
respiratorios por minuto (0.2Hz), tendo para tal o auxilio de um metrénomo no

decorrer da aquisicdo. O equipamento utilizado foi a fita e o recetor de frequéncia
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cardiaca da marca Polar S810i (Polar Electro OY, Kempele, Finland). Equipamento
validado para analise da VFC em criancas (Gamelin et al. 2008). A fita do
cardiofrequéncimetro foi colocada no térax de cada individuo, sobre o tergo distal do
esterno. A aquisi¢cdo tinha uma duragdo de 12 minutos, foi realizada a 6 individuos
de cada vez, estes permaneciam em decubito dorsal nos 6 colchdes dispostos na
sala para o efeito Durante o tempo da avaliacdo, era regularmente pedido as
criangas para se manterem calmas, ndo se moverem e para sincronizarem a sua

respiracdo com o metrénomo.

3.2.8.2 Método de Anéalise

A analise da VFC foi realizada através de métodos lineares no dominio do
tempo e no dominio das frequéncias com recurso ao software informéatico Kubios
(Biosignal Analysis Image Group, Department of Physics, University of Kuopio,
Finland). Os parametros da VFC analisados foram o SDNN e LF/HF. Para analise da
densidade espectral dos intervalos R-R foram utilizados métodos ndo paramétricos
(transformada rapida de Fourier) sendo os intervalos de frequéncia assumidos foram
de 0,04 a 0,15Hz para o componente LF e de 0,15 a 0,4Hz para o HF (Task Force,
1996). Previamente a analise, todos os registos da VFC foram submetidos a uma
inspec¢édo visual prévia e sujeitos a um filtro que removeu ocorréncias ectopicas de

acordo com os procedimentos sugeridos pela empresa que desenvolveu o software.

3.2.9 Estatistica

Foi utilizado o software informatico Statistical Program for Social Sciences —

SPSS, verséo 17.0 para Windows e o Microsoft Office Excell 2010. Os dados foram

analisados fazendo uso de ferramentas de estatistica descritiva, métodos

comparativos e correlacionais. Previamente a analise estatistica comparativa foi

avaliada a normalidade da distribuicdo da amostra para todas as variaveis

estudadas (teste de normalidade de Shapiro-Wilk), apresentando unicamente uma
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distribuicdo ndo normal a varidvel sAA. Na analise comparativa entre grupos (foi
usado o teste t-student para amostras independentes e o0 equivalente nao

paramétrico (teste de Mann-Whitney) para a sAA.

A andlise correlativa utilizada foi do género multivariada parcial, através do
coeficiente de correlacdo de Pearson ou do equivalente ndo paramétrico, ajustada
ao género, idade e estadio maturacional. Precedentemente a andlise correlativa
parcial, de modo a sustentar o uso das variaveis supracitadas como variaveis de
ajuste, foi verificado se haveria alguma correlacdo bivariada entre estas trés

variaveis, o que nao se verificou.
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CAPITULO IV — RESULTADOS

4.1 Anélise Comparativa Inter Grupo

Esta andlise é relativa ao estudo comparativo entre dois grupos, as criancas
identificadas como tendo um peso normal (GPN) e as criancas identificadas como
tendo obesidade (GOB) nas diferentes variaveis avaliadas. A opc¢do em incluir
apenas estes dois grupos para a analise comparativa e nao um terceiro grupo que
incluiria os elementos identificados com excesso de peso, teve a ver com 0 seu

namero baixo (N=8).

4.1.1 Composic¢do Corporal e Perimetro de Cintura

Os resultados indicam uma diferenca estatisticamente significativa entre o
GPN e o GOB nas trés variaveis antropométricas e de composicdo corporal
analisadas, a %MGT (t = -7,563; p = 0,00), a %MGTr (t = -8,115; p = 0,00) e o
perimetro de cintura (t = -6,618; p = 0,00). O GOB apresentou um valor médio de
perimetro de cintura de 75,39 + 9,62 cm enquanto o GPN apresentou 59,08 + 5,62
cm. No que diz respeito as variaveis de composicao corporal, na %MGT e %MGTr o
GOB apresentou respetivamente, valores médios de 39,53 + 5,80 e 37,15 + 6,75, ja
0 GPN apresentou valores médios de 27,12 + 4,72 e 22,54 + 4,60, respetivamente.

Tabela 3 - Andlise da %MGT, %MGTr e perimetro de cintura

A - Desvio .
Parametros Grupos N Média Padrio Sig.
Peso Normal 20 27,12 4,72
o) *k
/MGT Obesidade 22 39,53 5,80 ;000
Peso Normal 20 22,54 4,60
% MGTTr : ,000™
Obesidade 22 37,15 6,75
Perimetro da Cintura _Peso Normal 20 59,08 5,62 000+
(cm) Obesidade 22 75,39 9,62 '
**p < 0,005
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4.1.2 Variabilidade da Frequéncia Cardiaca

Foram analisados dois parametros da VFC, um relativo ao dominio do tempo
o SDNN e o outro, relativo ao dominio das frequéncias, o racio LF/HF. Entre os dois
grupos (GOB e GPN) houve uma diferenca estatisticamente significativa no racio
LH/HF (t = -3,119; p = 0,004), o mesmo ndo ocorrendo no SDNN (p = 0,691). Na
variavel onde existiu a diferenca estatisticamente significativa, o racio HF/LF, o GOB
registou um valor médio de 1,26 + 0,73 ms? enquanto o GPN 0,69 + 0,28 ms®,

Tabela 4 - Andlise dos parametros da VFC: SDNN e LF/HF

Parametros Grupos N Média Desvio Padréao Sig.
SDNN (ms) Peso Normal 18 72,15 35,79 691
Obesidade 21 76,27 28,36
LFIHF (ms?) Peso Normal 18 ,69 ,28 004+
Obesidade 21 1,26 73
** p < 0,005

4.1.3 Biomarcadores Salivares

Os resultados indicam uma diferenca estatisticamente significativa entre o
GPN e o GOB na concentracdo da sIgA (t = -3,519; p = 0,004) o0 mesmo nao
aconteceu na concentracao de sCort (p = 0,882) e de sAA (Z = -1,513; p = 0,130).
Na concentracdo de slgA o GOB registou um valor médio de 145,64 + 62,65 ug/dL
enquanto o GPN 87,06 + 38,40 pg/dL.
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Tabela 5 - Andlise das concentragdes de sAA, sCort e sigA

Desvio

Parametros Grupos N Média Padrio Sig.
P N I 2 34,75 39,05

AAs (U/mL) eso Normal 20 1301
Obesidade 22 19,93 26,88
Peso Normal 20 ,18 , 11

Cort (ug/dL ,882

sCort (kg/dL) Obesidade 22 ,19 ,16
Peso Normal 19 87,06 38,40

slgA (ug/mL) ,001**
Obesidade 21 145,64 62,65

**p < 0,005
NP — Teste ndo paramétrico

4.1.4 Indicadores de Atividade Fisica

A partir dos dados recolhidos pelo acelerometro foram analisados 5
parametros relativos aos niveis de atividade fisica: percentagem de actividade fisica
sedentérias (%AFS); percentagem de actividade fisica ligeira (%AFL); percentagem
de actividade fisica moderada (%AFM); percentagem de actividade fisica vigorosa
(%AFV); média numero de passos diarios (MNPD). Entre os dois grupos houve
(GOB e GPN) uma diferenca estatisticamente significativa em dois destes
parametros, na %AFM (t = 2,179; p = 0,037) e na %AFV (t = 2,933; p = 0,006). Na
%AFM e %AFV o GOB apresentou valores médios de 39,53 + 5,80 e 37,15 + 6,75,
respetivamente. Enquanto o GPN apresentou valores médios de 27,12 + 4,72 e
22,54 + 4,60.
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Tabela 6 - Andlise dos parametros da atividade fisica avaliados por acelerémetria

Parametros Grupos N Média Desvio Padrdo  Sig.
%AES Peso Normal 16 69,44 4,15 141
Obesidade 17 71,86 4,96 '
Peso Normal 16 25,77 3,95
%AFL - ,448
Obesidade 17 24,61 4,67
%AFM Peso Normal 16 3,68 1,22 037+
Obesidade 17 2,86 ,93
Peso Normal 16 1,10 ,46
%AFV - ,006*
Obesidade 17 ,66 ,39
MNPD Peso Normal 16 11147,19 2317,10 247
Obesidade 17 10258,53 2006,80
*p < 0,05

4.2 Andlise Correlativa Parcial

Serdo apresentados os resultados da analise correlativa parcial entre as
variaveis relativas a composicao corporal, VFC, concentracdes dos bio marcadores
salivares e niveis de atividade fisica. A andlise correlativa foi ajustada a idade,

maturacdo e género da amostra.

4.2.1 Composicdo Corporal e Variabilidade da Frequéncia Cardiaca

Os resultados demostraram uma correlacéo positiva (p = 0,00) entre as duas
variaveis de composicao corporal (%MGT e %MGTr). Entre as duas variaveis da
VFC (SDNN e LF/HF) nao houve correlagdo. Verificou-se ainda uma correlagéo
positiva entre o LF/HF e a %MGT (p = 0,011) e entre o LH/HF e a %MGTr (p =
0,007).
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Tabela 7 — Analise da correlacédo parcial entre %MGT, %MGTr, SDNN e LH/HF

Variaveis de controlo %MGT %MGTr SDNN  LF/HF
Género Correlacéo 1,000 ,970 ,045 378
Maturacao Sig. ,000** JA72 ,011*
\dade df 0 42 42 42
Correlacdo ,970 1,000 ,050 ,403
Sig. ,000 . 147 ,007*
df 42 0 42 42
*p<0,05
**p < 0,005
4.2.2 Composicao Corporal e Biomarcadores Salivares
Tabela 8 - Andlise da correlacao parcial entre %MGT, sAA, sCort e silgA
Variaveis de controlo %MGT %MGTr sAA sCort slgA
Género Corre|a(;éo 1,000 ,975 -,412 -,037 417
Maturacao %MGT Sig. ,000** 005* ,812 ,005*
Idade 0 42 42 42 42
Correlacdo ,975 1,000 -,369 -,067 ,419
%MGTr i ,000** ,014* ,666 ,005*
42 0 42 42 42
*p <0,05
**p < 0,005

Os resultados apresentaram uma correlacao positiva entre a %MGT e a slgA

(p = 0,005) e entre a %MGTr e a sIlgA (p = 0,005). Verificou-se também uma

correlacdo negativa entre a %MGT e a sAA (p = 0,005) e entre a %MGTr e a sAA(p

= 0,014).
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4.2.3 Variabilidade da Frequéncia Cardiaca e Biomarcadores Salivares

N&o se verificou qualquer correlacdo estatisticamente significativa entre as
variaveis relativas a VFC (SDNN e racio LF/HF) e aos biomarcadores salivares (SAA,
SCort e sigA).

Tabela 9 - Correlacdo entre SDNN, LF/HF, sAA, sCort e SIgA

Variaveis de controlo SDNN LF/HF SAA sCort slgA
Género Correlagdo 1,000 -,163 ,013 -,291 -,094
Maturacéo SDNN Sig. . ,310 ,937 ,065 ,558
Idade df 0 39 39 39 39
Correlacdo -,163 1,000 -,001 -,070 ,050
LF/HF Sig. ,310 . ,996 ,665 ,756
df 39 0 39 39 39
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CAPITULO V - DISCUSSAO

Os nossos resultados demonstram que nesta amostra constituida por
criancas pré puberes entre os 6 e 10 anos de idade, as criancas obesas (N=22)
comparativamente as criancas com peso normal (N=20) ja apresentam indicadores
de alteracédo do equilibrio simpatico-vagal na funcéo autonémica e do funcionamento
do eixo HHA. Por outro lado, através da avaliagdo dos niveis de atividade fisica por
acelerémetria verificamos que as criancas obesas tinham niveis de atividade fisica

moderada e vigorosa menores que 0S com peso normal.

5.1 Obesidade e Variabilidade da Frequéncia Cardiaca.

Neste estudo as criancas obesas evidenciaram niveis de ativagcdo do SNA
simpatico significativamente superiores, traduzidos um racio LF/HF mais elevado
(1,26 + 0,73 ms?) comparativamente as criangcas com peso normal (0,69 + 0,28 ms?).
Paralelamente, os resultados também demonstraram ainda uma clara associacao
positiva (p < 0,005) entre a percentagem de massa gorda corporal e o racio LF/HF.

Relativamente a varidvel SDNN que reflete a VFC no dominio do tempo néo

existiram diferengas significativas inter grupo.

Os nossos resultados parecem concordas com a grande maioria dos
estudos publicados até a data sobre VFC e obesidade infantil, que quase na sua
totalidade apontam para um desequilibrio simpatovagal presente nas criangas
obesas, tanto por aumento da atividade simpética e/ou retirada parassimpatica, que
é refletido num racio LF/HF aumentado (Riva et al. 2001; Kaufman et al. 2007;
Latchman et al. 2011; Tascilar et al. 2011). Isto apesar das diferencas metodolégicas
entre os mesmos, por exemplo, no que respeito diz a metodologia de aquisicédo e
analise do sinal ECG, caracterizacdo da obesidade idade e estadio maturacional das
criancas da amostra. Contrariamente, o estudo recente de Vanderlei et al. 2011
demonstrou um retirada tanto vagal como simpatica, ndo se refletindo em diferencas
no racio LF/HF.
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O réacio LF/HF tem sido proposto como um indicador preciso do equilibrio
simpatico-vagal do SNA no qual valores mais elevados deste racio correspondem a
uma preponderancia das aferéncias do SNA simpatico na funcdo cardiaca (Task
Force, 1996). O nosso estudo, sendo composto por uma amostra de criangas com
uma idade muito baixa (6,2 £ 1,16), constitui tanto quanto sabemos a mais baixa dos
estudos publicados, registou ja alteracdes da funcao autonémica expressas no racio
LF/HF nas criancas obesas, e também uma associacao positiva entre a quantidade
de gordura total e do tronco o LF/HF. Na nossa opinido, as altera¢gées neuro-imuno-
endocrinas associadas a uma maior percentagem de massa gorda, poderdo explicar

j& a disfuncdo autondmica mesmo em crian¢as muito jovens.

5.2 Obesidade e Biomarcadores Salivares

No que diz respeito aos biomarcadores salivares associados a funcéo
autonomica e de stress ndo foram encontradas quaisquer diferencas entre as
criancas com obesidade e com peso normal. No entanto, os resultados reportam
uma associagao positiva entre a percentagem de gordura corporal tanto total como
do tronco com a sIgA e uma associacdo negativa entre as mesmas variaveis de
composicao corporal e a sAA. Os estudos que relacionam a sIgA com a obesidade
sdo muito poucos (Pallaro et al 2002; Zuniga-Torres et al. 2009), e que saibamos até
a data ndo existem estudos publicados sobre a sAA e indicadores de obesidade,

qguer em adultos como em criangas.

Um fato muito interessante nos nossos resultados esté relacionado com a
natureza das associacdes encontradas, ser de certa forma contraria ao que
esperavamos. A secrecao da sAA apesar das aferéncias parassimpaticas, pensa-se
gue € essencialmente por estimulo do SNA simpatico, e 0 aumento da sua secrecao
esta associado ao stress fisico ou psicolégico (Nater & Rohleder, 2009). Os
resultados demonstraram niveis inferiores de sAA em individuos com percentagens

de gordura corporal elevadas, individuos que a VFC demonstrou terem uma
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preponderancia da do SNA simpatico. O que na nossa opinido, podera ser um
indicador da complexidade da regulacdo simpatico-vagal na secrecao do sAA.

Relativamente a slgA, é aceite que a secrecdo de IgA sofre influéncias do
SNA e também do HHA, o treino intenso ou o stress crénico sdo suscitaveis de
diminuirem os niveis de slgA, o que € um reflexo da baixa do sistema imune (Walsh
et al. 2011). Os nossos resultados demonstraram uma associagcado positiva entre a
slgA e a quantidade de gordura corporal, 0 que podera ter estar relacionado com o
fato de serem criancas ou a influéncia de outro ou outros fatores que nao foram
controlados neste estudo, como por exemplo a ocorréncia de episodios de infecdes
ou inflamacBes do trato respiratério superior (ITRS) recentes ou em inicio de

aparecimento, que possam explicar alguma exuberancia na concentracao de sigA.

Quanto ao sCort ndo se encontraram diferencas entre as criangas obesas e
as criancas com peso normal, nem qualquer associagdo com a composi¢cao corporal.
Resultados que concordam com outros estudos realizados em criancas
(Hershberger et al. 2004; Netherton et al. 2004; Koupil et al. 2005). Por outro lado,
Misra et al. (2008) verificaram uma forte correlacdo entre os niveis de cortisol e
medidas de composicao corporal, resisténcia a insulina, e dislipidemia, mas num
estudo realizado em adolescentes obesas, resultados em linha com que acontece
nos adultos (Soros et al. 2008).

O cortisol desempenha uma importante fungéo contra regulatéria a insulina,
aumentando os niveis circulantes de glicose, prevenindo a hipoglicemia (Bolli et al.
1999). Um dos fatores metabdlicos chave no desenvolvimento da obesidade tanto
em adultos como em criancas relaciona-se com o desenvolvimento de resisténcia a
insulina, o que esta associado ao aumento da massa gorda (Soros et al. 2008). No
entanto, algumas criancas obesas mas com alteracGes de glicose em jejum, podem
ainda apresentar uma variacao circadiana normal de cortisol, mas ter concentracdes
de cortisol inferiores a criancas de peso normal, facto justificado com possiveis
mecanismos protetores que induzem a uma supressao adaptativa do cortisol (Soros
et al. 2008). Na nossa opinido os dados sugerem que o aumento do cortisol matinal

como indicador de disfuncdo do eixo HHA associado a obesidade, ndo é

demonstravel nas criancas, este podera ter inicio na adolescéncia.
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CAPITULO VI — CONCLUSAO

O nosso estudo permite concluir que comparando criancas obesas com
criangcas com peso normal, as criangcas obesas mesmo as mais jovens, ja
apresentam alteracdes na variabilidade da frequéncia cardiaca, o que € podera ser
indicador de disfuncdo autondmica precoce.

Verificamos ainda que as criancas obesas apresentam niveis de atividade

fisica moderada e vigorosa menores que as criangcas com peso normal.

Muito relevante neste estudo foi o fato de terem sido encontradas
associacdes até a data nunca estudadas, sobre a percentagem de gordura corporal
e a SAA e slgA. Na nossa opinido esta relacdo entre estes biomarcadores e gordura

corporal merece ser explorada em estudos futuros.
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APENDICES

APENDICE 1 — Termo de consentimento informado

Estudo de investigacdo (componente transversal)

Marcadores de risco aterogénico em adolescentes obesos portugueses.
Predisposicéo genética e modificacOes associadas a pratica de exercicio fisico regular.

Func¢do autondmica cardiaca e biomarcadores salivares em criangas obesas

Eu, abaixo-assinado, ,

na qualidade Encarregado de Educacao de

, fui informado de que

0 estudo de investigacdo acima mencionado se destina a avaliar a influéncia de
variantes genéticas bem como de modificacdes do estilo de vida em marcadores de
risco aterogénico e de funcdo autonOmica cardiaca em adolescentes e criancas

obesas portuguesas.

Sei que neste estudo esta prevista a realizacédo da colheita de mais de 1mL de saliva
e de mais 5 mL de sangue na mesma punc¢do que se fara para a realizacdo dos
estudos de rotina, pelo que a integracdo no estudo nao trar4 qualquer incomodo
para os participantes. A colheita de saliva e de sangue permitira realizar a avaliagao

dos diversos marcadores de risco aterogénico e de fungdo autonémica cardiaca.

Sei que uma parte da saliva e do sangue vai ser utilizada de imediato para fazer
algumas andlises e que outra parte vai ser armazenada para ser utlizada
posteriormente. O armazenamento tera a duracdo de cerca de trés anos, tempo

necessario para a realizacao de todos os estudos analiticos.

Sei ainda que alguns dos estudos que vao ser efetuados sdo estudos genéticos,
respeitando o estabelecido no Decreto-Lei 12/2005, de 26 de Janeiro.
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Foi-me garantido que todos os dados relativos a identificacdo dos participantes
neste estudo sdo confidenciais e que a utilizacdo das amostras sera apenas no
ambito do estudo.

Sei que posso recusar-me a autorizar a participacdo ou interromper a qualquer
momento a participacdo no estudo do menor de idade de que sou responsavel, sem
nenhum tipo de penalizacéo por este facto.

Compreendi a informacdo que me foi dada, tive oportunidade de fazer perguntas e
as minhas davidas foram esclarecidas.

Autorizo de livre vontade a participacdo daquele que legalmente represento no

estudo acima mencionado.

Concordo que sejam efectuados os exames e a colheita de amostras de saliva e de
sangue para realizar as andlises que fazem parte deste estudo.

Também autorizo a divulgacéo dos resultados obtidos no meio cientifico, garantindo

0 anonimato.

Nome do seu representante legal

Assinatura Data / /
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