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Diferencas na Variabilidade da Frequéncia Cardiaca e em
Biomarcadores Salivares Entre Doentes com Fibromialgia e Saudaveis
com a Aplicacéo de um Protocolo de Fadiga Muscular

Resumo

Em estudos anteriores observou-se que doentes com fibromialgia sofrem de
disautonomia, hiper-reactividade do sistema nervoso autbnomo em repouso e hipo-

reactividade durante stress.

Parametros que refletem a interacdo entre o0 SNA e o sistema cardiovascular durante o
exercicio podem fornecer informacGes fisiopatoldgicas. Este estudo teve como objetivo
investigar as diferencgas entre pessoas com fibromialgia e controlos saudaveis na HRV e em
pardmetros salivares (como fluxo, concentracdo proteica, atividades enzimaticas da
a—amilase, catalase e GPx) em dois momentos: em repouso e apos uma prova de esforgo. Um
total de 37 participantes, vinte e um com fibromialgia e dezasseis controlos saudaveis,
participaram neste estudo transversal. Parametros da HRV e amostras salivares foram obtidos
antes e apds a prova de esforgo. A prova de esforco consistiu em 20 repeticdes de extenséo do
joelho e flex&o da perna dominante a 180°-s-1.

Foram detetadas diferencas significativas entre o grupo da fibromialgia e o grupo
controlo em repouso no dominio do tempo, dominio da frequéncia e dominio ndo linear da
HRV. A atividade da o-amilase salivar revelou-se mais elevada na fibromialgia
comparativamente com o controlo. A atividade da catalase difere entre os grupos. Os efeitos
agudos do exercicio na HRV demonstraram que as doentes com fibromialgia ndo reagiram
significativamente ao exercicio. Foram detetadas diferencas significativas entre a fibromialgia
e 0 grupo controlo apos a prova na HRV. A catalase aumentou significativamente apds a prova
no grupo controlo, enquanto o fluxo salivar diminuiu significativamente em mulheres com
fibromialgia. Este estudo sugere que uma atividade da a—amilase mais elevada, uma atividade
da catalase mais baixa e uma HRV alterada podem ser biomarcadores de fibromialgia,
associados a uma redugdo no fluxo salivar sem alteragcbes na HRV ap0s prova de esforco.
Mais estudos devem ser realizados no futuro para avaliar esta hipétese, a fim de encontrar

biomarcadores de diagndéstico para fibromialgia.

Palavras-chave: modulacdo autonoma; exercicio fisico; fatiga; Sistema nervoso simpatico.




Heart Rate Variability and Salivary Biomarkers Differences between
Fibromyalgia and Healthy Participants after an Exercise Fatigue Protocol

Abstract

Previous studies showed that people with fiboromyalgia suffer from dysautonomia, a
persistent ANS hyperactivity at rest and hyporeactivity during stressful situations. Parameters
reflecting the complex interplay between the ANS and the cardiovascular system during
exercise can provide significant pathophysiological information. Therefore, this study aimed
to investigate the differences between people with fiboromyalgia and healthy controls on HRV
and salivary parameters (such as flow, protein concentration, enzymatic activities of
o—amylase, catalase and GPx) in two moments: at baseline, and after an exercise fatigue
protocol. A total of 37 participants, twenty-one were people with fibromyalgia and sixteen
were healthy controls, participated in this cross-sectional study. HRV parameters and salivary
samples were collected before and after an exercise fatigue protocol. The fatigue protocol
consisted of 20 repetition of knee extension and flexion of the dominant leg at 180 °-s-1.
Significant differences were found at baseline between people with fibromyalgia and control
group in time domain, frequency domain and non-linear domain of the HRV. In addition,
salivary o -amylase activity was higher in fibromyalgia than in control group and catalase
activity was different between groups in the opposite way. Exercise acute effects on HRV
showed that people with fibromyalgia didn’t significantly react to exercise. However,
significant differences between baseline and post-exercise on HRV were observed in healthy
controls. Catalase significantly increased after exercise in healthy controls whereas salivary
flow significantly decreased in women with fibromyalgia after an exercise fatigue protocol.
This study suggests that a higher a—amylase activity, a lower catalase activity and an impaired
HRV can be used as possible biomarkers of fibromyalgia, associated with a reduction in
salivary flow without changes in HRV or catalase activity after a fatigue exercise protocol.
More studies should be carried out in the future to evaluate this hypothesis, in order to find

diagnostic biomarkers in fibromyalgia.

Keywords: autonomic modulation; physical exercise; fatigue; sympathetic nervous system.
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1. Introducao

1.1. Fibromialgia, prevaléncia e diagnostico

A fibromialgia faz parte de um espectro de sindromes que carecem de uma
classificacdo precisa (Borchers & Gershwin, 2015) pois, embora tenha vindo a ser o objeto de
diversos estudos, ainda se conhece pouco acerca da sua etiologia e a causa dos seus sintomas

permanece uma incognita.

Trata-se de uma doenca nao inflamatdria caracterizada por dor musculoesquelética
cronica generalizada, podendo existir outros sintomas associados, como cefaleias, fadiga, ou
sono nao reparador (Borchers & Gershwin, 2015). O critério de diagnostico combina a dor
generalizada ha mais de 3 meses, com o indice de dor, WPI (Widespread Pain Index) >7 e o
indice de severidade dos sintomas, SS (Symptom Severity) > 5 ou o WPIentre 3¢ 6 € 0 SS >
9, de acordo com a proposta de diagndstico lancada pela American College of Rheumatology
(ACR) em 2010 (Wolfe et al., 1990, 2011), comprometendo a qualidade de vida do paciente.

Uma vez que se trata de uma patologia que ndo deixa sequelas fisicas diretas, 0 seu
diagnostico € desafiante, sem que tenham sido identificados marcadores bioguimicos para o
efeito (lllescas-Montes et al., 2021; Mease, 2005), o que leva a que estes pacientes sejam
submetidos a baterias de exames morosas até que, finalmente, lhes seja diagnosticada, por
exclusdo de outras patologias, a fibromialgia (Fitzcharles et al., 2013).

A fibromialgia afeta cerca de 2.7% da populagdo mundial, sendo mais incidente em
paises desenvolvidos e na populacdo feminina (4.2%) com uma razdo mulher/homem de 3:1
(Borchers & Gershwin, 2015; Wolfe et al., 2011).

1.2. Alteracdes do Sistema Nervoso em Fibromialgia

O sistema nervoso é composto pelo Sistema Nervoso Central (SNC), constituido pelo
cérebro e pela espinal medula, tendo como funcdo integrar e interpretar as informacdes
enviadas através do sistema nervoso periférico, a outra componente do sistema nervoso,
responsdvel por transmitir as informagdes das restantes partes do corpo ao SNC, e
posteriormente coordenar todas as atividades do corpo ao enviar resposta aos 0rgaos efetores
(Yam et al., 2018).




O sistema nervoso periférico compreende nervos e ganglios localizados fora do
cérebro e da espinal medula, tendo como fungéo conectar o SNC aos 6rgdos e membros (Yam
etal., 2018).

A dor, cuja via de sinaliza¢do se encontra ilustrada na Figura 1, € um mecanismo de
defesa do organismo que envolve os sistema nervoso periférico e SNC. Trata-se da reacdo a
um determinado estimulo proveniente do ambiente, geralmente potencialmente perigoso,
colocando o organismo em estado de alerta, sendo, para isso, uma série de eventos sensoriais

para que p cérebro desenvolva uma resposta a este estimulo (Yam et al., 2018).

Cérebro

Transmissao sinatica

Esonal Meduls

Figura 1- Sequéncia de eventos de transmisséo de dor. Rota basica da transmissao do estimulo doloroso em ordem ascendente
e descendente. Adaptado de General Pathways of Pain Sensation and the Major Neurotransmitters Involved in Pain
Regulation (2018).

O mecanismo bésico da dor compreende trés eventos: a) transdu¢do, na qual o estimulo
¢ convertido em sinais quimicos tecidulares que, apos atravessarem a fenda sindptica, sdo

convertidos em sinais elétricos para que atravessem os neurdnios, trata-se da sensibilidade a




dor; b) transmiss@o dos sinais elétricos ao longo das vias neuronais da periferia para o corno
dorsal (DH) da espinal medula através do sistema nervoso periférico, enquanto os
neurotransmissores na fenda sindptica transmitem informagdes de um terminal pré-sinaptico
para um terminal pos-sinaptico; ¢) modulagdo, que ocorre em todos os niveis das vias
nociceptivas através do neurénio aferente primario, DH e centro cerebral superior, trata-se da
transmissdo dos sinais para o cérebro atraves do SNC de modo a que a informacéo seja
interpretada para a geragdo de uma resposta. Assim, o caminho da dor ¢ iniciado ¢ completado,
permitindo a sensagao dolorosa desencadeada pelo estimulo e a reagao de defesa por parte dos

orgaos efetores (Yam et al., 2018).

Estes eventos, no seu conjunto, constituem a via ascendente da dor. A via descendente
consiste na transmissdo da resposta gerada no cérebro para a espinal medula e desta até aos
oOrgdos efetores atraves do sistema nervoso periférico (Yam et al., 2018).

Os neurdnios aferentes ou sensoriais sao responsaveis pela transmissdo dos estimulos
da periferia para a espinal medula, enquanto os neurénios eferentes ou motores transportam
os impulsos dos sinais de movimento motor da espinal medula para os 6rgdos efetores
periféricos, que incluem o musculo esquelético e 0 musculo liso (Cesare & McNaughton,
1997).

A dor adveém da ativacdo de neurdnios sensiveis a estimulos potencialmente nocivos,
denominados por nociceptores (ndo mielinizados, fibras C e mielinizados, fibras A) que
permanecem silenciados em homeostase (Dubin & Patapoutian, 2010). Existem diferentes
tipos de nociceptores de acordo com a sua velocidade de conducdo e limiar de sensibilidade a
estimulos mecanicos (M) e térmicos (H de Heat, calor; C de Cold, frio), sendo 0s mais comuns
0s que respondem a estimulos térmicos, mecanicos e quimicos (polimodais) do tipo C (C-MH,
C-MC, C-MHC). Os nociceptores do tipo A sdo predominantemente sensiveis ao calor e/ou
mecanossensiveis (A-MH, A-H, A-M) (Dubin & Patapoutian, 2010).

Alteracdes no processamento sensorial ao nivel do SNC podem alterar a sensibilidade
dos nociceptores levando a anomalias na percecdo da dor, conduzindo ao principal sintoma
associado a fibromialgia: dor constante e exacerbada sem causar dano e sem inflamacao,

decorrente de uma sensibilizagéo central (Yam et al., 2018).

A fibromialgia parece ser consequéncia de um desequilibrio no organismo, com

ativacdo do ramo simpaético do Sistema Nervoso Autonomo (SNA), aumento da expressao de




marcadores de stress oxidativo e diminuicdo de defesas antioxidantes (Borchers & Gershwin,
2015; Clauw et al., 2018; Hendrix et al., 2020; Illescas-Montes et al., 2021; Ozgocmen et al.,
2006). A desregulacdo autonoma e fatores epigenéticos sdo potenciais mecanismos de acdo

subjacentes ao aumento do stress oxidativo celular, causa ou consequéncia destas disfunces.

Fatores genéticos e eventos ambientais podem estar na origem desta patologia
(Gracely et al., 2012). Em individuos com alguma pré-disposicdo genética, situacdes tais
como traumas fisicos ou psicoldgicos, infecdes como o HIV, cirurgias, doengas autoimunes,
acidentes automobilisticos, eventos catastroéficos como a guerra ou o abuso sexual podem

desencadear o surgimento dos sintomas da fibromialgia (Bradley, 2009).

As alteracdes encontradas entre individuos saudaveis e doentes com fibromialgia,
nomeadamente no que diz respeito ao funcionamento do SNA, capacidade antioxidante, stress
oxidativo e oxigenacdo tecidular, sdo conhecidas por causar um estimulo doloroso (Mehta et
al., 2013; Z.-Q. Wang et al., 2004; Yam et al., 2018), sendo importante encontrar e catalogar
alteracbes nos parametros bioquimicos que possam ser utilizados como elemento
diferenciador, auxiliando no correto diagnéstico e na prescricdo de uma terapéutica eficaz,

reduzindo o sofrimento dos pacientes e 0s custos associados a patologia.

1.3. Stress oxidativo e fibromialgia

O oxigenio é o aceitador final de eletrdes na cadeia transportadora de oxigénio do
metabolismo aerdbio (Radak et al., 2013) e, como tal, trata-se de uma molécula essencial a
organismos aerdbios. No entanto, o oxigénio molecular (O2) € toxico para 0s sistemas Vvivos,
pois é uma molécula muito reativa, o que se deve a estrutura atdbmica e molecular - cada &tomo
de oxigénio tem um eletrdo desemparelhado na sua camada de valéncia, pelo que, o oxigénio
molecular tem dois eletrbes desemparelhados, como tal, o oxigénio atdbmico é um radical livre

e 0 oxigénio molecular é um bi-radical (Davies, 1995).

Na cadeia respiratoria, responsavel pela geracdo de energia, principalmente na forma
de gradiente eletroquimico de protdes e que sustenta a producdo de ATP (adenosina trifosfato)
(Cordero et al., 2010), levada a cabo nas mitocéndrias, cerca de 85% do O esta envolvido no
mecanismo de producdo energética, que tem como subprodutos as espécies reativas de

oxigénio (ROS) que incluem espécies com eletrdes desemparelhados, denominadas radicais




livres como o anido superdxido, O>", e radical hidroxilo, OH:, e compostos da familia do

oxigenio como o peroxido de hidrogenio, H20O, produzido quando o O e reduzido (Ji et al.,
1998). SO é possivel a existéncia de seres aerdbios, que recorrem ao O como aceitador final
de eletres nos processos de obtencdo de energia, gragas ao desenvolvimento de mecanismos
antioxidantes, sistemas de delecdo dos subprodutos da respiracdo (Halliwell & Gutteridge,
2015). Em baixas concentragdes, as ROS sdo importantes mensageiros celulares pois estéo
envolvidas em vias de sinalizagdo importantes, na atividade bactericida dos fagocitos e nas
vias de transducdo de sinal, regulando o crescimento celular e o estado REDOX (Gomez-
Cabrera et al., 2015), no entanto, a acumulacao de ROS induz danos lipidicos, proteicos e nos
acidos nucleicos conduzindo a alteragdes moleculares que podem estar na origem do
desenvolvimento de diversas patologias, sendo por isso crucial a existéncia de mecanismos

fisiologicos de delecdo destas substancias (Cordero et al., 2010; Davies, 1995).

Fatores ambientais podem causar alteracdes metabdlicas que aumentam a producao de
ROS ou, por outro lado, diminuem a atividade antioxidante levando a acumulacéo de ROS e,
consequentemente ao stress oxidativo, consequéncia da perda do equilibrio entre a producao
e a delecdo destas substancias. A medicdo bioquimica de ROS baseia-se principalmente na
andlise indireta dos subprodutos do stress oxidativo como o malondialdeido (MDA),
consequéncia de peroxidacdo lipidica devida ao ataque das ROS as membranas plasmaticas,
os carbonilos proteicos oriundos da oxidacdo proteica devido ao ataque das ROS as proteinas,
entre outros (Ashton et al., 1998).

Associados a rutura celular consequente da peroxidacdo lipidica, derivada da
acumulacdo de ROS, estdo processos inflamatorios verificando-se um aumento da expressao
de citocinas como TNF-a, IL-1p e IL-6 devido ao extravasamento do conteudo intracelular
para 0 meio externo levando a inflamacdo, na base da nocicecdo exacerbada. Os niveis de
MDA interferem na cadeia respiratdria de eletres levada a cabo nas cristas mitocondriais e a
enzima superoxido dismutase (SOD) tem a capacidade de neutralizar a toxicidade do MDA.
Uma vez diminuida a atividade da SOD, verifica-se a acumulacdo de MDA e dos respetivos

danos.

Em circunstancias normais, o estado REDOX da célula e do espago extracelular
encontram-se em equilibrio. A exposi¢do a situagdes indutoras de stress exacerbado, como

situagBes traumaéticas, leva & perda do equilibrio entre a producdo de ROS, produto do




metabolismo energético celular, e a capacidade antioxidante, responsavel pela delecdo das
ROS produzidas e, como tal, essencial para a manutengdo do equilibrio REDOX, o que podera
estar na origem das alteracdes observadas no funcionamento do SNA em pacientes com
fibromialgia (Hendrix et al., 2020). Estudos anteriores demonstraram uma relacdo entre o
stress oxidativo e a nocicecdo em fibromialgia (Bagis et al., 2005; Cordero et al., 2009;
Hendrix et al., 2020; Z.-Q. Wang et al., 2004).

No estudo de Altindag e Celik, onde foram envolvidos 21 pacientes diagnosticados
com fibromialgia e igual numero de individuos saudaveis (grupo controlo), foi demonstrada
uma capacidade antioxidante total (TAC) plasmatica, que reflete o estado antioxidante do
plasma, inferior no grupo dos doentes comparativamente com os controlos e um nivel total de
peroxidos no plasma superior, indicando diferencas no que respeita ao estado REDOX entre
individuos com a patologia e individuos saudaveis (Altindag & Celik, 2006). Bazzichi e
colegas desenvolveram um estudo em 2009 no qual avaliaram o proteoma salivar de 22
doentes com fibromialgia e de 26 individuos saudaveis detetando uma expressdo de proteinas
como a transaldolase, enzima da fase ndo oxidativa da via das pentoses-fosfato envolvida na
geragéo de nicotinamida adenina dinucleotido fosfafo reduzido (NADPH), mais elevada nos
pacientes do que nos individuos saudaveis revelando diferencas na expressao proteica salivar

ou na regulacdo da secrecdo, entre individuos doentes e saudaveis (Bazzichi et al., 2009).

Em fibromialgia existem evidéncias de stress oxidativo (Altindag & Celik, 2006;
Bazzichi et al., 2009; Cordero et al., 2010; Hendrix et al., 2020; S&nchez-Dominguez et al.,
2015), como um aumento na expressdo de marcadores de danos causados por stress oxidativo
tais como os niveis de MDA e os niveis de carbonilos proteicos (Cordero et al., 2009) bem
como o estado oxidante total (Adigiizel et al., 2022). Tem-se vindo a observar uma atividade
diminuida da catalase, da glutationo peroxidase (GPx) (Fatima et al., 2017), ambas enzimas
capazes de converter o H.O2 em H20 e da SOD (Bagis et al., 2005), enzima que catalisa a
conversdo do Oz~ em Oz e H202, em individuos com fibromialgia, indicando uma capacidade
antioxidante reduzida comparativamente com individuos saudaveis, o que podera estar na
origem do stress oxidativo, comum nestes doentes. A TAC tem sido descrita como

significativamente inferior em pacientes com fibromialgia, (Altindag & Celik, 2006).




1.3.1. Stress oxidativo e nocicecdo
Muiltiplos fatores anormais, como deficiéncia no metabolismo energético, disfuncéo
mitocondrial, sobrecarga de ides e stress oxidativo podem conduzir a um processo de

excitacdo neuronal aberrante que pode ser traduzido em dor (Mehta et al., 2013).

Existem evidéncias de que o stress oxidativo esta envolvido no aumento da percecéo
da dor (Adigiizel et al., 2022; Z.-Q. Wang et al., 2004) resultando em hiperalgesia, sensacao
de dor exacerbada, mediada por mecanismos oxidantes locais e espinhais devido a acumulagao
de ROS nos tecidos. As ROS, ao reagirem com as moléculas circundantes, provocam a

libertacdo de mediadores pro-inflamatdrios, responsaveis pela sensacdo de dor. A Figura 2

ilustra a possivel funcdo de uma ROS, neste caso do O, na nocicecao.
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Figura 2 - Proposta explicativa da fungéo sinalizadora do aniéo superdxido na via da dor. A hiperalgesia inflamatéria aguda,
evocada por estimulos inflamatdrios, liberta uma variedade de mediadores pro-inflamatérios e pro-nociceptivos como
prostaglandinas (PGs), bradiquininas (BK), serotonina (5-HT), histamina, éxido nitrico (NO) e citocinas como TNF-a, IL-
1B, e IL-6 bem como anido superdxido, que desempenha um papel importante no desenvolvimento da dor através da
sensibilizagdo periférica. O Oz libertado ao nivel da espinal medula, provavelmente em resposta ao glutamato, interage com
0 NO para formar peroxinitrito (ONOO") o qual inativa a MnSOD na espinal medula. Como consequéncia, os niveis de Oz
mantém-se elevados mantendo-se o estimulo nociceptivo. Adaptado de Wang et al (2004), A newly identified role for
superoxide in inflammatory pain.
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As ROS em excesso desempenham um papel importante no desenvolvimento da dor
através da sensibilizacdo periférica e da peroxidacgdo lipidica (Z.-Q. Wang et al., 2004),

consequéncia do stress oxidativo.

Nos doentes com fibromialgia, a capacidade antioxidante encontra-se reduzida, o que
culmina na perda do equilibrio REDOX e, consequentemente, na acumulacdo de ROS,
ocorrendo danos resultantes de stress oxidativo. Como tal, € comum existirem no organismo
destes doentes mais processos de inflamacdo derivados do stress oxidativo. Uma mais baixa
atividade da SOD, frequente nestes individuos (Bagis et al., 2005), pode estar envolvida na
hiperalgesia uma vez que se trata de uma enzima que mantem a reatividade do anido
superoxido, O27, que tem um papel particularmente significativo na nocicecdo (Beckman et
al., 1990), controlada em circunstancias normais (Z.-Q. Wang et al., 2004). Quando a
producdo do anido superoxido excede a capacidade da atividade da SOD ou esta Gltima
diminui, permitindo a acumulacao desta ROS, dao-se danos nas células endoteliais, aumento
da permeabilidade microvascular (Szabo et al., 1991), libertacdo de citocinas (Matata &
Galifianes, 2002; Préville et al., 1999), recrutamento de neutrdfilos até ao local da inflamacéo
(Boughton-Smith et al., 1994; Preéville et al., 1999), danos no &cido desoxirribonucleico e
libertacdo de MDA como produto final da peroxidacéo lipidica, sendo por isso utilizado como

marcador de danos causados por ROS em moléculas lipidicas (Draper & Hadley, 1990).

1.3.2. Stress oxidativo e depressao
Um outro sintoma muito comum em doentes com fibromialgia é a depressédo. Fuller-
Thomson e os colegas relataram uma maior taxa de depressdo em doentes com fibromialgia
(22,2%) do que em individuos sem esta patologia (7,1%) numa comunidade do Canada
(Fuller-Thomson et al., 2012), como ja tinha sido reportado em 1995 por Wolf e os seus
colegas (Wolfe et al., 1995).

A grande incidéncia depressiva nos doentes com fibromialgia, para além de se tratar
de uma patologia que leva a uma grande perda na qualidade de vida dos pacientes, o que, por
si SO se traduz numa sensacao depressiva, relaciona-se com elevadas quantidades de ROS, ja

que a acumulacdo destas moléculas potencia o surgimento da depresséo.

O cérebro ¢ um dos 6rgdos mais vulneraveis aos efeitos nocivos das ROS devido a sua

elevada taxa metabdlica oxidativa (Bajpai et al., 2014; Evans, 1993) e ao baixo nivel de




enzimas antioxidantes (Evans, 1993; Ozgocmen et al., 2006) pois, apesar da abundante
oxidacdo no tecido cerebral, a atividade da catalase e da GPx sdo minimas em comparagao
com outros tecidos, dificultando a eliminacdo de ROS (Evans, 1993). A acumulacdo de ROS
no tecido cerebral leva a que estas substancias interfiram na estrutura e proporcéo dos acidos
gordos poli-insaturados provocando a perda de fluidez das membranas biologicas. Como
resultado destas alteragdes, as membranas bioldgicas induzem a producdo de citocinas,
mediadores inflamatorios. Por outro lado, a elevacdo do MDA induz a fosfolipase A2, o que
altera as funcdes do recetor nas membranas celulares, induz células imunes e leva a secrecéo
de interleucinas por parte das células T (Bilici et al., 2001). As alteragdes na fluidez das
membranas podem influenciar a funcdo dos recetores de serotonina. A peroxidacao lipidica
desempenha um papel importante na depressao, ja que reduz diferentes inibidores seletivos da
recaptacao da serotonina (Bilici et al., 2001). O MDA tem um efeito inibidor nestes recetores
(Britt et al., 1992).

1.4. Exercicio fisico e sua relevancia na fibromialgia

Por definigdo, o exercicio consiste na execugdo de “movimentos corporais planeados,
estruturados e repetitivos para melhorar ou manter um ou mais componentes da aptidao fisica”
(Howley, 2001). O tecido muscular esquelético € o principal responsavel pelos movimentos
corporais e, como tal, esta continuamente exposto a flutuacdes REDOX inerentes a sua fungao
(Altindag & Celik, 2006). Estima-se que durante a contracdo muscular maxima, 0 consumo
de oxigénio pelas fibras musculares locais possa atingir até 100 vezes os niveis de repouso,
enguanto o consumo de oxigénio em todo o corpo aumenta cerca de 15 vezes (Ashton et al.,
1998).

1.4.1. Tecido muscular esquelético em fibromialgia
O tecido muscular esquelético, representado esquematicamente pela Figura 3, sendo o
principal responsavel pela locomogéo, é bastante irrigado. O parénquima muscular é
composto por fibras musculares, células que tém a capacidade de contrair quando a
acetilcolina (Ach), libertada pelos neurénios motores para a placa neuromotora, se liga aos
respetivos recetores nicotinicos (ionotropicos) no sarcolema gerando um potencial de agéo

(Figura 3 B). Este potencial de agdo, ao atravessar os tbulos T, causa a libertagdo de Ca*" do
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reticulo sarcoplasmatico que se ira ligar as troponinas dos filamentos de actina das fibras
musculares alterando a conformacéo da tropomiosina de modo a que 0s sitios ativos da actina
figuem expostos, permitindo que a miosina se ligue aos sitios ativos da actina, processo que
depende da hidrdlise de ATP a adenosina difosfato (ADP) e fosfato inorganico (Pi) (Figura 3
C). Assim, a actina vai deslizar sobre a miosina, originado a contragdo muscular. Para que o
tecido muscular volte ao estado de relaxamento, é necessaria outra molécula de ATP que
quebrara a ponte entre a miosina e a actina. Esta molécula de ATP é entdo hidrolisada para
permitir que o ciclo se repita enquanto a fibra muscular recebe o sinal motor. As fibras
musculares sdo entdo ricas em mitocéndrias, dadas as exigéncias de oxigenacao inerentes a
sua principal funcdo. Como tal, o contetdo do tecido muscular em mitocéndrias est associado
a capacidade fisica e, uma das adaptac6es do tecido muscular esquelético a préatica de exercicio
fisico regular, € a biogénese deste organito nas fibras musculares, de modo a que seja

produzida mais ATP, aumentando a capacidade de contracdo muscular.
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Figura 3 - Representacdo esquematica do tecido muscular. A — Representagdo fisioldgica do tecido muscular; B —
Propagagdo do potencial de acéo através dos tubulos T; C — Ligacdo dos filamentos de miosina ao sitio ativo das troponinas
nos filamentos de actina. Adaptado do sitio S6 Biologia: MUsculo e exercicios em Virtuous Tecnologia da Informagéo (2008-
2022).

A diminuida forca de contracdo muscular (50 a 60% comparativamente com
individuos saudaveis) (E. Lund et al., 2003) e a baixa capacidade para realizar exercicio

sentida pelos pacientes com fibromialgia podem estar associadas as diferencas encontradas no
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tecido muscular entre individuos doentes e saudaveis, nomeadamente na microcirculagdo, no
volume de mitocdndrias, no aporte de oxigénio, essenciais para que este tecido desempenhe
as suas funcdes. Biopsias musculares, com o musculo em repouso, provenientes de pacientes

com fibromialgia demostraram niveis reduzidos de ATP neste tecido (E. Lund et al., 2003).

Comparativamente com individuos sedentarios saudaveis, 0s pacientes com
fibromialgia tém um afluxo sanguineo muscular reduzido durante o exercicio (Strobel et al.,
1997), dificultando a capacidade de realizacao de esforco fisico. Lund e os colegas realizaram
um estudo no qual submeteram pacientes com fibromialgia a diferentes intensidades de
exercicio e verificaram que nos pacientes 0 consumo maximo de oxigénio é inferior

comparativamente com o grupo controlo, até mesmo em repouso (E. Lund et al., 2003).

A microcirculacdo do tecido muscular é controlada por metabolitos produzidos
localmente, pelo sistema nervoso e fatores humorais (Bengtsson, 2002). Nos pacientes com
fibromialgia existem altera¢c@es na microcirculagdo bem como valores de pressdo de oxigénio
tecidular patolégicos (N. Lund et al.,, 1986) que levam a hipoxia no tecido muscular,
traduzindo-se em estimulos dolorosos porque a hipoxia, em conjunto com o movimento
muscular, causa dor e deplecdo energética (Bengtsson, 2002). Uma diminuicdo da ATP vai
prejudicar a fungdo muscular. No entanto, Strobel e os colegas observaram que em regides
nas quais o tecido muscular se encontrava rigido nos pacientes com fibromialgia, existia uma
maior tensdo de oxigénio comparativamente com zonas em que o tecido muscular se
encontrava relaxado, bem como um pH mais alcalino e uma maior concentracdo de fosfato
inorganico comparativamente com individuos saudaveis (Strobel et al., 1997), o que podera
indicar uma contracdo muscular involuntaria constante, congruente com alteracdo a nivel do
SNC.

Lindh e os colegas avaliaram biopsias do musculo Vastus lateralis de doentes com
fibromialgia e de individuos controlo saudaveis ndo tendo sido observadas alteracbes
histopatoldgicas macroscopicas nem diferencas na composicdo das fibras. No entanto,
descobriram que nos doentes com fibromialgia existe uma menor densidade capilar, que
corresponde ao nimero de capilares por fibra e por mm?, e que o tecido muscular dos doentes
apresenta niveis diminuidos de 3-hidroxi-CoA-desidrogenase, importante enzima responsavel
pela B-oxidagdo mitocondrial dos acidos gordos de cadeia longa como fonte de energia e de
citrato sintase, transferase mitocondrial responsavel por controlar o primeiro passo do ciclo
de Krebs (Lindh et al., 1995).
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Também foram encontradas diferencas na estrutura dos capilares sanguineos
musculares nos pacientes com fibromialgia num estudo levado a cabo por Lindeman e
colaboradores que, recorrendo a microscopia eletronica e analise morfométrica a bidpsias do
musculo trapézio (um musculo naturalmente pouco rico em mitocdndrias) de pacientes e de
individuos saudaveis, detetaram uma maior area e espessura do endotélio capilar no grupo dos
pacientes com fibromialgia comparativamente com o grupo controlo (Lindman et al., 1995).
Este estudo evidenciou que nestes doentes, além de existir uma menor area de capilares
sanguineos, estes sdo morfologicamente diferentes, comprometendo o suprimento sanguineo
e, consequentemente, a oxigenacao tecidular, prejudicando a geragéo de energia sob a forma
de ATP, necessaria a contragdo muscular. As alteracBes capilares nos pacientes com
fibromialgia podem ser secundérias a distdrbios na microcirculagdo muscular causando

hipdxia localizada que se traduz num aumento do stress oxidativo e da dor.

Em diversos estudos que recorreram a métodos histoquimicos e histopatologicos,
foram detetadas fibras vermelhas musculares (ricas em mioglobina e de contracdo lenta)
irregulares em pacientes com fibromialgia, (Bengtsson et al., 1986; E. Lund et al., 2003; Staud
& Rodriguez, 2006). Fibras musculares com estas caracteristicas sdo frequentemente
encontradas em doengas crdénicas neuromusculares (Bengtsson, 2002). O surgimento das
fibras musculares irregulares esta associado a um insuficiente aporte sanguineo e podera ser
consequéncia da hipoxia que advém da diminuida densidade e das alteracOes
morfofisioldgicas dos capilares sanguineos. No entanto, no estudo de Bengtsson e colegas ndo

foram encontradas diferencas na densidade dos capilares (Bengtsson et al., 1986).

InvestigacOes recorrendo a espetroscopia de ressonancia magnética nuclear 3P tém
vindo a demonstrar que os pacientes com fibromialgia apresentam um potencial de
fosforilacdo e capacidade oxidativa total significativamente inferiores no musculo, quer em

repouso, quer com a pratica de exercicio (E. Lund et al., 2003; Strobel et al., 1997).

Até ao momento, as bidpsias musculares ndo evidenciaram alteracdes especificas para
esta patologia, mas estdo presentes, indicando que existem alteragdes morfofisiologicas que
culminam em disturbios na microcirculagdo que podem prejudicar o desempenho do tecido
muscular destes doentes que podem estar na origem da sintomatologia. As alteragdes na
microcirculacdo e/ou no metabolismo muscular podem sensibilizar 0s nociceptores

musculares causando dor, fadiga e fraqueza muscular.
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Apesar das diferencas, a capacidade dos doentes com fibromialgia em desenvolver
forca muscular é a mesma do que a de individuos saudaveis (Hakkinen et al., 2001; Valkeinen
et al., 2006). Hakkinen e a equipa desenvolveram um estudo no qual foram envolidas 21
mulheres com fibromialgia e 12 saudaveis com idades compreendidas entre os 33 e 0s 45, pré-
menopausa, num programa de treino de forga progressiva na fungdo neuromuscular durante
21 semanas, com avaliacdo da percecdo da sintomatologia. Demonstraram que, ao fim do
programa de treino, as doentes com fibromialgia aumentaram a sua for¢ca maxima na mesma
medida que o grupo controlo e que o treino beneficiou a fadiga, depresséo e dor nas pacientes
(Hakkinen et al., 2001). Valkeinen e os colegas, num estudo equivalente demonstraram
resultados semelhantes mas em mulheres com idades superiores a 55 anos (Valkeinen et al.,
2006), o que nos permite concluir que tanto mulheres mais jovens como com mais idade tém

a capacidade de atingir os mesmos beneficios de saude que advém do treino de forca.

No entanto, os resultados dos estudos em tecido muscular dos pacientes sao
inconsistentes em relacdo as caracteristicas histolégicas e bioquimicas (Rooks et al., 2002).
Por exemplo, Simms e o0s colegas verificaram que pacientes com fibromialgia e controlos
apresentaram niveis semelhantes de VO2max (consumo mé&ximo de oxigénio) bem como de
contracdo voluntaria maxima dos masculos trapézio superior e tibial anterior (Simms et al.,
1994). Os niveis de Pi e de pH intracelular nestes mdsculos ndo eram significativamente
diferentes em pacientes com fibromialgia comparativamente com os controlos sedentarios em
repouso, durante o exercicio ou na recuperacdo. Neste estudo, o metabolismo energético
muscular na fibromialgia ndo é diferente comparativamente com controlos sedentarios, o que

ndo vai de encontro com o reportado nos outros estudos referenciados.

1.4.2. Efeitos do exercicio fisico no organismo saudavel

A alteracdo biologica mais proeminente durante a pratica de exercicio fisico trata-se
do aumento da taxa metabolica com o aumento da taxa de respiragdo mitocondrial e
fosforilagdo oxidativa, ja que o consumo de oxigénio pelo musculo esquelético e pelo
miocardio aumenta drasticamente devido a redistribuicdo do fluxo sanguineo a estes tecidos
para fazer face a necessidade de oxigenacao que a pratica fisica exige (Ashton et al., 1998). O
aumento do fluxo de oxigénio induz a uma maior libertagdo de ROS devido a maior
quantidade de moléculas de O2 a ser decomposta nas cristas mitocondriais, pelo que, a

concentracdo de ROS aumenta em alguns tecidos como resposta fisiologica ao exercicio.
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O tecido muscular esquelético tem a capacidade de se adaptar rapidamente em resposta
ao exercicio fisico através da remodelacdo da expressdo genética, modificando a sua estrutura
celular com aumento do volume de mitocondrias e dos mecanismos de defesa antioxidante
(McArdle et al., 2002) para que se torne menos suscetivel a lesdes apds a repeticdo do mesmo
exercicio. O organismo deteta a repeticdo do exercicio, adaptando-se ao mesmo, através da
diminuicdo da expressao do recetor de superficie celular dos leucécitos (Peake et al., 2005).
A pratica regular de exercicio fisico de intensidade moderada aumenta a variabilidade da
frequéncia cardiaca, Heart Rate Variability (HRV) (Earnest et al., 2008), e esta associada a
diminuicdo do stress oxidativo e a melhorias na capacidade antioxidante (J.-S. Wang &
Huang, 2005) como demonstrado por Ilhan Nevin e colegas que no seu estudo observaram
uma reducdo dos produtos da peroxidacdo lipidica apds programas de exercicio intenso
recorrente, por meio da ativacao de sistemas antioxidantes (Ilhan et al., 2004) e pode, por isso,
ser considerada como antioxidante por si s6 (Gomez-Cabrera et al., 2015; Meeus et al., 2013).
David Gonzalez e colegas avaliaram a TAC a partir de amostras de saliva recolhida a 24
participantes antes e ap0s fazerem uma corrida de 10000 metros, verificando uma melhoria
significativa apds o exercicio (Gonzalez et al., 2008). Adriele V. Souza e colegas, num estudo
feito em 2019, verificaram também uma melhoria na TAC apds a pratica de exercicio fisico
de diferentes intensidades em saliva e em plasma colhidos a 30 participantes antes e ap6s 0
exercicio (Souza et al., 2019). Estes resultados demonstram que o exercicio aerébico provoca
um aumento significativo na TAC, com um aumento da atividade das enzimas antioxidantes,
o0 que reflete 0 aumento das defesas antioxidantes em resposta ao stress oxidativo induzido

pelo exercicio fisico, diminuindo os marcadores de stress oxidativo.

Apesar de associadas ao stress oxidativo, as ROS sdo essenciais a adaptacdo do
musculo esquelético ao exercicio visto que ativam importantes vias de sinalizacdo celular,
como a biogénese mitocondrial, a inducdo da defesa antioxidante enddgena e a hipertrofia

(Gomez-Cabrera et al., 2016) fazendo, por isso, parte do processo antioxidante ativado pela

15

—
| —



pratica de exercicio fisico. A Figura 4 sumariza a importancia das ROS para o funcionamento
das fibras musculares e a atividade inibidora de antioxidantes.

| Exercicio
| Antioxidantes ““Afivagao de vias || /| Adaptaciodo |
) J_ i de sinalizacio . tecido muscular i

_____ S o i
ROS | by L celular 4 || ___ao exercicio __
----- Fatores de transcrigdo e ———————
Antioxidantes —] Co-ativadores || | 1 Biogénese | | |/ 1 L . )
~ transcripcionais mitocondrial i | Vasodilatagdo da artéria braquial;
e : (o N | e | | e
;/ : P \ : R Niveis de N 1 Hiperrofia | | | J Pressio sistdlica e diastolica;
! stress oxidativo i mRNA de: ||t cardiacaedotecido | | |! L . )
b . g S A muscular | | |} 1 Sensibilidade a insulina;
S esquelético /| ||
(T i o ) o Enzimas g - | [ ‘.‘ Performance;
i 1 Marcadores .musfculares do stress ; Proteinas ! 4' Atividade das i |
oxidativo ; transportadoras | | enzimasde | | || 4 Capacidade de oxigenagdo;
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"""""""""""""""""""" \ i Recuperagdo da forga
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Figura 4 - Efeito da administracao de antioxidantes no exercicio fisico. As ROS em excesso induzidas pela préatica de
atividade fisica causam danos musculares, fadiga e stress oxidativo. No entanto, sdo essenciais porque atuam como moléculas
sinalizadoras e medeiam as respostas adaptativas a pratica de atividade fisica que advém dos efeitos cumulativos de exercicios
repetidos. Ao inibir as ROS deixam de ocorrer: a ativagdo de vias de sinalizagao celulares importantes; a adaptacédo do tecido
muscular ao exercicio; alguns beneficios para a satde derivados do exercicio. Adaptado de Gomez-Cabrera MC et al (2015).
Redox modulation of mitochondrion genesis in exercise. Does antioxidant supplementation blunt the benefits of exercise
training?.

No entanto, a pratica de exercicio fisico pode ter efeitos nefastos. Por exemplo,
individuos que praticam exercicio fisico extenuante correm maiores riscos de vir a sofrer com
infecGes do trato respiratério superior (Heath et al., 1991; Novas et al., 2003; Peters &
Bateman, 1983) comparativamente a individuos que praticam exercicio moderado ou
sedentarios, uma vez que esta préatica leva a supressdo imunitaria, qgue normalmente dura entre
3 a 24h ap6s o exercicio (Gleeson et al., 2001), deixando uma “janela aberta” para o

desenvolvimento de infegdes.

A prética de exercicio fisico extenuante causa disturbios na homeostase intracelular
devido a maior libertacdo de ROS e, se a libertacdo destas moléculas ultrapassar a capacidade
antioxidante celular, ocorre stress oxidativo (Davies, 1995). Tony Ashton e os colegas
avaliaram a producdo de ROS e a peroxidacéo lipidica (niveis de MDA) no sangue venoso de
12 voluntéarios saudaveis antes e apds uma sessdo de exercicio exaustivo em bicicleta estatica

bem como a TAC, observando o maior aumento nas ROS pos-exercicio nos individuos com
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0 maior VOamax, aumento dos niveis de MDA apds o exercicio e aumento da TAC néo
significativo (Ashton et al., 1998), como também ja tinha sido reportado num estudo levado a
cabo por R. Lovlin e colegas em 1987. Neste estudo verificou-se uma diminuicao significativa
(10,3%) no MDA plasmatico com um VO2max a 40% (intensidade moderada) mas, com um
VO2max @ 70% (elevada intensidade) o MDA plasmético evidenciou que hd uma tendéncia
crescente nos niveis de MDA com o aumento da intensidade do esforco, j& na exaustdo, o
MDA plasmatico e o lactato foram significativamente mais elevados comparativamente com

os valores obtidos em repouso (Lovlin et al., 1987).

Recorrendo ao método de espectroscopia de ressonancia paramagnética eletrénica
(EPR), técnica de detecdo de radicais livres, Jackson e a sua equipa relataram um aumento de
70% nos sinais de EPR no masculo em contracdo estimulado eletricamente em comparagdo
com os controlos em repouso (Jackson et al., 1985). Kumar e os colegas detetaram um
aumento de ROS no miocardio apds uma sessdo aguda de exercicio exaustivo em ratos e que
a suplementacéo de vitamina E, um antioxidante, atenuou a producdo de ROS (Kumar et al.,
1992). Esses estudos evidenciam que o exercicio fisico promove o aumento da geracdo de
ROS.

Os parametros fisioldgicos e bioquimicos dependem do tipo, da intensidade e da
duracdo do exercicio fisico (Ashton et al., 1998; Burton et al., 2004; A. J. Busch et al., 2011,
Hargreaves & Spriet, 2020; Leaf et al., 1997; Shi et al., 2007; Souza et al., 2019) pelo que, a
intensidade, tipo e duracdo da préatica desportiva sdo fatores a ter em conta no que respeita a
avaliacdo do estado REDOX.

Estudos demonstram um aumento da concentragéo total proteica e da atividade da
o—amilase, ambos marcadores da intensidade do exercicio fisico, logo ap6s a prética de
exercicio muito intenso (Bortolini et al., 2009; Li & Gleeson, 2004; Ligtenberg et al., 2015;
Souzaet al., 2019; Walsh et al., 1999) embora isso ndo se verifique apds a préatica de exercicio

de intensidade moderada (Ligtenberg et al., 2015).

A resposta do organismo a pratica de exercicio fisico também depende do nivel de
treino em que se encontra o individuo, uma vez que as altera¢cdes do estado REDOX em
individuos sedentarios sdo muito mais acentuadas comparativamente com individuos
fisicamente ativos (Cipryan, 2018; Peres et al., 2021) porque nestes ultimos o seu tecido

muscular ja se encontra adaptado ao maior aporte sanguineo exigido pela pratica desportiva.
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Sao reportados menores parametros de stress oxidativo em individuos treinados do que em
individuos sedentérios, quer em repouso, quer apos a pratica de exercicio fisico (Fisher-
Wellman & Bloomer, 2009). A menor vulnerabilidade aos danos resultantes do stress
oxidativo induzido pelo exercicio observada nos individuos que treinam regularmente deve-
se a mecanismos de adaptagdo, como a ativacdo dos sistemas antioxidantes, a atividade de
enzimas como a catalase, a GPx, a SOD, de sistemas de recuperacdo de danos resultantes do
stress oxidativo mediados pelo aumento da producdo de ROS e as alteracGes morfoldgicas do
tecido muscular que diminuem a producdo de ROS, alteracfes estas que ocorrem em resposta

ao stress oxidativo durante a fase de recuperacdo (Gomez-Cabrera et al., 2016).

O exercicio fisico ativa o ramo simpatico do SNA devido a estimulacdo dos centros
motores do cérebro e aos impulsos aferentes dos musculos em atividade (Kjaer et al., 1987),
sendo considerado um indutor de stress. Ao avaliar a resposta dos individuos a uma prova de
esforco fisico, a partir da analise de parametros fisiologicos e bioquimicos, é possivel inferir

acerca da modulagdo auténoma e do estado REDOX, detetando anomalias, caso presentes.

1.4.3. Efeitos do exercicio fisico em doentes com fibromialgia
Uma vez que o exercicio fisico regular de intensidade moderada melhora a oxigenacgéo
do tecido muscular esquelético levando a diminuicéo da sensibilizacdo central e da nocicecao
(Sarifakioglu et al., 2014), tém-se vindo a investigar os efeitos psicofisiolégicos positivos do
exercicio nos pacientes com fibromialgia, com vista a aplicar a pratica de exercicio fisico

como potencial tratamento.

A partir de avaliagdes fisiologicas, como a medida da HRV, que pode ser utilizada
como um indicador de stress (De Vito et al., 2002), é possivel determinar uma hiper-
reactividade do ramo simpético do sistema nervoso autonomo, caracteristica frequente em
individuos com esta patologia, mesmo em condig¢des basais, indicando uma alteracdo no

funcionamento do SNA nesses pacientes (Staud, 2008).

A resposta psicofisioldgica dos doentes com fibromialgia a pratica de exercicio fisico
comparativamente com individuos saudaveis apresenta também outras diferencas
significativas, nomeadamente no que respeita a resposta vascular periférica, como foi
demonstrado num estudo de caso-controlo por Suérez et al em 2021, no qual uma paciente

com fibromialgia e um individuo saudavel do mesmo sexo e idade foram submetidas a um
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protocolo de fadiga muscular de elevada intensidade revelando uma maior frequéncia cardiaca
e uma temperatura da mao inferior na paciente quer no momento basal, quer ap6s a prova de

esforco (Suérez et al., 2021).

Como o exercicio fisico altera o estado REDOX em individuos saudaveis e em
pacientes (Fisher-Wellman & Bloomer, 2009; Hendrix et al., 2020), a aplicacdo de um
momento de exercicio intenso em individuos sedentarios com fibromialgia leva a diminuigédo
da capacidade antioxidante, com uma atividade reduzida da catalase, da superoxido dismutase
e de enzimas envolvidas no metabolismo do glutationo e provoca um aumento da expressao
de marcadores de stress oxidativo (Fisher-Wellman & Bloomer, 2009) mais acentuada

comparativamente com individuos saudaveis.

Estas alteracdes, provavelmente, devem-se ao facto de os parametros mensurados se
encontrarem ja alterados nos pacientes no estado basal comparativamente com individuos
saudaveis (Sarifakioglu et al., 2014; Shukla et al., 2020; Soliman et al., 2016; Suarez et al.,
2021) demonstrando uma capacidade de resposta impar, por parte destes a exposicdo a
indutores de stress, o que revela alteracbes na modulacdo do SNA e no estado REDOX,
comuns nestes pacientes. Tem-se vindo a verificar uma reduzida capacidade de resposta do
SNA destes doentes a provas de esforgo fisico (Suérez et al., 2021), indicando uma reduzida

capacidade de resposta a indutores de stress.

Os pacientes com fibromialgia conseguem praticar exercicio moderado e até vigoroso
(Inanici et al., 2011), no entanto, apresentam uma baixa tolerancia aerébia bem como reduzida
flexibilidade e resisténcia muscular dindmica (Sarifakioglu et al., 2014), tendo uma
performance fisica muito inferior comparativamente com individuos saudaveis (Jones et al.,
2010; Mannerkorpi et al., 1994). Como tal, sentem muita dificuldade ao iniciar programas
regulares de exercicio fisico. A baixa capacidade muscular pode estar na origem da menor

resisténcia existente nos doentes com fibromialgia (E. Lund et al., 2003).

Antes de 0 organismo se adaptar as alteracfes que o exercicio induz, os sintomas da
patologia sdo assoberbados e dificultam a pratica de exercicio (Altindag & Celik, 2006; A. J.
Busch et al., 2011).

Com a préatica de exercicio fisico aerobio regular, verificam-se melhorias na
sintomatologia (A. J. Busch et al., 2011; Dinler et al., 2009; Valim et al., 2003) bem como nos

parametros bioquimicos, como o aumento da atividade de enzimas antioxidantes (catalase e
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glutationo peroxidase) e a diminuicdo da presenca de marcadores de stress oxidativo
(carbonilos proteicos, 6xido nitrico, malondialdeido) em pacientes com fibromialgia.

No entanto, também nos pacientes, diferentes tipos de exercicio levam a diferentes
resultados (Hauser et al., 2010), como exemplo, o estudo de Valim e os colegas levado a cabo
em 2003, demonstrou que as pacientes com fibromialgia que efetuaram o programa de
exercicio de alongamento nao demonstraram melhorias no sintoma de depressao, ao contrario

das que efetuaram o programa de exercicio aerobio (Valim et al., 2003).

Dadas as evidéncias de que a pratica regular de exercicio fisico de intensidade
moderada traz beneficios, tém-se efetuado diversos estudos com o objetivo de avaliar os seus
efeitos psicofisiologicos em pacientes com fibromialgia. Os efeitos benéficos do exercicio
podem estar associados ao aumento do aporte sanguineo, melhorando a oxigenacao tanto ao
nivel cardiopulmonar como ao nivel muscular (Dinler et al., 2009), melhorando a

sintomatologia.

Clinicamente, o exercicio é administrado em conjunto com outros tratamentos
projetados para controlar os sintomas em pacientes com fibromialgia, incluindo farmacos
(antidepressivos, relaxantes musculares, analgésicos, anti-inflamatérios ndo esteroides),
programas de educacdo e de autogestdo e estratégias de gestdo da ansiedade (Goldenberg et
al., 2004).

Mccain e os colegas foram pioneiros no estudo dos efeitos do exercicio na
sintomatologia da fibromialgia. Demonstraram, pela primeira vez (A. J. Busch et al., 2011),
os beneficios do exercicio fisico na sintomatologia da fibromialgia num estudo no qual 20
pacientes realizaram exercicios de flexibilidade e 18 realizaram exercicios cardiovasculares
durante 20 semanas ao fim das quais se verificou que o grupo de pacientes submetido ao
exercicio cardiovascular melhorou significativamente os seus parametros de fitness
cardiovascular e a sintomatologia comparativamente com o grupo submetido ao exercicio de
flexibilidade (McCain, 1986; McCain et al., 1988).

O interesse em examinar o efeito do exercicio nos doentes com fibromialgia tem
aumentado nas Gltimas décadas e a pesquisa apoia que a modalidade mais benéfica para este
efeito € o exercicio aerdbio praticado regularmente (A. J. Busch et al., 2011; H&user et al.,
2010; Rooks et al., 2002) na medida em que melhora a capacidade aerobia, a microcirculacéo

muscular, os parametros bioquimicos bem como a sintomatologia (Dinler et al., 2009;

20

—
| —



Kingsley et al., 2010; McCain et al., 1988; Soliman et al., 2016) e o estado de espirito (Gowans
et al., 2001). O treino aer6bio aumenta o consumo de oxigénio e a microcirculagdo no tecido
muscular melhorando a sua capacidade e diminuindo a intensidade da dor e a fadiga (Dinler
et al., 2009; Martin et al., 1996; Mengshoel et al., 1992; Rooks et al., 2002; Wigers et al.,
1996), o treino aerdbio de resisténcia melhora a forga muscular (Kingsley et al., 2010; Panton
et al., 2009; Rooks et al., 2002), no entanto ndo induz alteragcbes na HRV, como Kingsley e
colegas descobriram (Kingsley et al., 2010). No estudo referenciado concluiu-se que a
modulacdo autonoma foi semelhante em repouso e apds o exercicio de resisténcia aguda da
perna entre mulheres com fibromialgia e as controlo saudaveis ndo havendo também
diferengas antes ou depois do programa de treino de resisténcia. No que respeita a forca
muscular, as mulheres com fibromialgia apresentaram niveis de forca maxima semelhantes
aos do grupo controlo antes e apos a intervencao. No entanto, ha estudos que mostraram menor
forca muscular em mulheres com fibromialgia comparativamente com controlos antes do

programa de exercicio (Gowans et al., 2001; Hakkinen et al., 2001; Valkeinen et al., 2006).

A partir destas evidéncias foram efetuados mais estudos com o intuito de relacionar
diferentes tipos e intensidade de exercicio fisico com a sintomatologia e com paradmetros

fisicos e bioquimicos.

Buckelew e os seus colegas, realizaram um estudo com o objetivo de comparar a
eficacia do biofeedback/relaxamento, exercicio e um programa combinado para o tratamento
da fibromialgia. Para tal, recorreram a 119 doentes com fibromialgia e dividiram-nos em
quatro grupos para que um dos grupos fizesse o biofeedback, o segundo o treino de exercicio,
0 terceiro uma combinacdo de ambas as estratégias e o quarto grupo fosse submetido a um
programa educacional. Concluiram que os trés primeiros tratamentos induziram melhorias
significativas e o quarto tratamento, de programa educacional, ndo apresentou melhorias
(Buckelew et al., 1998).

Num estudo levado a cabo por Ngrregaard e colegas ndo foi observado nenhum
aumento anormal da creatina quinase ou mioglobina ap6s uma prova de exercicio de
intensidade crescente em pacientes com fibromialgia, o que indica que as membranas
musculares permaneceram intactas durante o exercicio, o que leva a crer que o tecido muscular
nos doentes com fibromialgia ndo é mais vulneravel a microtraumas do que o saudavel
(Ngrregaard et al., 1994).
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Soliman e os colegas avaliaram o estado antioxidante de doentes e de individuos
saudaveis antes e apo6s o cumprimento de um programa de exercicio aerébio e de forca
intensivo durante 12 semanas. Os investigadores avaliaram o stress oxidativo e a sua relacao
com os sintomas da patologia. No seu estudo, antes do inicio do programa de exercicio,
detetaram niveis plasmaticos de marcadores de stress oxidativo (carbonilos proteicos e MDA),
significativamente mais elevados em pacientes com fibromialgia comparativamente com 0s
controlos, evidenciando oxidacdo proteica e peroxidacao lipidica, danos resultantes de stress
oxidativo. Detetaram também uma reduzida TAC por avaliacao da atividade da catalase e dos
niveis de tidis plasmaticos nas pacientes com fibromialgia. Os investigadores descobriram que
estes niveis estdo significativamente correlacionados com o quadro clinico da doenca,
especialmente a dor. Ap6s as 12 semanas de exercicio, todos os pardmetros mensurados
melhoraram significativamente (os marcadores de stress oxidativo diminuiram e o0s
marcadores de atividade antioxidante aumentaram), bem como a sintomatologia, revelando

que o programa de treino aplicado é eficaz (Soliman et al., 2016).

Os resultados do estudo referenciado foram congruentes com os do estudo de
Sarifakioglu e colegas levado a cabo em 2014 de metodologia semelhante com 30 pacientes

com fibromialgia e 23 controlos saudaveis (Sarifakioglu et al., 2014).

Os objetivos da atividade fisica e do treino fisico sdo melhorar a aptidao e funcéo
fisicas, reduzir os sintomas da fibromialgia otimizando a salde e o bem-estar geral (A. J.
Busch et al., 2011). Os pacientes com fibromialgia podem praticar exercicio de forma a
alcancar os efeitos do treino e ganhar beneficios a longo prazo.

Para que os resultados da prética de exercicio se mantenham, é necessario que seja
continuado, se se interromper o exercicio, as melhorias perdem-se pois o efeito ndo é de longo
prazo (Hauser et al., 2010; Martin et al., 1996; Rooks et al., 2002; Wigers et al., 1996).

H& que ter em conta o tipo de exercicio, a intensidade e frequéncia a recomendar
(Wigers et al., 1996) ja que a intensidade do exercicio é determinante critica da magnitude do
seu efeito e porque ha o risco do exercicio causar uma exacerbacdo dos sintomas e dor
prolongada (Mengshoel et al., 1995). Exercicio de baixa intensidade ndo consegue melhorar
ador, no entanto o de moderada intensidade ja melhora substancialmente este sintoma (Hauser
et al., 2010). Também é necessério ter em conta a duracdo do programa de exercicio. No

estudo efetuado por Alentorn-Geli que envolveu um programa de exercicio feito duas vezes
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por semana durante 6 semanas, verificou-se que o exercicio por si s6 ndo induz a melhorias

significativas (Alentorn-Geli et al., 2008).

As melhorias induzidas pelo exercicio podem ser atribuidas & maior oxigenagao
tecidular, nomeadamente ao nivel muscular, bem como no aumento da ATP e na adaptacao

do organismo ao treino regular.

Parece também haver uma associacdo entre o exercicio fisico e 0s mecanismos do
processamento da dor do SNC, como demonstrado no estudo de McLoughlin e colegas, no
qual demonstraram uma associacao significativa entre o exercicio fisico e a diminuicdo da
percecdo da dor em pacientes com fibromialgia. Os investigadores observaram uma relagéo
positiva entre o exercicio e a resposta cerebral a dor no cértex dorso-lateral pré-frontal, no
cortex cingulado posterior e insula posterior, regides importantes na regulacdo da dor de
pacientes com fibromialgia e uma relacéo negativa para os cortex sensorial primario e parietal

superior, regides implicadas nos aspetos sensoriais da dor (McLoughlin et al., 2011).

1.5. Biomarcadores em fibromialgia

O National Institute of Health (NIH) dos Estados Unidos da América, em 2001, definiu
biomarcadores como sendo “caracteristicas que podem ser objetivamente mensuradas e
avaliadas como uma indicacdo de processos normais ou patogénicos ou respostas
farmacoldgicas a uma intervencdo terapéutica” (“Biomarkers and Surrogate Endpoints:
Preferred Definitions and Conceptual Framework.,” 2001). Por vezes, o resultado da medi¢éo
de um parametro bioldgico que possa ser considerado biomarcador ndo representa a sua
verdadeira bioatividade, pelo que, para inferir sobre um estado fisiol6gico ou patolégico é

preferivel recorrer a mais do que um biomarcador.

Tém-se vindo a verificar alteracfes consistentes na expressao de diferentes moléculas
entre os doentes com fibromialgia e individuos saudaveis tais como em marcadores de
atividade do SNA, como a HRV, o fluxo salivar, a atividade da enzima a-amilase salivar e a
concentragcdo proteica total bem como marcadores da capacidade antioxidante como a
atividade das enzimas catalase, GPx, SOD e marcadores de stress oxidativo, que refletem a
perda do balanco entre a atividade antioxidante e a producdo de ROS. Os avangos no
conhecimento acerca desta patologia tém permitido avaliar diferentes moléculas com valor de

diagnostico.
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As alteragOes moleculares observadas nos doentes podem ser utilizadas para auxiliar
o diagnostico da fibromialgia ao relacionar a diferente expressdo de determinadas moléculas

com os sintomas, distinguindo individuos doentes dos saudaveis.

1.5.1. Biomarcadores da atividade do sistema nervoso auténomo

15.1.1. Variabilidade da frequéncia cardiaca - HRV

A funcdo do coragcdo, composto por células musculares cardiacas, miocardio, é
bombear o sangue para todo o corpo e é controlado pelo SNA. Como tal, a sua atividade é
ciclica e ilustrada sob a forma de ondas em eletrocardiogramas (ECG), representado pela
Figura5 A. O ECG ¢, portanto, um espelho da atividade elétrica do coracdo, dependente dos
estimulos simpato-vagais cuja avaliacdo permite a observacdo da velocidade de conducgédo
entre auriculas e ventriculos (intervalo P-R), da frequéncia de despolarizacdo arterial
(intervalo P-Q), da duracdo da contracdo ventricular (intervalo Q-T) e estimar a frequéncia

cardiaca (intervalos R-R).

O nddulo sinoarterial, localizado na auricula direita na proximidade da veia cava
superior, € continuamente controlado por mecanismos neuronais (Lombardi et al., 1996) e
liberta potenciais de acdo que se propagam através das auriculas, levando a sua contracédo
(ondas P, despolarizacdo das auriculas) até ao nodulo atrioventricular. O nddulo
atrioventricular, localizado no extremo oposto da auricula direita, no topo do septo
auriculoventricular, é responsavel pelo atraso do impulso nervoso dando tempo para que as
auriculas esvaziem todo o seu conteddo para os ventriculos. A partir do nodulo
atrioventricular, o impulso nervoso passa pelo feixe de His, localizado no septo auriculo
ventricular, que se divide em dois ramos de modo a que passe por ambos 0s ventriculos (ondas
Q, despolarizacao do septo auriculoventricular) até ao apice do coracao e as fibras de Purkinje,
dando-se a contragdo ventricular (ondas R, despolarizagcdo ventricular) responséavel pelo
bombeamento do sangue para a circulacéo sistémica e pulmonar. Apos a saida do sangue do
coracao a partir das artérias, os ventriculos repolarizam, relaxando (ondas T, repolarizacao

ventricular), conforme ilustrado esquematicamente na Figura 5 B.
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Um batimento cardiaco

Figura 5 — Representacéo da atividade elétrica do coracédo. A — ECG, que representa a atividade elétrica do coragdo atraves
de ondas, neste caso de um batimento cardiaco até ao inicio do batimento seguinte; B — Movimento da corrente elétrica
através do coragdo durante um batimento cardiaco. O estimulo é iniciado pelo nédulo sinoarterial, disseminando-se até ao
nodulo atrioventricular, de onde prossegue através do feixe de His que tem uma bifurcacdo para ambos os ventriculos, sendo
finalmente irradiado através das fibras interventriculares (células de Purkinje). Adaptado de Barreto & Madeiro (2018),
Comparagdo de modelos matematicos para classificagdo morfoldgica do complexo QRS do sinal eletrocardiograma e do sitio
Manual MSD: www.msdmanuals.com.

O batimento cardiaco responde dinamicamente a alterag@es fisiologicas mediadas por
estimulos simpaticos e parassimpaticos no nédulo sinoarterial, pelo que, embora ritmico, ndo
é totalmente constante apresentando oscilacdes mediante o estado fisiolégico do organismo
(Kleiger et al., 2005). Como tal, 0 ECG de individuos saudaveis, mesmo em repouso,
apresenta variacOes periddicas nos intervalos RR (Lombardi et al., 1996), intervalo entre
batimentos cardiacos consecutivos que corresponde ao intervalo de tempo entre duas ondas R

consecutivas num ECG (Staud, 2008) e que, geralmente, varia entre 0.07 a 0.10 seg.

A HRV pode ser analisada a partir de softwares de analise de ECGs disponiveis, tais
como o Kubius (Tarvainen et al., 2014) obtendo-se uma avalia¢do da atividade do SNA a
partir da analise da atividade elétrica do coracdo. Este software inclui um algoritmo de detecéo
do complexo QRS adaptavel e ferramentas para calcular todos os parametros de HRV no
dominio do tempo e no dominio da frequéncia e varios parametros nédo lineares (ver ponto
1.5.1.2)).

Em condigdes fisiologicas normais, a exposicao a situacdes de stress, como a pratica
de exercicio fisico, induz a respostas adaptativas do SNA, como um aumento do ténus

simpético com atenuagao do parassimpatico, contribuindo para a manutencdo da homeostasia
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e de um ambiente interno saudavel, que se refletem, entre outras, em alterac6es na frequéncia
cardiaca (De Vito et al., 2002). A complexidade dos ritmos autbnomos bem como a sua
interacdo com todos os sistemas do organismo, caracterizam o estado cardiovascular na salude
e na doenca (Staud, 2008), pelo que, as flutuacdes observadas na HRV refletem a modulacao
autonoma e tém significado prognostico em estados patoldgicos.(Kleiger et al., 2005). A HRV
pode entdo ser utilizada como uma ferramenta ndo invasiva para aceder a modulagdo
autonoma ja que fornece informacgdes acerca do balanco entre a modulacdo simpatica e
parassimpatica. A inducdo a situagdes de stress, bem como o stress cronico, contribuem para
a diminui¢do da HRV num organismo saudavel, devido ao aumento do estimulo simpatico e

atenuacdo do parassimpético (Hoshi et al., 2013; Soares-Miranda et al., 2014).

Estudos anteriores relataram uma baixa HRV em doentes com fibromialgia que podera
ser compativel com disautonomia (Martinez-Lavin, 2004; Raj et al., 2000; Ulas et al., 2006).

A disautonomia presente em fibromialgia é caracterizada pela hiper-reactividade
persistente do SNA em repouso e hipo-reactividade durante situacdes de stress (Furlan et al.,
2005). A hipo-reactividade observada nestes doentes parece estar correlacionada com o0s

sintomas.

Doentes com fibromialgia apresentam alteracGes na HRV consistentes com uma hiper-
reactividade simpatica e uma hipo-reactividade parassimpatica (Cohen et al., 2000; Figueroa
et al., 2008; Kulshreshtha & Deepak, 2013), o0 que é congruente com a incapacidade de reagir
apropriadamente a indutores de stress, nomeadamente a uma prova de exercicio fisico de curta
duracdo e elevada intensidade (Kingsley et al., 2010; Suérez et al., 2021). Martinez e colegas
descobriram, no seu estudo, que os 30 doentes com fibromialgia avaliados comparativamente
com 30 controlos saudaveis tinham diminuido a HRV acumulada de 24 horas, manifestada
por uma diminuicdo do desvio padréo de todos os intervalos RR e uma propor¢do diminuida
de pares de intervalos RR adjacentes diferindo em > 50 ms. Estes resultados devem-se ao facto
de os doentes terem uma HRV de 24 horas diminuida devido a predominancia da modulagcéo
simpatica noturna, o que podera estar associado a fadiga e distdrbios do sono sentidos por

estes individuos (Martinez-Lavin et al., 1998).

No estudo levado a cabo por Cohen e colegas com o objetivo de estudar a interagéo
entre os sistemas simpético e parassimpatico e de explorar a associacdo entre a HRV e 0s

sintomas em pacientes com fibromialgia utilizando analise de espectro de poténcia (PSA) da
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HRV, observou-se uma frequéncia cardiaca significativamente maior em pacientes com
fibromialgia comparativamente com os controlos saudaveis levando a conclusdo de que o
estado autdbnomo basal dos pacientes é caracterizado por um ténus simpatico aumentado e um
tonus parassimpatico reduzido e de que a desregulacdo autonoma pode ter implicacbes na

sintomatologia (Cohen et al., 2000).

Figueroa e equipa demonstraram que a HRV e a forca muscular, naturalmente
reduzidas nos pacientes com fibromialgia, melhoraram significativamente ap6s o
cumprimento de um programa de exercicios de 16 semanas. Ou seja, verificaram uma maior
HRV e maior capacidade de realizar forca apds as 16 semanas de exercicio comparativamente

com o inicio (Figueroa et al., 2008).

1.5.1.2. Calculo da variabilidade da frequéncia cardiaca

A HRV é mensurada observando-se as flutuacdes da frequéncia de despolarizacao
ventricular (intervalos RR) ao longo de um determinado periodo de tempo causadas pelos
mecanismos de regulacdo auténoma do sistema cardiovascular. Para analisar a HRV,
recorrem-se a métodos estatisticos, dominio do tempo, a espectros de poténcia, dominio da

frequéncia, e a analise geométrica ndo-linear, grafico de Poincaré (Kleiger et al., 2005).

Dominio do tempo

As medidas realizadas no dominio do tempo derivam de métodos estatisticos. Como
os intervalos entre as ondas RR adjacentes sdo medidos durante a realizacdo do ECG, pode-
se recorrer a manipulacdes aritméticas destes intervalos para calcular a HRV a partir dos dados
dos intervalos RR do ECG, obtendo-se indices como: SDNN, desvio padrdo da média dos
intervalos RR; SDANN, desvio padrdo da média dos intervalos RR de 5 minutos; pNN50,
percentagem das diferencas sucessivas maiores que 50 ms entre intervalos RR, apresentada
na Equacdo 1; rMSSD, raiz quadrada da média quadrada da diferenca entre os intervalos RR

sucessivos, apresentada na Equacéo 2 (Kleiger et al., 2005; Staud, 2008).
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2RRs

NN50 =
pNN50 SRR

Equacédo 1 - Percentagem das diferengas sucessivas maiores que 50 ms entre intervalos RR. Onde RRso € igual as diferengas
entre os intervalos RR sucessivos maiores que 50 ms. Adaptado de Neumamm et al (2011), Estudo da variabilidade da
frequéncia cardiaca em exercicio progressivo maximo.

RR; — RR,,\*
rmssp = | ()

Equacdo 2 - Raiz quadrada da média quadrada da diferenca entre os intervalos RR sucessivos. Onde N é o nimero de
intervalos RR e i é a posicéo do intervalo RR. Adaptado de Neumamm et al (2011), Estudo da variabilidade da frequéncia
cardiaca em exercicio progressivo maximo.

Dominio da frequéncia

Outro método de avaliacdo da HRV comumente utilizado é a analise no dominio da
frequéncia, baseada na andlise espectral de dados derivados de ECG para detetar a frequéncia
das alteracGes do intervalo RR ao longo do tempo porque a atividade nervosa simpaética e
parassimpatica contribui para o espectro de poténcia da frequéncia cardiaca (Akselrod et al.,
1981). A anélise espectral requer que a série de eventos possa ser representada por uma soma
de componentes sinusoidais de diferentes amplitudes e frequéncias. O sinal é representado
como uma combinacdo de ondas de seno e de cosseno, com diferentes amplitudes e
frequéncias (Staud, 2008).

A andlise espectral de poténcia recorre a técnicas como a transformada de Fourier ou
de auto-regressdo de dados provenientes de um ECG que resulta na identificacdo de varias
bandas de frequéncia associadas a atividade do SNA para quantificar flutuagdes ciclicas nos
intervalos RR (Lombardi et al., 1996). Os principais componentes do espectro da HRV
consistem: numa banda de alta frequéncia (HF: 0,15 — 0,40 Hz), que é sincrona com a
respiracdo e é inteiramente gerada por impulsos eferentes parassimpaticos (provenientes dos
nervos vagos cardiacos) tratando-se de um medidor da atividade parassimpatica (Lombardi et
al., 1996); uma banda de baixa frequéncia (LF: 0,04 — 0,15 Hz), modulada por barorreflexos

com uma combinacdo de enervacdo simpatica e parassimpatica para o nddulo sinoarterial
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(Kleiger et al., 2005); e uma banda de muito baixa frequéncia (VLF: 0,0033 — 0,04 Hz),
mediada por estimulos parassimpaticos que representa a influéncia dos sistemas vasomotor
periférico e renina-angiotensina (Staud, 2008; Taylor et al., 1998), sendo o restante do
espectro de poténcia composto pela banda de frequéncia ultrabaixa, que reflete toda a variacao

abaixo de 0,0033 Hz e reflete principalmente o ritmo circadiano.

Os parametros LF e HF sdo avaliados em termos de frequéncia e amplitude, as quais
sdo determinadas pela &rea (poténcia) de cada componente pelo que, os resultados sdo obtidos
em ms? (Lombardi et al., 1996).

A razdo dos espectros de baixa e de alta frequéncia (LF/HF) é usada como um indice

de atividade simpato-vagal.

A anélise espectral da HRV trata-se de um teste com utilidade na identificacdo dos
pacientes com fibromialgia porque estes apresentam disautonomia (Martinez-Lavin et al.,
1998; Staud, 2008). Uma baixa HF e elevadas LF e LF/HF refletem uma acentuada atividade
do SNS com a do parassimpatico atenuada.

Método de Poincaré

Se apenas forem aplicados métodos lineares, algumas informac6es podem-se perder
uma vez que os sistemas organicos ndo sdo totalmente lineares (Hoshi et al., 2013). Como tal,
ha a necessidade da aplicacdo de métodos de analise ndo linear para caracterizar sistemas

complexos.

O grafico de Poincaré, cujo um exemplo esta representado na Figura 6, € uma técnica
geométrica utilizada para avaliar a dindmica da HRV através de uma representacao visual num
espaco cartesiano dos valores (pontos) de cada par de elementos sucessivos numa série
temporal, neste caso de intervalos RR (Hoshi et al., 2013). Pretende relacionar cada intervalo
RR obtido com o intervalo imediatamente posterior (RRi versus RRi+1) e pode reconhecer
padr@es de correlagdo ocultos de um sinal de série temporal (Karmakar et al., 2010). O gréfico
de Poincaré descreve a dindmica ndo linear da HRV, permitindo visualizar os padrbes dos
intervalos RR (Kleiger et al., 2005). A série dos pontos representativos da variavel em estudo
em tempos sucessivos é ajustada a uma elipse que descreve a evolugdo do sistema de modo a

que se obtenham indices mensuraveis (Brennan et al., 2001; Tulppo et al., 1996). O menor
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eixo da elipse representa o desvio padrdo da variabilidade instantanea do intervalo RR (SD1),
mediada pelo estimulo parassimpatico no nédulo sinoarterial representando as rapidas
alteracdes nos intervalos RR; o maior eixo da elipse representa o desvio padrdo da
variabilidade continua do intervalo RR de longo prazo (SD2), influenciado pelo estimulo
parassimpéatico e simpatico. A partir destes dois indices € possivel determinar a razéo
SD1/SD2, para representar a relagéo entre ambos os indices, que se trata da razdo de curta

variacdo de intervalo para longa variacdo de intervalo (Hoshi et al., 2013).
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M': -
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w
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SD1/SD2 =0,26
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Figura 6 — Exemplo de grafico Poincaré representativo de uma série de intervalos RR mensurada em repouso (A) e durante
uma prova de exercicio (B). A dispersdo ortogonal, expressa pelo menor raio da elipse (SD1), representa a variabilidade da
frequéncia cardiaca de curto prazo. A dispersdo longitudinal, expressa pelo maior raio da elipse (SD2), representa a
variabilidade da frequéncia cardiaca de longo prazo. Adaptado de Neumamm et al (2011), Estudo da variabilidade da
frequéncia cardiaca em exercicio progressivo maximo.

Esta expressao gréafica inclui a forma, tamanho, disperséo, posic¢éo e localizacdo para
todos os dados da HRV no sistema cartesiano. Os estado fisico, psicoldgico e fisiologico de
uma pessoa estdo relacionados com esses parametros graficos devido & modulacéo autbnoma

decorrente de estimulos externos e internos (Ahn, 2020).

A geometria do grafico de Poincaré auxilia na distingdo entre individuos saudaveis e

ndo saudaveis (Brennan et al., 2001).
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1.5.2. Biomarcadores salivares

A saliva trata-se de um fluido biol6gico essencial para a manutengdo da saude oral
com pH de aproximadamente 6.6 a 7.1 (Zhang et al., 2016), podendo o fluxo variar entre 0,32
(baixo fluxo) e 0,47 mL/min (pico de fluxo) (Humphrey & Williamson, 2001). A saliva é
produzida pelas células acinares (secretoras) das diferentes glandulas salivares, presentes na
cavidade oral, representadas na Figura 7 A, sendo 65% da saliva segregada espontaneamente
(sem inducdo) pelas glandulas submandibulares, localizadas anteriormente aos primeiros
molares superiores, 20% pelas glandulas parétidas, 7 a 8% pelas glandulas sublinguais,
localizadas na parte inferior bocal (os trés pares de grandes glandulas salivares) e
aproximadamente 10% é segregada pelas glandulas menores, que se encontram espalhadas
pela cavidade bocal, no l&bio inferior, lingua, palato, bochechas e faringe e que contribuem
para a maior concentracdo de marcadores plasmaticos na saliva (Humphrey & Williamson,
2001). A saliva total é uma complexa mistura mucosa de fluidos segregados pelo conjunto das
glandulas salivares maiores e menores e do fluido crevicular gengival, que contém bactérias

orais e particulas.

As glandulas salivares, representadas pelo esquema da Figura 7 B, sdo constituidas por
células acinares (serosas e mucosas), que produzem a saliva, por células ductais, que
conduzem a saliva quando ha estimulo para a sua secrecdo das células acinares até a cavidade
oral e por células mioepiteliais, que contraem em resposta a estimulos nervosos (Loo et al.,
2010). As células acinares determinam o tipo de secrecdo produzida pelas diferentes
glandulas, podendo esta ser classificada como serosa, produzida principalmente pelas
glandulas pardtidas; mucosa, produzida maioritariamente pelas glandulas menores; ou mista,
proveniente principalmente das glandulas submandibulares e sublinguais. As células ductais,
dos ductos das glandulas, dividem-se em intercaladas, estriadas e secretorias, sendo as células
ductais intercaladas as primeiras da rede de ductos que ligam as secre¢des acinares ao resto
da glandula seguidas das células ductais estriadas que regulam a reabsorcdo de sodio e das
células ductais excretdrias, as Ultimas da rede de ductos, que contribuem para a reabsorcéao
continua de sddio e secrecdo de potassio. As células mioepiteliais tratam-se de longas celulas
que envolvem as células acinares sendo responsaveis pela contracdo ductal que promove a
excrecdo de saliva para a cavidade oral de acordo com a estimulacdo nervosa (Humphrey &
Williamson, 2001).
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Glandula parétida
I

Glandula sublingual

Glandula
submandibular salivar
(secretorio)

Célula
mucosa

Figura 7 - Glandulas salivares. A — Representac¢éo ilustrativa da localizagdo das glandulas salivares. B — Esquema da
constituicdo de uma glandula salivar. Adaptado do sitio https://tiagofonsecaestomatologia.pt/glandulas-salivares/, e de Silva,
M. (2017). Anélise de caracteristicas organicas, pH e fluxo de saliva total ndo estimulada de recém-nascido a termo.

Inicialmente, a saliva € isotdnica mas torna-se hipotonica a medida que percorre a rede de
ductos das glandulas para atingir a cavidade oral (Humphrey & Williamson, 2001), pois a
agua e os eletrdlitos sdo ativamente transportados pelas células acinares sendo que,
seguidamente, o conteudo eletrolitico da saliva € modificado, principalmente com a remocao
do cloreto de sddio durante a passagem atraves do sistema ductal para a cavidade oral (Proctor
& Carpenter, 2007). A hipotonicidade da saliva ndo estimulada permite que as papilas
gustativas enviem o estimulo nervoso ao centro do paladar. A Figura 8 ilustra a producéo e

regulacao da secrecdo salivar.

Saliva rica em

proteina e viscosa Proteinas ricas em prolina

Proteinas ricas em

mucinas

o — amilase, lisozimas,
peroxiaase, lactoferina

n impati
Enervagdo simpatica Saliva isoténica Saliva hipoténica

Transporte ativo

Enervagdo
parassimpatica
Capilar

proteina e aguada

Figura 8 — Producéo e regulacao salivar. Adaptado do sitio
https://www2.ibb.unesp.br/departamentos/Morfologia/material_didatico/Profa_Maeli/Aulas_Bio/glands_anexas.pdf

A saliva é composta por 99% de agua, sendo o restante 1% composto por bicarbonatos,
fosfatos e ureia, que modelam o pH e a capacidade tampéo da saliva por neutralizagdo dos
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acidos; proteinas como mucinas, enzimas e imunoglobulinas, que sdo antibacterianas; calcio
e fosfato que, em conjunto com proteinas, funcionam como um fator anti solubilidade e
modulam a remineralizacédo; outros eletrdlitos como sédio, potassio, magnésio; acidos gordos;
triglicéridos; amonia (Bosch, 2014; Humphrey & Williamson, 2001; Wilmarth et al., 2004).
As mucinas, produzidas maioritariamente pelas glandulas salivares menores, tratam-se de
proteinas de elevada viscosidade e elasticidade, baixa solubilidade e forte capacidade de
aderéncia que contribuem para a capacidade lubrificante da saliva permitindo a fala, a
mastigacdo e degluticdo, para a capacidade antibacteriana visto que contribuem para a adeséo
de microorganismos as superficies dos tecidos orais, controlando a coloniza¢do bacteriana e
fangica e para a protegdo do esmalte devido a sua elevada adeséo aos dentes, formando uma
pelicula protetora (Humphrey & Williamson, 2001).

A saliva desempenha diversas funcbes, nomeadamente protecdo antibacteriana, pois é
a primeira linha de defesa contra microorganismos e virus da cavidade oral, prote¢cdo mecanica
e quimica, lubrificacdo da mucosa oral, protecdo contra a desmineralizacdo dentéria, percecao
gustativa e digestdo, como tal, uma das mais abundantes proteinas na saliva é a.-amilase que
perfaz cerca de 10 a 20% do conteldo total de proteina na saliva (Arhakis et al., 2013). Esta
enzima desempenha um importante papel na digestdo do amido a maltose (Li & Gleeson,
2004; Nater & Rohleder, 2009), sendo essencial ao processo de digestdo, que tem inicio na
cavidade oral. Um fluxo e composicdo salivar apropriados sdo essenciais e tratam-se de

variaveis com potencial de diagnéstico em determinadas patologias.

O fluxo e a composicdo salivar ndo sdo constantes e, além de variar entre individuos,
variam de acordo com estimulos intrinsecos e extrinsecos como ciclos circadianos e
hormonais, stress, inflamacdo, infecdes e a pratica de exercicio fisico (Humphrey &
Williamson, 2001; Miocevi¢ et al., 2017).

As glandulas salivares sao enervadas por fibras nervosas simpaticas e parassimpaticas,
sendo a secrecdo salivar controlada pelo SNA. A estimulagdo simpatica leva a secrecdo de
pouca quantidade de uma saliva mais viscosa para que tenham lugar funcdes fisiologicas mais
cruciais durante momentos de stress, enquanto que a estimulacdo parassimpatica leva a
secrecdo de uma grande quantidade de saliva mais aquosa durante os periodos de repouso para
promover a digestdo (Iorgulescu, 2009; Miocevi¢ et al., 2017). As glandulas salivares formam

um ponto de regulacdo altamente sofisticado no sistema nervoso, capaz de responder
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instantaneamente e com alto nivel de especificidade a potenciais estimulos intrinsecos e/ou

patoldgicos e extrinsecos (alimentos, stress ou inflamacao) (Bosch, 2014).

O recurso a saliva para o estudo de marcadores bioquimicos para a investigacdo de
diversas patologias € cada vez mais frequente, apresentando elevado potencial para as que se
encontram relacionadas com disfuncdes do sistema nervoso (lllescas-Montes et al., 2021; Ship
et al., 1990), uma vez que tanto o fluxo como a composicédo salivar dependem do estimulo
nervoso que atua nas glandulas que a produzem permitindo inferir sobre a modulagéo

autonoma das glandulas salivares.

A saliva esta continuamente a ser produzida e renovada (cerca de 0,8 mL permanece
na cavidade oral apds a degluticdo (Humphrey & Williamson, 2001)), por isso reflete o estado
fisiolégico momentaneo e encontra-se disponivel em grandes quantidades. Os métodos de
colheita de saliva sdo simples e ndo invasivos, como tal, o recurso a este espécime para anélise
é uma vantagem relativamente ao sangue (Miocevic et al., 2017), principalmente para o estudo
de doencas que envolvem o stress, ja que este método ndo induz stress. A colheita de amostras
de sangue para analise de biomarcadores trata-se de um procedimento invasivo e,
consequentemente, stressante para o dador, sendo um procedimento moroso quando
necessarias colheitas repetitivas podendo até contribuir para alterar a expressdao de
determinados biomarcadores, alem de que exige pessoal (flebotomista) e equipamentos

qualificados (Miocevi¢ et al., 2017).

O controlo simpatico da producéo salivar faz-se através do ganglio cervical superior.
A estimulacdo simpdtica resulta na liberagdo de noradrenalina, que atua sobre os recetores a-
e B-adrenérgicos das glandulas salivares, resultando em: a) diminuicdo da producdo de saliva
pelas células acinares; b) aumento da secrecdo proteica; c) diminuicdo do fluxo sanguineo
para as glandulas. A enervacdo simpatica entre as glandulas salivares é variavel (Culp et al.,
1991).

O controlo parassimpatico é coordenado por meio de centros na medula e faz-se
através dos nervos facial e glossofaringeo. InformacGes aferentes da boca, lingua, nariz e
reflexos condicionados s@o integrados no cérebro e ocorre estimulagdo parassimpatica
(Humphrey & Williamson, 2001). O estimulo parassimpatico resulta na liberagdo de Ach que
atua nos recetores muscarinicos M3 e M1 das glandulas salivares, resultando em: a) aumento

da secrecdo de saliva pelas células acinares; b) as celulas ductais aumentam a secrecdo de
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HCOg3; ¢) aumento do fluxo sanguineo para as glandulas salivares; d) contracdo do mioepitélio
para aumentar a taxa de expulsdo de saliva (Humphrey & Williamson, 2001; Proctor &
Carpenter, 2007). Na presenca de alimentos na cavidade oral, por exemplo, e de acordo com
0 seu sabor e consisténcia, da-se 0 aumento do fluxo salivar e, quando o volume de saliva
atingir aproximadamente 1,1 mL, é acionado o reflexo da degluticdo no tronco enceféalico
(lorgulescu, 2009).

A saliva reflete parcialmente a composicao sanguinea visto que as glandulas salivares
se encontram irrigadas por capilares sanguineos ocorrendo trocas moleculares, por difusdo
passiva, ultrafiltracdo ou transporte ativo entre o sangue e este fluido (Loo et al., 2010). Como
tal, a partir da analise de componentes salivares, é possivel inferir sobre o estado fisiologico
do individuo no momento da colheita, porém, o timing da colheita pode induzir diferentes

resultados (Miocevi¢ et al., 2017).

Os métodos comuns de colheita de saliva sem estimulo incluem: colheita passiva, que
envolve o acimulo de saliva na boca e a colheita, por expetoracdo direta ou atraves de um
canudo para um tubo de amostra, uso de algoddo ou cotonetes e swabs ou dispositivos de
succdo para extracdo de amostra diretamente das glandulas salivares. Também se pode induzir
o fluxo salivar para que se proceda a sua colheita por mastigacdo de pastilhas ou recorrendo a
dispositivos de colheita semelhantes a swabs ou algodao impregnados com &cido citrico. As
desvantagens de se estimular o fluxo salivar incluem: alteracdes no pH, a contaminacgéo da

amostra e alteragdes na concentracao de analitos especificos da saliva (Miocevic et al., 2017).

1.5.2.1.Fluxo salivar

O fluxo salivar médio de uma pessoa saudavel é de aproximadamente 0,3 mL/min
(Edgar, 1990), sendo que a producéo diaria média normal varia entre 0,5 e 1,5 L (lorgulescu,
2009). H4 trés tipos de estimulo para a producgéo de saliva: mastigacéo, o paladar e o olfato,

sendo este 0 menos significativo (Humphrey & Williamson, 2001).

Associadas as variagdes no fluxo salivar estdo variacbes de composi¢do que dependem
da atividade do SNA, modulada por fatores intrinsecos, fisioldgicos, como o ciclo circadiano,
fatores psicolégicos ou patologias sistémicas, e extrinsecos como medicacdo, situacoes
indutoras de stress, entre outras (Humphrey & Williamson, 2001). Por exemplo, a taxa de

producdo da saliva diminui para cerca de 0,1 mL/min durante o sono e aumenta para 4 a 5
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mL/min durante a mastigacéo e outras atividades estimulantes (lorgulescu, 2009). A taxa de
fluxo salivar também tem tendéncia a diminuir em situac6es de stress, como por exemplo, em
época de exames académicos como demonstrado no estudo levado a cabo por Matos-Gomes

e colegas (Matos-Gomes et al., 2010).

Geralmente verifica-se uma diminuicdo do fluxo salivar com a pratica de exercicio
intenso (Bishop et al., 2000; Chicharro et al., 1998; Ljungberg et al., 1997; Steerenberg et al.,
1997), tal como descrito por Li e Gleeson que verificaram uma descida significativa na taxa
de secrecdo salivar imediatamente antes de os participantes, homens saudaveis, terminarem
de cumprir um programa de exercicio a 60% VO2max NuMa bicicleta estatica durante 2h,
voltando aos valores de pré-exercicio passada 1h (Li & Gleeson, 2004). As variacdes no fluxo
salivar refletem a prontiddo na resposta das glandulas salivares aos estimulos nervosos. Estes
investigadores observaram elevada concentracdo plasmatica de adrenalina apds o exercicio
comparativamente com os valores em repouso, 0 que corrobora a ativacao simpatica, sendo
espectaveis os resultados obtidos referentes ao fluxo salivar, ja que este diminui perante
ativacdo adrenérgica. Durante exercicio de elevada intensidade (VO2max > 60%) a estimulagéo
simpatica, que induz vasoconstri¢cdo levando a diminui¢do da taxa de secrecdo de salivar

(Chicharro et al., 1998), parece ser suficientemente forte para inibir a taxa de fluxo salivar.

No entanto, Ligtenberg e colegas, ao investigar o efeito do exercicio fisico de
moderada e de elevada intensidade na taxa de secrecdo salivar, concentracdo proteica e
atividade da a—amilase em individuos saudaveis, reportaram um aumento do fluxo em ambas
as intensidades, em contraste com estudos anteriores (Ligtenberg et al., 2015). Os
investigadores atribuiram este resultado a relativa baixa temperatura a qual os participantes

realizaram o exercicio (Kavanagh et al., 1998).

Em determinadas doencas, principalmente nas que envolvem disfungdes do SNA,
verificam-se alteragfes no fluxo salivar (lllescas-Montes et al., 2021; Ship et al., 1990),

podendo, por isso, ser um marcador de disfuncdes do SNA, auxiliando no diagnostico.

No entanto, num estudo efetuado por Schenone que pretendeu avaliar a prevaléncia de
xerostomia em pacientes com fibromialgia, verificaram que 51% das doentes envolvidas (n =
50) apresentavam um fluxo salivar reduzido, ndo tendo sido encontradas associagdes

estatisticamente significativas desta doenga com uma diminuida secregéo salivar (Schenone
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etal., 2017), apesar das alteracdes verificadas ao nivel do SNA nos pacientes com fibromialgia
(Kulshreshtha & Deepak, 2013; Martinez-Lavin et al., 1998).

1.5.2.2.Concentracao proteica

Ja tinham sido detetadas diferencas no proteoma plasmatico em doentes com
fibromialgia comparativamente a individuos saudaveis correlacionadas com os sintomas
clinicos (Han et al., 2021).

A partir de diferentes técnicas, tais como cromatografias, eletroforeses, espetrometria
de massa, entre outras, foram separadas as diferentes proteinas na saliva total (Bazzichi et al.,
2009; Ciregia et al., 2019; Gorr et al., 2005; Loo et al., 2010; Wilmarth et al., 2004),
permitindo inferir acerca do proteoma salivar. Além das proteinas produzidas localmente
pelas glandulas salivares, a saliva contém proteinas provenientes do sangue, sendo que,
aproximadamente 27% das proteinas salivares encontram-se também na circulacdo sanguinea
(Loo et al., 2010) sugerindo que se pode recorrer a saliva para a detecdo de biomarcadores em
circulacdo em alternativa ao sangue. A semelhanca significativa que se observa entre a
concentracdo de proteinas no sangue e na saliva sugere que esta pode ser utilizada em
alternativa ao sangue para exames de diagnostico, embora se desconheca 0 mecanismo preciso
de passagem de proteinas do sangue para a saliva. AlteracGes nas concentracGes de proteinas
especificas sdo associadas a processos patoldgicos, podendo ser utilizadas na pratica clinica e
na pesquisa patoldgica a partir da detecdo de determinadas diferencas na expressao proteica.
O proteoma salivar contém uma propor¢do maior (14,5%) de proteinas de baixo peso
molecular, < 20 kDa, comparativamente com os 7% no proteoma plasmatico. A fracdo mais
elevada das proteinas encontradas na saliva variam entre os 20 e 0s 40 kDa (26%), enquanto
que no plasma variam de 40 a 60 kDa (18%). No total, 65% das proteinas da saliva tém um
peso molecular inferior a 60 kDa, em comparacdo com 36% das proteinas plasmaticas. No
que diz respeito as proteinas encontradas em comum entre a saliva e o plasma, as distribui¢fes

de peso molecular sdo semelhantes as distribui¢es do proteoma salivar (Loo et al., 2010).

A semelhanca do que acontece no que respeita ao fluxo salivar, as células acinares das
glandulas salivares segregam proteinas em resposta a estimulos nervosos (Gorr et al., 2005).
Estas células contém vesiculas com a maioria das proteinas que sao libertadas para a cavidade
oral juntamente com a saliva por exocitose (Proctor & Carpenter, 2007), outras proteinas sao

segregadas pela via secretora regulada menor, vias secretoras constitutivas (apical ou
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basolateral), ou via tipo constitutiva secretéria (Gorr et al., 2005), de acordo com os estimulos
nervosos que nelas atuam. As glandulas paroétidas contribuem com uma variedade de proteinas

secretoras, incluindo a—amilase e proteinas ricas em prolina (Gorr et al., 2005).

O proteoma salivar altera mediante os estimulos do SNA. Quando ha estimulo do
sistema nervoso simpético, como exposicao a situacdes de stress (pratica de exercicio fisico
por exemplo), verifica-se um aumento da concentracdo proteica total salivar independente da
reducdo do fluxo, comparativamente com os valores mensurados em repouso (Ligtenberg et
al., 2015; Ljungberg et al., 1997).

A concentracdo de proteinas na saliva pode elucidar acerca do estado fisioldgico dos
individuos, como tal, é utilizada como meio para a descoberta de biomarcadores em algumas

patologias (Loo et al., 2010).

Existem evidéncias de diferencas na composicao total proteica salivar em individuos
com fibromialgia comparativamente com individuos saudaveis (Bazzichi et al., 2009; Ciregia
et al., 2019; Illescas-Montes et al., 2021) que se poderdo dever a disfuncdo auténoma
associada a esta patologia, j& que a estimulacdo simpatica induz a secrecdo de proteinas
salivares contribuindo para um aumento da concentracdo proteica salivar. Bazzichi e colegas,
em dois estudos diferentes, detetaram um aumento dos niveis de transaldolase e fosfoglicerato
mutase |, bem como diferencas significativas na expressao de outras proteinas como a
ciclofilina A, segregada em resposta a stress oxidativo, na saliva de individuos com
fibromialgia comparativamente com o grupo controlo saudavel (Bazzichi et al., 2009; Ciregia
et al., 2019). A expressdao aumentada da transaldolase pode ser interpretada como uma
tentativa das células se defenderem contra o stress oxidativo, exacerbado nesta patologia,
porque se trata da enzima limitante da fase ndo oxidativa da via das pentose fosfato,
desempenhando um papel fundamental na regulacdo da sintese de nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADPH) (Hackshaw, 2021), essencial a respiracéo e cuja producéo no
organismo destes doentes pode néo ser suficiente para limitar o dano oxidativo tecidular. Ja a

fosfoglicerato mutase I, trata-se de uma das enzimas importantes na via da glicolise.

1.5.2.3. Atividade da a—amilase salivar
Cerca de 80% da a—amilase salivar é produzida pelas células acinares das glandulas

pardtidas e 20% pelas das glandulas submandibulares e sublinguais (L. Busch et al., 2002) em
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resposta a estimulos provenientes do SNA, especialmente do ramo simpatico, pelo que o
aumento da atividade desta enzima na saliva é considerado um biomarcador de ativacdo
adrenérgica (Bosch et al., 2011; Nater & Rohleder, 2009; Speirs et al., 1974; van Stegeren et
al., 2006).

A secrecdo da a—amilase é estimulada pelo exercicio (Ligtenberg et al., 2015;

Steerenberg et al., 1997; Walsh et al., 1999) e por fatores psicoldgicos (Speirs et al., 1974).

Li e Gleeson observaram que a taxa de secre¢do da a-amilase salivar varia de acordo
com o ciclo circadiano, sendo mais baixa pela manhé e subindo ao longo do dia (Fischer et
al., 2016; Li & Gleeson, 2004), verificaram também que a sua atividade aumenta 1h apos a
pratica de exercicio, mantendo-se durante todo o programa de exercicio de intensidade
moderada e que, ao fim de 2h, a sua atividade retoma os valores basais. A secrecdo desta
enzima é induzida pelo aumento de catecolaminas plasmaticas devido a estimulagao
adrenérgica associada ao exercicio (Bishop et al., 2000; Ljungberg et al., 1997; Walsh et al.,
1999). A noradrenalina desempenha um papel importante na inducao da secre¢do de proteinas
salivares havendo uma correlacdo significativa entre a o-amilase salivar e a concentracao

plasmatica de noradrenalina apds o exercicio.

A atividade da a—amilase na saliva aumenta de acordo com a intensidade do exercicio
fisico (Gleeson et al., 2001; Walsh et al., 1999), no entanto, Ligtenberg e colegas observaram
um aumento muito mais significativo apos exercicio de intensidade moderada do que apds o

exercicio de elevada intensidade (Ligtenberg et al., 2015).

Como tal, tanto o fluxo salivar como a concentracdo de proteina total e a atividade da
o—amilase na saliva refletem o stress do individuo, na medida em que um reduzido fluxo, uma
elevada concentragdo proteica total e elevada atividade da a—amilase refletem a ativacdo do
sistema nervoso simpatico com atividade do parassimpatico atenuada, sendo bons marcadores
de ativacdo adrenérgica. Tratam-se de parametros que permitem inferir acerca da estimulacao

adrenérgica de forma imediata porque séo alteragdes instantaneas.

Vaérios artigos relatam maior atividade da a-amilase em pacientes com fibromialgia
em relacdo a individuos saudaveis (Bazzichi et al., 2009; Fernandez-de-las-Pefias et al., 2014;
Fischer etal., 2016; Pintor et al., 2014; Sanchez et al., 2014) revelando uma hiper-reactividade

simpatica e hipo-reactividade parassimpatica, mesmo em repouso.
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Marcadores de stress oxidativo como os niveis de MDA e de carbolinos proteicos também
podem ser utilizados como marcadores de diagnostico da fibromialgia uma vez que a sua
expressdo se encontra mais elevada nestes pacientes comparativamente com individuos

saudaveis.

Pode-se recorrer a saliva para detetar os niveis de stress oxidativo e de capacidade

antioxidante uma vez que este fluido reflete parcialmente a composicao sanguinea.
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ANA FREIRE - Diferencas na variabilidade da frequéncia cardiaca e em marcadores salivares entre doentes
com fibromialgia e sauddveis com a aplica¢do de um protocolo de fadiga muscular

CAPITULO II:
OBJETIVOS G, |
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2.0Dbjetivos

Existem varios desafios clinicos e biomédicos associados a fibromialgia, desde logo
porque a etiologia permanece essencialmente desconhecida, ndo existe tratamento, e ndo estdo
estabelecidos biomarcadores de diagndstico. Desta forma, o diagndstico depende inteiramente
do relato do paciente sobre sintomas e comprometimento funcional, resultando da exclusao
de outras patologias de sintomatologia semelhante. Como tal, o diagnostico pode demorar
anos, levando a elevados custos aos sistemas de saude, devido as visitas frequentes dos
pacientes a profissionais de salde e encaminhamento a varios especialistas, visto que se trata

de uma doenca multifatorial.

Uma melhor compreensdo da fibromialgia pode reduzir o sofrimento do paciente,
auxiliando num diagnaostico mais rapido e apostando em estratégias terapéuticas eficazes, bem

como reduzir os custos globais associados a esta patologia.

A identificacdo de possiveis marcadores de diagndstico em fibromialgia e a sua
associacao com a sintomatologia contribuira para o avanco na direcdo da compreensdo da
etiologia da patologia bem como dos mecanismos envolvidos e para a promogdo de uma

terapia que ajude os doentes a recuperar alguma qualidade de vida.

A dor muscular, associada a esta patologia, constitui um inibidor a pratica de atividade
fisica nos doentes com fibromialgia. Contudo, a atividade fisica pode trazer enormes
beneficios a estes doentes na sua qualidade de vida, como mostram varios estudos. Para além
disso, estudar o doente durante a pratica de atividade fisica pode contribuir para compreender
melhor os mecanismos fisiopatoldgicos subjacentes a fibromialgia, bem como contribuir para

a identificacdo de marcadores bioquimicos caracteristicos.

2.1. Objetivo geral

Este estudo teve como objetivo geral a avaliacdo da variabilidade da frequéncia
cardiaca e de parametros salivares (associados a atividade do sistema nervoso autonomo e
marcadores da capacidade antioxidante) antes e ap6s o cumprimento de uma prova de esforgo,
em mulheres com fibromialgia, comparando com um grupo de mulheres saudaveis, grupo

controlo.
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2.2. Obijetivos especificos

v Identificar diferencas na percecdo da dor, do esforco e da fadiga entre individuos com
fibromialgia e individuos saudaveis, recorrendo a escala de percecdo do esforgco percebido

(escala subjetiva de percecdo do esfor¢co de Borg) antes e ap6s a prova de esforco.

v Identificar diferencas na ativacdo adrenérgica entre individuos com fibromialgia e
individuos saudaveis. Para tal, foram avaliados marcadores de atividade do sistema nervoso
simpatico, nomeadamente parametros da variabilidade da frequéncia cardiaca, avaliados pelo
software kubius, pardmetros salivares, como a taxa de secrecdo salivar, a concentracao

proteica e a atividade da enzima o-amilase salivar;

v Identificar alteracbes relacionadas com o stress oxidativo entre individuos com
fibromialgia e individuos saudaveis e suas alteracoes por acao da prova de esforco, tendo sido
mensurados parametros bioquimicos como a atividade das enzimas catalase e glutationo

peroxidase, que refletem a capacidade antioxidante.
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ANA FREIRE - Diferencas na variabilidade da frequéncia cardiaca e em marcadores salivares entre doentes
com fibromialgia e sauddveis com a aplica¢do de um protocolo de fadiga muscular

CAPITULO III:
METODOLOGIA \

44

——
 —



3. Metodologia

3.1 Estratégia

3.1.1. Local de realizagéo
A prova de esforco, colheitas de saliva e medicdo de pardmetros fisioldgicos foram

efetuadas no pavilhdo desportivo da Universidade de Evora.

As analises bioquimicas tiveram lugar no Laboratorio de Bioquimica Aplicada e
Aerobiologia, Fase Il1, Colégio Luis Antonio Verney, Departamento de Quimica da Escola de

Salde e Desenvolvimento Humano da Universidade de Evora.

3.1.2. Periodo de realizagéo

Este trabalho foi realizado durante o ano letivo de 2021/2022.

3.1.3. Amostras
v" Saliva de individuos com fibromialgia em momento basal;
v’ Saliva de individuos com fibromialgia apds prova de esforco;
v" Saliva de individuos saudaveis em momento basal;

v’ Saliva de individuos saudaveis ap6s prova de esforco.

3.1.4. Técnicas utilizadas

v Avaliacédo da percecdo do esforco;
Medicédo de parametros da HRV;
Determinacéo do fluxo salivar;

Determinacgédo da concentragao proteica,;

SR NEENEEN

Determinacgéo de atividades enziméticas por métodos espetrofotométricos.
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3.2 Esquema do procedimento experimental

Prova de esforco,

colheita de dados e de /

amostras de saliva

Avaliacdo da escala de Borg Avaliacdo da

- percecdo de esforco

da frequéncia cardiaca
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[ Avaliacédo da variabilidade
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3.3. Procedimento Experimental

3.3.1. Caracterizacdo da amostra

A amostra deste estudo € composta por um total de 37 individuos do sexo feminino,
21 das quais com diagndstico de fibromialgia, declarado por um especialista de reumatologia,
sem lesOes articulares graves incapacitantes para realizacao de atividade fisica e 16 individuos
aparentemente saudaveis com idades compreendidas entre os 27 e os 71 anos. Nao foram
identificadas alteracdes significativas entre os individuos de ambos os grupos. A Tabela 1

mostra as caracteristicas da amostra.

Tabela 1- Caracterizacdo antropométrica das participantes do estudo.

Grupo de Grupo Controlo
Fibromialgia
Varidvel Média (SD) Média (SD) p-value
Idade (anos) 51.14 (9.99) 42.25 (13.15) 0.023
Altura (cm) 158.95 (8.58) 163.81 (4.50) 0.062
Peso (kg) 80.34 (22.82) 61.32 (7.16) 0.006

No entanto, oito participantes do grupo fibromialgia ndo foram incluidas na analise da
HRV devido a um problema no registo deste parametro. Nas variaveis bioquimicas foram
identificados alguns outliers para cada variével, tendo sido removidos das analises.

Todos os procedimentos foram conduzidos de acordo com a Declaracdo de Helsinquia
(revisada no Brasil, 2013) e aprovadas pelo comité de ética em pesquisa da Universidade
(GD/44902/2019). Prosseguiu-se com 0 estudo apOs as participantes assinarem o0

consentimento informado.

3.3.2. Prova de esforgo

A prova de esforco foi realizada apds um periodo de aquecimento geral de 3 min em
bicicleta estatica (Monark Exercise AB, Suécia), a 50-60 rpm sem resisténcia para evitar
fadiga, seguindo-se o seguinte plano:

v' Agquecimento especifico de familiarizacdo com o dinamémetro: 3 repeticdes de
extensao e flexdo do joelho da perna dominante sem resisténcia e velocidade livre com
um Biodex System 3 (Biodex Corporation, Shirley, NY) a uma amplitude angular de
90°;
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v Prova de esforgo: 20 repeticOes flexdo/extensdo alternada do joelho a uma amplitude
angular de 90° da flexdo para a totalidade da extenséo e uma velocidade angular de
180°/seg (Suarez et al., 2021; Tomas-Carus et al., 2015).

A HRV foi avaliada e as amostras de saliva colhidas imediatamente antes do

aquecimento geral e imediatamente apds a prova de esforgo.

3.3.3. Parametros avaliados relativos a atividade fisica

3.3.3.1. Esforco percebido

O esforco percebido pelas participantes (RPE) foi classificado a partir da escala
subjetiva de esforco de Borg (em anexo), que vai de 6 a 20, antes e imediatamente apds a
conclusdo da prova de esforco. E uma escala de intensidade geral para a maioria das
magnitudes subjetivas que pode ser usada para medir o esfor¢o e a dor. Trata-se de uma
ferramenta utilizada para estimar o esforco, a dor, falta de ar e fadiga durante o esforgo fisico
(Borg, 1998).

3.3.3.2. Parametros associados a variabilidade da frequéncia cardiaca

De modo a avaliar a resposta do organismo a prova de esforco, procedeu-se a
monitorizacdo da HRV em todos os individuos envolvidos. Para tal, uma faixa toracica com
conexdo Ant" ao software Golden Cheetah foi utilizada para avaliar a HRV antes e ap6s a
prova de esforco. Os dados foram exportados para o software Kubios (v. 3.3) (Tarvainen et
al., 2014) que permitiu o pré-processamento e a extracao das variaveis do dominio do tempo
e da frequéncia bem como ndo lineares. Os artefactos foram filtrados por um filtro
intermediario que permitiu identificar os intervalos RR menores/maiores que 0,25 segundos,
em relacdo a média dos batimentos anteriores. Uma interpolacéo de spline cubico foi usada

para corrigir e substituir os artefactos.

Medidas no dominio do tempo e da frequéncia bem como as ndo lineares foram
extraidas. No dominio do tempo extrairam-se variaveis como frequéncia cardiaca maxima
(maxima HR), frequéncia cardiaca média (média HR), intervalos RR, contagem RR50

dividida pelo nimero total de todas as faixas RR (pPNN50), o desvio padrdo de todos 0s
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intervalos RR (SDNN) e a raiz quadrada das diferencgas entre intervalos RR adjacentes
(RMSSD) (ver ponto 1.5.1.2.). No dominio da frequéncia, foram calculadas a frequéncia
muito baixa (VLF, 0,0033 — 0,04 Hz), baixa frequéncia (LF, 0,04 — 0,15 Hz), alta frequéncia
(HF, 0,15 — 0,4 Hz) e a razdo (LF/HF). Em relacdo as medidas ndo lineares, a variabilidade
RR do batimento cardiaco ao grafico de Poincaré de curto prazo (largura) (SD1), a
variabilidade do RR do batimento cardiaco ao gréafico de Poincaré de longo prazo
(comprimento) (SD2) e a Entropia da Amostra (SampEn) foram extraidas. Além disso, foram
calculados o indice de stress, o indice do sistema nervoso parassimpatico (indice SNP) e o
indice do sistema nervoso simpatico (indice SNS). O indice SNP foi calculado com base no
RR médio (ms), no RMSSD (ms) e no SD1 (%). O indice SNS foi calculado com base na HR

média (bpm), no indice de stress e no SD2 (%).

3.3.4. Parametros salivares

Devido a sua riqueza na composicédo de biomarcadores, facilidade de colheita e acesso
ndo invasivo, a saliva tem vindo a ser utilizada como uma ferramenta de diagndstico nas
ultimas décadas, sendo particularmente Util para o estudo de patologias relacionadas com o
stress. A partir da analise da saliva é possivel inferir acerca da ativacao adrenérgica e obter
parcialmente a composicdo sanguinea, ja que se trata de uma secre¢do aquosa transparente
segregada pelas glandulas salivares diretamente na cavidade oral, sendo constituida por agua

(99%) e por proteinas (1%). Como tal, foi o fluido escolhido para se proceder as analises.

Foram mensurados os niveis de biomarcadores salivares relacionados com a ativagédo
do sistema nervoso simpatico, ativacdo adrenérgica, e com a capacidade antioxidante antes e
ap6s uma prova de esforco em dois grupos de individuos: um grupo de pacientes com

fibromialgia e um grupo controlo de individuos saudaveis.

3.3.4.1. Equipamentos e reagentes

Equipamentos
v Centrifuga Hermle Z 323 K;;

v Leitor de microplacas TriStar? S LB 942, Berthold.
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Reagentes

Todos os reagentes, a excecao dos especificamente mencionados, foram adquiridos a

firma Sigma Aldrich com grau de pureza Pa.

3.3.4.2. Colheita e processamento das Amostras
Efetuou-se a colheita de saliva sem jejum mas sem refei¢des na hora precedente, com
anotacdo da hora da tltima refeicéo, e sem pratica de atividade fisica, consumo de alcool ou

de bebidas estimulantes nas 10 horas precedentes.

As amostras foram colhidas imediatamente antes do aquecimento geral e

imediatamente apds o protocolo de fadiga de acordo com o seguinte:

Pediu-se aos individuos para que lavassem 0s dentes apenas com agua para remover
detritos 40 minutos antes da recolha e para que enxaguassem a boca com agua imediatamente
antes da recolha. Foi colhida saliva produzida espontaneamente (sem inducdo da secrecéo)
durante 3 minutos (cronometrados), para dentro de tubos de 50 mL devidamente identificados

e previamente pesados.

Apbs a recolha, os tubos com as amostras foram pesados (para avaliacdo do fluxo
salivar, em mL/min, considerando a densidade da saliva como sendo de 1,0 g/mL(Chicharro
et al., 1998)), centrifugados a 1.500 g por 10 min, de modo a remover detritos alimentares e
celulares. O sobrenadante foi armazenado a -20°C até andlise laboratorial.

Imediatamente antes das analises, as amostras de saliva foram descongeladas, em gelo,
e centrifugadas a 13.000 g por 30 min a 4°C para remoc¢do de mucinas (Lamy et al., 2015),
proteinas que conferem viscosidade a saliva e que desempenham um papel significativo na
lubrificacdo das estruturas intraorais e na formacéao de barreiras contra a invasdo microbiana,

mas que, quando presentes, dificultam a homogeneidade da amostra (lorgulescu, 2009).

3.3.4.3. Determinacéo do Fluxo Salivar
Os tubos foram pesados antes e apés a colheita da amostra. A taxa de fluxo salivar foi
calculada através da divisdo do peso da saliva (subtracdo do peso do tubo vazio ao peso do

tubo contendo a amostra) pelo tempo da colheita, 3 minutos, obtendo-se o fluxo em mL/min.
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Tendo em conta que a saliva é constituida por 98 a 99% de agua, considerou-se uma densidade
de 1 g/mL (Chicharro et al., 1998).

Este processo € essencial j& que o fluxo salivar reflete a ativacdo do sistema nervoso
simpatico e, como tal, difere entre os grupos de individuos e antes e ap0s a prova de esforgo
(Emmelin, 1987; Rohleder et al., 2006).

3.3.4.4. Quantificacdo da Proteina Total

A proteina total do sobrenadante foi quantificada pelo método de Bradford (Bradford,
1976) dadas as vantagens: sensivel, rapido, estavel, poucas interferéncias de outras
substancias, econémico e compativel com agentes redutores. Este método baseia-se na ligagao
do corante azul de Coomassie brilhante G-250 (CBBG) as proteinas, sendo capaz de detetar
concentragdes de 1ug/mL. Trata-se de um método colorimétrico no qual a coloragéo castanha
do reagente altera para azul na presenca de proteinas pelo que, a tonalidade depende da
concentracdo proteica da amostra. Quanto mais intensa a coloragdo azul, mais rica em proteina
é a amostra.

A quantificacdo de proteinas por este método consistiu na preparacdo de curvas padrdo
(cujo um exemplo se encontra no anexo) de albumina de soro bovino (BSA) utilizando
solugdes-padrao com diferentes concentragdes (15,6 - 31,25 - 62,5 - 125 - 250 - 500 pg/mL)
partindo da solucdo-mée, preparada com 0,0020 g de BSA + 1 mL de TBS (tris HCL 25mM,
pH7.6 NaCl 150mM).

A fim de proceder a quantificacdo da proteina total pelo método de Bradford, cada
amostra foi diluida em 2x, 4x e 8x com TBS e a analise feita em triplicado pelo que, em cada
microplaca de 96 pocos, se adicionaram 10 pL de TBS (branco) em trés pocos seguidos, 10
ML de cada uma das solucGes-padréo para se obter a curva de calibracdo e 10 pL das amostras
diluidas até preencher os restantes pogos da placa. De seguida, adicionaram-se 200 pL do
reagente de Bradford. Apds uma ligeira agitacdo e incubacdo de 5 min, leu-se a absorvancia
num leitor de microplacas a 595 nm.

Por fim, construiu-se a curva padrdo Abs/[BSA] e calculou-se a concentracdo de
proteina presentes em cada amostra de saliva. O célculo das concentragdes das amostras foi
feito através da reta obtida com as concentragdes-padrdo de BSA. A partir da equacédo da reta

(y = mx + b), considerando o (y) como a absorvancia e o (X) como a concentracdo proteica,
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calculou-se a concentracdo proteica final para cada amostra de saliva. Subsequentemente
multiplicou-se o valor obtido pelo fator de diluicdo. Os resultados foram expressos em mg/L.

3.3.4.5. Determinacéo da a-amilase salivar

Para a determinagéo da atividade de hidrélise de amido da a-amilase salivar foi usado
0 ensaio de acido dinitrosalicilico (DNS) conforme descrito em (Rodrigues et al., 2015)
minimizado para microplacas de 96 pocos. Trata-se de um método colorimétrico que se baseia
na utilizacdo do reagente DNS para a quantificacdo de acucares redutores (Miller, 1957). Na
presenca de DNS, com aquecimento de 100°C, da-se a oxidacao do grupo funcional aldeido
da glicose a acido carboxilico, como tal, este método testa a presenca do grupo carbonilo
encontrado em agUcares redutores. Em simultdneo, o DNS é reduzido a &cido 3-amino-5-
nitrosalicilico sob condicdes alcalinas adquirindo uma coloragédo castanho-avermelhada que €

detetada espetrofotometricamente a 530 nm de comprimento de onda.

A mistura de reacdo consistiu na adi¢do de 30 pL de solucdo de amido a 1% a 15 puL
de amostra de saliva (diluida para 10 pg de proteina/mL de proteina em tampéo fosfato 20
mM (pH 7,0). Apds incubacdo a 37 °© C por 20 min, a reacdo foi interrompida pela adicao de
30 uL do reagente DNS. As amostras foram aquecidas a 90°C, por 30 min. Posteriormente
adicionaram-se 60 pL da solucdo de tartarato de sodio e potéssio (40%). Os valores de
absorvancia foram entdo convertidos em equivalente de glicose usando uma curva padréo (3-
18 mM). Os resultados foram expressos em pumol de glicose/min/mg de proteina salivar.
Foram ainda incluidos na microplaca controlos sem enzima e sem substrato (substituindo o
volume respetivo por tampédo fosfato). Foi ainda preparada na mesma placa uma curva de

calibracéo de glicose.

As solucdes padrdo de glicose para a construcdo da curva de calibracdo foram
preparadas com concentracOes de 6, 9, 12, 15 e 18 mM em tampdo fosfato. Na microplaca,
foram aplicados 30 pL de cada uma das solucdes padréo de glicose em triplicado, adicionou-
se 15 uL de tampéo, e os volumes equivalentes aos descritos anteriormente de DNS e de

tartarato.

Apbs a leitura de absorvancia da microplaca a A = 530 nm, é construida a curva de

calibracdo onde s&o interpoladas as concentracGes de glicose das amostras. A atividade
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enzimatica é expressa como a concentracao de glicose produzida por agdo enzimatica, por min
(umol/L/min.) Pode ainda ser expressa por mg de proteina, pois é conhecida a concentracdo

de proteina no ensaio enzimatico.

3.3.4.6. Determinacéo da Atividade da Catalase
A atividade da catalase foi determinada a partir do método de Aebi (Hugo Aebi 1984),
que consiste na monotoriza¢do da decomposi¢do do peroxido de hidrogénio (H202) a agua
(H20) e oxigenio molecular (O2). Para tal, a absorvancia é mensurada a cada 30 segundos,
durante 6 min, a 240 nm de comprimento de onda num espectrofotdmetro, tendo neste caso

sido utilizado um leitor de microplacas.

A mistura reacional consistiu em amostras salivares diluidas em tampéo fosfato de
potéssio 10 mM (pH 7,0) e H202 0,2%. A atividade enzimatica foi expressa em umol de H20-

consumido por minuto por mg de proteina salivar.

A atividade enzimaética foi obtida pela diferenca da absorvancia por unidade de tempo,
sendo expressa em mmol de H>O2 consumido por minuto por mg de proteina, tendo a atividade

enzimatica sido expressa em umol de H2O2 consumido por minuto por mg de proteina salivar.

3.3.4.7. Determinacéo da Atividade da GPx
A atividade da glutationo peroxidase foi determinada a partir do seguimento da oxidacéo

do NADPH a 340 nm, usando t-butilhidroperéxido como substrato.

A mistura reacional consistiu em GSH 25 mM; azida de sddio (NaN3) 5 mM, (Merck)
EDTA 3 mM (Merck), NADPH 1 mM, glutationo redutase (Gr) em tampao fosfato 50 mM,
pH7,2.

A atividade enzimaética foi expressa em umol de NADPH consumido por minuto por mg
de proteina salivar (Fecondo & Augusteyn, 1983), tendo as medidas de absorvancia realizadas

a cada 30 segundos por 6 minutos.
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3.4. Andlise estatistica

Para as andlises estatisticas utilizou-se o software estatistico IBM SPSS (Statistical

Package for Social Sciences, version 25).

Uma vez que o numero de participantes inferior a 50, recorreu-se ao teste Shapiro-
Wilk para explorar a distribuigdo de dados (Yap & Sim, 2011). Considerando os resultados
do Saphiro-Wilk e o pequeno tamanho da amostra, foram realizadas analises ndo paramétricas.
Os dados pos-exercicio foram normalizados tendo em conta os valores basais subtraindo o

valor pos-exercicio ao valor basal.

As diferencas entre os grupos foram exploradas usando o teste U de Mann-Whitney,
que evidenciou diferencas significativas entre os grupos dos individuos saudaveis (controlo)
e do de individuos com fibromialgia nas variaveis idade e indice de massa corporal (BMI).
Assim, foi usada uma andlise do co-variancia (ANCOVA) para a analise das diferencas entre

grupos, estabelecendo a idade e a BMI como co-variaveis.

As diferencas dentro de cada grupo (comparacéo entre os valores pré- e pds- prova de
esforco) foram investigadas recorrendo ao teste de Wilcoxon. O tamanho do efeito, n2 e r,
foram calculados usando os testes ANCOVA e Wilcoxon, respetivamente. A dimensdo dos
efeitos foi classificada da seguinte forma: > 0,5 é um efeito grande; entre 0,5 e 0,3 um efeito

médio e < 0,3 é considerado um efeito pequeno (Fritz et al., 2012).
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ANA FREIRE - Diferencas na variabilidade da frequéncia cardiaca e em marcadores salivares entre doentes
com fibromialgia e sauddveis com a aplica¢do de um protocolo de fadiga muscular

CAPITULO IV:
|
RESULTADOS L
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4. Resultados

4.1. Percecao de esforco em mulheres saudaveis e fibromialgicas
A Figura 9 ilustra as diferencas na percecdo de esforco (RPE) entre o grupo da

fibromialgia e o grupo controlo, de acordo com a escala de Borg (6-20).

i ' [ ]Repouso
! [ |Apéds aprova

_16}

14 b

12

10 -

Percecao de esforgo
(escala de Borg

Controlo Fibromialgia

Figura 9 - Diferengas na RPE entre o grupo de mulheres saudaveis e o grupo de mulheres com fibromialgia antes (barras
brancas) e apds a prova de esforgo (barras verdes). Existem diferencas significativas na RPE entre ambos os grupos, com
valores mais elevados no grupo das fibromialgicas. Em ambos os grupos se observou um aumento significativo da RPE apds
0 exercicio. Representam-se valores médios + Desvio Padrdo. * p-value < 0,05. Anélise estatistica na Tabela 2 do Anexo.

A percecdo do esforco no grupo das mulheres com fibromialgia é significativamente
maior comparativamente com o grupo controlo em repouso (p-value < 0,001). No grupo da
fibromialgia a percecao do esfor¢co em repouso € de 10,38 + 2,99 enquanto no grupo controlo

é, em média, cerca de 1,7 vezes inferior.

Em ambos os grupos se verifica um aumento significativo da percecéo do esforgco apés
a prova de esforgo, sendo a maior diferenca entre o antes e 0 apos a prova no grupo controlo
(p-value no grupo das fibromialgicas = 0,003; p-value no grupo controlo < 0,001). No grupo
da fibromialgia, a percecéo do esforco apos a prova de esforgo é de 14,69 + 3,17 e no grupo
controlo é de 12,75 + 3,34. Ap6s a prova de esforco ndo se verificam diferencas

significativas entre os grupos (p-value = 0,111).
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4.2. Alteragbes na variabilidade da frequéncia cardiaca entre

mulheres saudaveis e fibromialgicas antes e apos a prova de esforco

A Figura 10 ilustra as diferencas existentes nos parametros da HRV analisados em
ambos 0s grupos antes e apos a prova de esforco, evidenciando diferencas significativas entre
0 repouso e apds a prova de esforco em mulheres saudaveis nos seguintes parametros: maxima
HR, média HR, RR, indice SNP, indice SNS, LF, HF, LF/HF e nas mulheres fibromialgicas
existem diferencas significativas entre o repouso e apds a prova ha maxima HR, média HR,

RR, LF e entropia da amostra.

Entre grupos, observam-se diferengas significativas no indice de stress e na HF em

repouso, sindnimo de uma hiper-reactividade do SNS nas mulheres fibromialgicas.

Relativamente a frequéncia cardiaca maxima (Figura 10, A), ndo se registaram
diferencas entre os dois grupos (87,69 + 9,01 e 82,29 + 12,08 no grupo controlo e no grupo
das doentes em repouso, respetivamente), nem no repouso nem apos a prova de esfor¢o. Em
ambos 0s grupos se regista um aumento significativo na frequéncia cardiaca maxima com a
prova de esforco, embora mais acentuado no grupo controlo (aumento de =~ 29 e de =~ 5,33 no

grupo controlo e no grupo das doentes, respetivamente) (Figura 11).

No que respeita a frequéncia cardiaca média (Figura 10, B), as diferencas observadas
sdo semelhantes as descritas para o parametro anterior (76,81 + 7,88 e 74,86 + 10,68 em
controlos e doentes em repouso, respetivamente) com a prova de esfor¢co a induzir um
aumento neste parametro superior em individuos saudaveis do que em doentes

(aumento de 10,5 e de 0,91 em controlos e doentes, respetivamente) (Figura 11).

De forma semelhante, também o tempo que decorre entre duas ondas RR consecutivas
(Figura 10, C) € equivalente entre grupos (818,43 + 125,90 e 788,94 + 81,10 em doentes e
controlos em repouso respetivamente). Contudo, neste caso, a prova de esforco induziu uma
reducdo do tempo decorrente entre duas ondas RR consecutivas, 0 que ocorreu em ambos 0s
grupos, sendo a diferenca mais acentuada no grupo controlo (diminuicdo de =~ 92,32 e de =

15,43 em controlos e doentes, respetivamente).
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Figura 10 - Diferengas nos parametros da HRV entre o grupo de mulheres saudaveis e o grupo de mulheres com fibromialgia
antes (barras brancas) e apds a prova de esforco (barras verdes). A — Maxima HR (Heart Rate): ritmo cardiaco maximo; B
— Média HR: ritmo cardiaco médio; C — RR: tempo entre os intervalos R-R; D — SDNN (Standard Deviation of NN intervals):
desvio padrdo de todos os intervalos RR normais; E — pNN50 (Percentage of intervals): percentagem de intervalos com >50
ms de diferenga do intervalo anterior; F — RMSSD: raiz quadrada da media dos quadrados das diferencas consecutivas de um
intervalo RR; G — indice de stress; H — indice SNP: indice de atividade do SNP; | — indice SNS: indice de atividade do SNS;
J — VLF: (Very Low Frequency) frequéncia muito baixa; L — LF: (Low Frequency) baixa frequéncia; M — HF: (High
Frequency) elevada frequéncia; N — LF/HF: razdo das frequéncias (ms?); O — SD1: (Dispersion, Standard Deviation) desvio
padrdo da dispersdo de pontos perpendiculares ao eixo da linha de identidade no gréfico de Poincaré; P — SD2: desvio padrdo
da dispersdo de pontos ao longo do eixo da linha de identidade no gréafico de Poincaré; Q — EnAmostra: entropia da amostra.
Representam-se valores médios + Desvio Padrédo. * p-value < 0,05. Anélise estatistica nas Tabelas n® 3, n° 4 e n°5 do Anexo.
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No que respeita ao desvio padréo de todos os intervalos RR normais (Figura 10, D), a
percentagem de intervalos com mais de 50 ms de diferenca do intervalo anterior (Figura 10,
E) e a raiz quadrada da média dos quadrados das diferencas consecutivas de um intervalo RR
(Figura 10, F), ndo se observam diferencas significativas nem entre grupos, quer no repouso,

quer apos a prova de esfor¢o, nem por a¢do da prova de esforgo dentro de cada um dos grupos.

O indice de stress (Figura 10, G), foi significativamente mais elevado no grupo da
fibromialgia comparativamente com o grupo controlo (17,11 + 7,13 e 10,85 £ 4,07 em doentes
e controlos respetivamente), no repouso. A prova de esfor¢o ndo alterou significativamente o

indice de stress em nenhum dos grupos.

Relativamente a atividade do SNP (Figura 10, H), o grupo controlo encontra-se em
inatividade em repouso (-0,06 + 1,22). J& o grupo da fibromialgia apresenta um valor médio
representativo de hipo-reactividade (-2,93 + 9,22), mas com uma enorme variabilidade, que
néo permite que se observem diferencas significativas entre 0s grupos no repouso. A prova de
esforgo induziu alteracGes na atividade do sistema nervoso parassimpatico no grupo controlo
que diminuiu significativamente para -0,09 + 0,99. No grupo da fibromialgia ndo sé&o
identificadas diferencas significativas com a prova de esforco, sendo de evidenciar que a
atividade do sistema nervoso parassimpatico apresentada por este grupo apds a prova de
esforco (-0,81 + 0,73) € semelhante, em média e em variabilidade, a observada no grupo

controlo apos a prova de esforco.

Relativamente a atividade do SNS (Figura 10, 1) em repouso, ndao ha diferenca
significativa entre o grupo da fibromialgia e o grupo controlo, apesar de, em média, 0 grupo
com fibromialgia apresentar valores 2x mais elevados que o controlo (0,86 + 0,95 e 1,77 +
1,06 em controlos e doentes respetivamente). A prova de esforco induziu um aumento
significativo de =~ 0,88 (Figura 11) na atividade do SNS no grupo controlo, mas no grupo da

fibromialgia a diferenca exercida pela prova néo é significativa.

Passando a anélise de frequéncias, nas frequéncias muito baixas (VLF) (Figura 10, J),
ndo se observam alteracdes nem entre grupos, nem por acdo da prova de esforgo.
Relativamente as frequéncias baixas (LF) (Figura 10, L), ndo ha alteragdes significativas entre
grupos, nem antes nem depois da prova de esforgo, sendo que a prova de esfor¢o induziu
diferencas significativas em ambos os grupos, com um aumento de =~ 17,29 e de =~ 2,12 em

controlos e doentes, respetivamente (Figura 11). Os valores da frequéncia elevada (Figura 10,
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M) sdo significativamente diferentes entre grupos no repouso (49,12 + 20,38 e 27,21 + 15,93
Hz em controlos e doentes respetivamente). A prova de esforco induziu uma diminuigéo
significativa no grupo controlo (= 18,05) (Figura 11), ndo havendo alteracGes a registar nas

altas frequéncias no grupo da fibromialgia.
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Figura 11 - Diferencgas nos parametros da HRV entre o grupo de mulheres saudaveis (barras brancas lisas) e o grupo de
mulheres com fibromialgia (barras listadas) antes e ap6s a prova de esforgo.

A razdo das frequéncias LF/HF (Figura 10, N), apresenta um valor médio 3x superior
no grupo com fibromialgia do que no grupo controlo (1,49 + 1,54 e 4,82 + 9,17 em controlos
e doentes respetivamente, em repouso), embora a enorme variabilidade deste parametro no
grupo das doentes leve a que nao seja possivel observar diferencas significativas entre eles. A
prova de esforgo induziu um aumento significativo na razéo LF/LF no grupo controlo (3,07 £

2,34) (Figura 11), mas ndo no grupo com fibromialgia.

Relativamente a analise dos desvios padrdo da dispersdo de pontos perpendiculares ao
eixo da linha de identidade no grafico de Poincaré (SD1) (Figura 10, O), e da dispersao de
pontos ao longo do eixo da linha de identidade no gréafico de Poincaré (SD2) (Figura 10, P),
estes parametros ndo foram significativamente diferentes nem entre grupos, nem foram

afetados pela prova de esforgo em nenhum dos grupos.
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Relativamente a entropia da amostra (Figura 10, Q), ndo se observaram diferencas
significativas entre 0s grupos, quer no repouso quer apo6s a prova de esfor¢o. A prova de
esforco néo afetou a entropia do grupo controlo, mas reduziu significativamente a entropia do

grupo da fibromialgia, em 0,2 unidades (Figura 11).

4.3. Alteracdes nos parametros salivares entre mulheres saudaveis e

fibromialgicas antes e apds a prova de esforgo
A Figura 12 ilustra as diferencas existentes nos parametros salivares analisados em

ambos 0s grupos antes e apés a prova de esforco.
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Figura 12 - Diferengas nos parametros salivares entre o grupo de mulheres saudaveis e o grupo de mulheres com
fibromialgia antes (barras brancas) e apos a prova de esforco (barras verdes). A — Fluxo salivar; B — Concentragéo proteica.
C — Atividade da o—amilase salivar; D — Atividade da catalase; E — Atividade da glutationo peroxidase. Representam-se
valores médios + Desvio Padrdo. * p-value < 0,05. Analise estatistica nas Tabelas n° 6, n° 7 e n° 8 do Anexo.
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Relativamente ao fluxo salivar (Figura 12, A), ndo se observaram diferengas
significativas entre grupos nem em repouso, nem apés a prova de esforco. A prova de esforgo
induziu uma reducao significativa do fluxo salivar (p-value = 0.001) no grupo da fibromialgia,

com uma reducéo de =~ 0,14 mL/min, como mostra a Figura 13.

A concentracdo proteica salivar (Figura 12, B) néo foi diferente entre grupos, nem sofreu

alteracdo com a prova de esfor¢o, tendo um valor médio de 1111,17 pg/mL.
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Figura 13 - Diferengas nos parametros salivares entre o grupo de mulheres saudaveis (barras brancas lisas) e o grupo de
mulheres com fibromialgia (barras brancas listadas) antes e ap6s a prova de esforgo. A — fluxo salivar (mL/min); B —
concentragdo proteica salivar (ug/mL). C — atividade da a—amilase salivar (umol/min/mg de proteina); D — atividade da
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A atividade enzimatica a-—amilase salivar (Figura 12, C) apresentou-se
significativamente superior no grupo com fibromialgia relativamente aos controlos no repouso

(207.98 + 17.10 e de 247.41 + 20.96 umol/min/mg de proteina em controlos e doentes
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respetivamente). A prova de esforgo ndo induziu alteragdes da atividade desta enzima, nem

em saudaveis nem em doentes (Figura 13).

A atividade da catalase (Figura 12, D), embora apresentando valores médios superiores
em controlos do que em fibromialgicas (0,009 + 0,004 e 0,006 + 0,006 pumol/min/mg de
proteina em controlos e doentes respetivamente, no repouso), ndo foi significativamente
diferentes entre grupos nem no repouso, nem apads a prova de esforco. A prova de esforco
induziu um aumento significativo para 0,011 + 0,005 umol/min/mg no grupo controlo e no
grupo da fibromialgia ndo se observaram alteracdes na atividade da catalase com a prova de

esforgo (Figura 13).

Relativamente a atividade da glutationo peroxidase (Figura 12, E), a enorme
variabilidade deste pardmetro ndo permitiu que fossem observadas diferengas quer entre
grupos, quer com a prova de esforgco, em qualquer dos grupos. A atividade média foi de 7,33

umol/min/mg de proteina.
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4.3.1. Relagéo entre a concentracéo proteica e o fluxo salivar

Como a concentracdo proteica total de saliva esta dependente do volume de dgua da
sua composicdo, fomos investigar se havia uma relacdo linear entre os parametros
concentracdo proteica e fluxo salivar. A Figura 14 representa a avaliacdo da relacdo entre a

concentragéo proteica e o fluxo salivar.

7000,0

[ ] ® Fibro antes
6000,0
. y=-1726,3x+1709,3
R?=0,0176
5000,0 ¢ @ Fibro depois
y =-827,74x+1553,8
R? =0,0155
g 40000 Controlo antes
B
£
=
2
= °
3000,0 . -
® y=-1197x+1928,7 ® Controlo depois

R?=0,0354

2000,0

1000,0

0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00
Fluxo salivar mL/min

Figura 14 - Relacéo entre a concentracéo proteica e o fluxo salivar. Fibro antes e fibro depois representam os dados do
grupo com fibromialgia, antes e depois da prova de esforco, respetivamente. Da mesma forma para o grupo controlo: controlo
antes e controlo depois.

Pode observar-se que em nenhum dos grupos analisados separadamente (grupo
controlo e grupo com fibromialgia, antes e depois da prova de esforgco) ha correlacdo linear
entre a concentracao proteica e o fluxo salivar. As relagdes tendem a ser de proporcionalidade
inversa em todos os grupos, com um declive ligeiramente mais acentuado no grupo com
fibromialgia, apos a prova de esforco (Figura 14). Assim, a concentracdo proteica e o fluxo
salivar ndo estdo diretamente relacionados.
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4.3.2. Relagéo entre a atividade da a—amilase salivar e a concentragéo
proteica
Foi ainda avaliada a relacdo entre a atividade enziméatica da o—amilase salivar
(expressa em U/L) e a concentracdo proteica no conjunto das amostras estudado. A Figura 15

representa a avaliacdo da relacdo linear entre estas variaveis.
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Figura 15 - Relagéo entre a atividade da a—amilase salivar e a concentracéo proteica. Estdo representados conjuntamente
todos os resultados, grupo controlo e grupo com fibromialgia, antes e depois da prova de esforgo.

A partir da analise do grafico da Figura 15 pode-se dizer que existe uma correlacao
linear forte entre as duas varidveis analisadas, pelo que, quanto maior a concentragao proteica,

maior sera a atividade da a—amilase.
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5. Discussao de Resultados

O objetivo do presente estudo foi investigar as diferencas entre doentes com fibromialgia
e individuos saudaveis na variabilidade da frequéncia cardiaca (HRV) e em pardmetros
salivares (como fluxo, concentragdo proteica, atividades enzimaticas da a—amilase, catalase
e glutationo peroxidase) em dois momentos: em repouso e apds uma prova de esfor¢o. dada a
complexa interacdo entre o sistema nervoso autonomo (SNA) e o sistema cardiovascular
durante a pratica de exercicio. A avaliacdo de parametros que refletem a atividade do SNA
nestes dois momentos pode fornecer informacdes progndsticas significativas (Freeman et al.,
2006), bem como contribuir para a identificacdo de marcadores de diagnostico, tdo necessarios

em fibromialgia.

Quanto a percecdo de esforgo relativamente a prova de esforco aplicada, foram detetadas
diferencas significativas entre individuos com fibromialgia e individuos saudaveis. O grupo
das doentes com fibromialgia apresentou uma percecao do esforco significativamente mais
elevada comparativamente com o grupo controlo, até mesmo em repouso, o que significa que
as doentes, até sem se encontrarem a realizar atividade fisica, se sentem em esforgo (Miller et
al., 1996). O grupo controlo apresentou o valor minimo na escala de percecdo do esforco de

Borg em repouso, 0 que era espectavel (Eston et al., 1987).

Verificaram-se também diferencas significativas entre o antes e ap0s a prova de esforgo
em ambos 0s grupos, indicando que a prova de esforco realizada foi suficientemente intensa
para provocar um aumento do esforco percebido em ambos os grupos. No grupo da
fibromialgia o aumento da percecdo do esfor¢o néo foi tdo elevado como no grupo controlo

provavelmente por estas doentes se sentirem em esfor¢o ainda antes da realizacdo da prova.

Mas terdo estas diferencas de percecdo de esforgo uma estreita ligacdo com as alteracdes
fisiopatoldgicas inerentes a fibromialgia? Procurdmos abordar esta questdo avaliando
varidveis sensiveis a modulagdo autonoma, como a variabilidade da frequéncia cardiaca e
parametros salivares como o fluxo, a concentracao proteica e a atividade o-amilase, e ainda a

marcadores salivares de capacidade antioxidante (catalase e GPx).

Os resultados obtidos revelaram que, no repouso, as doentes com fibromialgia
apresentam valores mais elevados de indice de Stress e LF bem como valores mais baixos de

HF comparativamente com o grupo controlo. Valores mais elevados nestes indices parecem
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estar relacionados com a modulacdo simpatica e valores mais baixos de HF com uma
atenuacdo do sistema nervoso parassimpatico (Soares-Miranda et al., 2014). Além disso, a
atividade da a-amilase salivar é mais elevada no grupo da fibromialgia do que no grupo
controlo. Esta enzima é uma das proteinas mais abundantes na saliva, desempenhando um
papel importante na digestdo do amido. E segregada pelas células acinares das glandulas
salivares em resposta a estimulos do sistema nervoso auténomo, principalmente do ramo
simpatico, e 0 aumento da atividade desta enzima na saliva é considerado um biomarcador de
ativacdo adrenérgica (Bosch et al., 2011; Nater & Rohleder, 2009; Speirs et al., 1974).
Diversos artigos relataram uma maior atividade da a-amilase em doentes com fibromialgia
comparativamente com individuos saudaveis (Bazzichi et al., 2009; Fernandez-de-las-Pefias
et al., 2014; Fischer et al., 2016; Pintor et al., 2014; Sanchez et al., 2014), revelando uma
hiper-reactividade simpatica, pelo que, os resultado obtidos corroboram os descritos

anteriormente.

A catalase € uma enzima antioxidante que desempenha o importante papel ao degradar
0 H>O2 a H20, contribuindo para a manutencdo de um ambiente oxidativo adequado aos
organismos vivos. Esta enzima ndo é segregada pelas glandulas salivares pelo que a
concentracdo na saliva reflete a sua concentracdo plasmatica (Bosch, 2014). Estudos
anteriores revelaram uma atividade da catalase inferior no sangue de doentes com fibromialgia
comparativamente com individuos saudaveis (Sarifakioglu et al., 2014; Shukla et al., 2020;
Soliman et al., 2016), o que poderé indicar que doentes com fibromialgia s&o mais suscetiveis
aos efeitos nefastos das ROS. No entanto, no presente estudo, ndo foram detetadas diferencas
significativas entre os grupos na atividade da catalase, provavelmente pelo facto de as

concentracgdes salivares, no repouso, serem relativamente baixas.

Apds a prova de esfor¢o, observou-se um aumento significativo na HR maxima e média,
indice SNS, LF e HF/LF e uma reducdo de RR, indice SNP e HF no grupo controlo. No grupo
da fibromialgia registaram-se alteracdes na HR maxima e média, intervalos RR e LF, no
entanto, a variacao neste grupo foi atenuada em relagdo ao grupo controlo, principalmente a
HR maxima, que varia 6% no grupo da fibromialgia e 25% no grupo controlo. No entanto, 0s
resultados do esfor¢o percebido tinham revelado que ambos 0s grupos aumentaram
significativamente a percecdo do esfor¢co. Os resultados obtidos podem ser explicados pela
disautonomia que os doentes com fibromialgia apresentam. A disautonomia consiste na hiper-

reactividade do sistema nervoso autbnomo em repouso e hipo-reactividade perante situagdes
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de stress (Furlan et al., 2005) No mesmo sentido, estudos anteriores revelaram disautonomia
em doentes com fibromialgia. A fibromialgia pode levar a incompeténcia cronotropica e a
incapacidade em aumentar a frequéncia cardiaca com o aumento da intensidade do exercicio
(da Cunha Ribeiro et al., 2011; Villafaina et al., 2022).

Quanto aos parametros salivares, a prova de esforco causou um aumento significativo
na atividade da catalase no grupo controlo. Parametros salivares como o fluxo, a concentragédo
proteica total e atividade da a—amilase, dependentes de estimulos do SNA nas glandulas
salivares (Proctor & Carpenter, 2007), ndo apresentaram alteracGes significativas com a prova
de esforco no grupo controlo. De facto, as alteracGes nos parametros biogquimicos salivares
parecem estar dependentes do tipo e intensidade do exercicio fisico (Leaf et al., 1997;
Miocevi¢ et al., 2017; Souza et al., 2019). Por exemplo, a concentragdo proteica total e a
atividade da a-amilase, parametros que estdo correlacionados, como mostrdmos neste
trabalho, tendem a aumentar imediatamente apds o exercicio muito intenso (Bortolini et al.,
2009; Li & Gleeson, 2004; Ligtenberg et al., 2015; Souza et al., 2019; Walsh et al., 1999),
mas ndo apds exercicio moderado (Ligtenberg et al., 2015). Neste trabalho, a taxa de percecédo
de esforco (RPE) ap6s a prova de esforco foi de 12.75 + 3.34 e 14.69 + 3.17 no grupo controlo
e grupo com fibromialgia, respetivamente, o que corresponde a um esforco ligeiro a forte
(Borg, 1998). Tambem os resultados observados na variabilidade da frequéncia cardiaca
mostram que o plano de exercicio aplicado implicou esfor¢o, embora a ativacdo adrenérgica
associada ndo tivesse sido elevada o suficiente para induzir alteracdes na secrecdo salivar. O
aumento da atividade catalase observada no grupo controlo deve refletir o espectavel aumento

desta variavel no sangue apds atividade fisica (Soliman et al., 2016).

Comparando as varia¢des dos parametros salivares apds a prova de esfor¢o no grupo
da fibromialgia com as verificadas no grupo controlo, a alteracdo mais significativa ocorreu
no fluxo salivar, que reduziu 45,16% no grupo da fibromialgia ndo tendo apresentado
variacgoes significativas no grupo controlo. Assim, pode-se deduzir que a prova de esforgo
induziu uma inibicdo mais forte do sistema nervoso parassimpéatico em individuos com
fibromialgia do que em individuos saudaveis. Como os valores dos parametros da HRV
também corroboram, ha evidéncias de que o sistema nervoso simpatico ja esta mais ativo do
gue o sistema nervoso parassimpatico em doentes com fibromialgia comparativamente com
individuos saudaveis, mesmo em repouso (Martinez-Lavin et al., 1997; Staud, 2008). No

entanto, em doentes com fibromialgia, a atividade da catalase ndo se alterou apds a prova de
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esfor¢co como observado no grupo controlo. Talvez a redugéo do fluxo salivar, que ocorre por
inibicdo do sistema nervoso parassimpatico (Altindag & Celik, 2006; Schamne et al., 2021;
Souza et al., 2019), ndo tenha promovido a transferéncia de enzimas do sangue para a saliva,
justificando atividade semelhante da catalase salivar antes e apds a prova de esforco em
pessoas com fibromialgia. De facto, Soliman, EI-Olemy, Hassan, Shaker e Abdullah
demonstraram uma maior atividade da catalase plasmatica apos o exercicio em doentes com

fibromialgia (Soliman et al., 2016).

No que respeita a glutationo peroxidase (GPx), uma enzima antioxidante que faz parte
do metabolismo do glutationo, responsavel por neutralizar o H,02 a H,O com a oxidacao
concomitante do glutationo reduzido (GSH) a dissulfeto de glutationo (GSSG), nao foram
encontradas diferencas significativas entre ou dentro dos grupos. A baixa concentragdo em
compostos ricos em tiol (incluindo glutationo) foi descrita em amostras de sangue
provenientes de doentes com fibromialgia (Sarifakioglu et al., 2014; Soliman et al., 2016).
Além disso, encontrou-se uma reduzida atividade da GPx em glébulos vermelhos de doentes
com fibromialgia (Soliman et al., 2016), resultados que corroboram uma capacidade
antioxidante inferior em doentes com esta patologia (Altindag & Celik, 2006; Bagis et al.,
2005; Neyal et al., 2013; Sarifakioglu et al., 2014; Shukla et al., 2020; Soliman et al., 2016).
Contudo, a atividade da GPx salivar ndo se mostrou um bom marcador desta caracteristica,

provavelmente devido a uma reduzida atividade salivar desta enzima.
Limitacdes do estudo
Este estudo apresenta algumas limitacGes que devem ser reconhecidas.

Em primeiro lugar, foram detetadas diferencas na idade e no indice de massa corporal
entre 0s grupos no inicio do estudo. Embora estas varidveis tenham sido incluidas na anélise
através da ANCOVA, ha sempre um potencial erro associado que pode permanecer. No
entanto, o estudo seguiu a linha de um estudo anterior que analisou a resposta ao exercicio de

doentes com fibromialgia e de controlos saudaveis (RPT et al., 2017).

Em segundo lugar, o plano de exercicio proposto no presente estudo focou-se na fadiga
muscular. Sdo necessarios estudos futuros que tenham como objetivo avaliar se os resultados

se repetem ao usar um protocolo geral de fadiga, como um teste de caminhada, por exemplo.

Ha ainda a ter em conta que foram apenas avaliadas mulheres neste estudo.
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6. Conclusdes

Os resultados apresentados nesta dissertacdo evidenciam que, mesmo em repouso, ha
pardmetros associados a variabilidade da frequéncia cardiaca, como o index de stress e as
frequéncias altas e baixas (HF, LF), que estdo modificadas em doentes com fibromialgia.
Também a atividade da a—amilase salivar, associada a estimulacdo adrenérgica, surge

aumentada em doentes com fibromialgia relativamente a individuos saudaveis.

Este trabalho permitiu ainda evidenciar que em doentes com fibromialgia ha uma
incapacidade de resposta a indutores de stress, demonstrada pela alteracdo de parametros da

variabilidade da frequéncia cardiaca com a aplicacao de uma prova de esforco.

E de salientar também a fraca alteracfo que a prova de esforco induziu nos parametros
associados a atividade do ramo simpatico do SNA no grupo das doentes com fibromialgia.
Pelo contrario, no grupo controlo, a prova de esforco induziu alteracGes significativas nestes
parametros, 0 que comprova a incapacidade de adaptagcdo do organismo dos doentes com

fibromialgia a indutores de stress.

No seu conjunto, os resultados deste trabalho permitem-nos apontar como potenciais
marcadores de diagndstico de fibromialgia uma atividade da a-amilase salivar mais elevada,
no repouso, associados a uma reducdo do fluxo salivar e da atividade da catalase, ap6s a
aplicacdo de uma prova de esforco muscular, por comparagdo com valores de individuos

saudaveis.

Mais estudos deverdo ser realizados no futuro para avaliar a hipotese formulada no

presente trabalho, a fim de encontrar biomarcadores de diagndstico para a fibromialgia.
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ANA FREIRE - Diferencas na variabilidade da frequéncia cardiaca e em marcadores salivares entre doentes
com fibromialgia e saudaveis com a aplicacdo de um protocolo de fadiga muscular

Anexos

Escala de Esforco de Borg

11 Relativamente Facil

Figura 16 - Exemplo de escala subjetiva de percecdo do esforco de Borg. Adaptado do sitio https://portal-chsj.min-
saude.pt/pages/1021
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Exemplo de Curva de Calibragdo (concentracéo proteica)

Curva de Calibracdo Fibromialgia 1 a 4, antes e apds prova
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Figura 17 .- Curva de calibracao para a determinacgéo da concentracao proteica.
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Tabelas Estatisticas

e Percecdo do esforco em mulheres fibromialgicas e mulheres saudaveis

Tabela 2 - Diferencas entre mulheres fibromialgicas e mulheres saudaveis na escala de Borg em repouso e apds a prova de
esforco.

Repouso Po6s prova de esforgo Comparacéo
Borg (6-20) Borg (6-20) intra-grupo
Média (DP) Média (DP) p-value
Fibromialgia 10,38 (2,99) 14,69 (3,17) 0,003
Controlo 6 (00) 12,75 (3,34) <0,001
Comparagdo entre-grupos <0,001 0,371
(p-value)

e Variabilidade da frequéncia cardiaca em mulheres fibromiélgicas e em mulheres

saudaveis em repouso

Tabela 3 - VariacOes da variabilidade da frequéncia cardiaca em mulheres fibromialgicas e mulheres saudaveis em
repouso.

e Variavel F,\l/lbér(;)ir;u(%%l)a M%g?;r(%%) p-value A Dimensao do efeito
Méxima HR 82,29 (12,08) 87,69 (9,01) 0,615 0,257 0,008
Média HR 74,86 (10,68) 76,81 (7,88) 0,950 0,004 <0,001
RR 818,43 (125,90) 788,94 (81,10) 0,831 0,046 0,001
DNN 30,35 (20,63) 51,67 (30,61) 0,158 2,088 0,060
pNNS50 9,25 (14,07) 22,18 (17,68) 0,248 1,383 0,040
RMSSD 26,93 (17,64) 55,12 (35,09) 0,059 3,832 0,104
indice de stress 17,11 (7,13) 10,85 (4,07) 0,014 6,782 0,170
indice SNP -2,93 (9,22) -0,06 (1,22) 0,473 0,528 0,016
indice SNS 1,77 (1,60) 0,86 (0,95) 0,065 3,642 0,099
VLF 11,59 (9,59) 4,68 (3,15) 0,234 1,473 0,043
LF 60,56 (18,44) 45,98 (18,98) 0,047 4274 0,115
HF 27,21 (15,93) 49,12 (20,38) 0,010 7,375 0,183
LF/HF 4,82 (9,17) 1,49 (1,54) 0,181 1,869 0,054
SD1 19,08 (12,52) 39,06 (24,86) 0,059 3,837 0,104
SD2 38,08 (27,03) 60,65 (37,46) 0,250 1,373 0,040
EnAmostra 1,67 (0,36) 1,61 (0,39) 0,737 0,115 0,003

Méxima HR (Heart Rate): ritmo cardiaco maximo; Média HR: ritmo cardiaco médio; RR: tempo entre os intervalos R-R; SDNN (Standard
Deviation of NN intervals): desvio padrdo de todos os intervalos RR normais; pNN50 (Percentage of intervals): percentagem de intervalos
com >50 ms de diferenca do intervalo anterior; RMSSD: raiz quadrada da media dos quadrados das diferencas consecutivas de um intervalo
RR; indice de stress; indice SNP: indice de atividade do SNP; indice SNS: indice de atividade do SNS; VLF: (Very Low Frequency)
frequéncia muito baixa; LF: (Low Frequency) baixa frequéncia; HF: (High Frequency) elevada frequéncia; LF/HF: razdo das frequéncias
(ms?); SD1: (Dispersion, Standard Deviation) desvio padrao da dispersdo de pontos perpendiculares ao eixo da linha de identidade no grafico
de Poincaré; SD2: desvio padrédo da dispersédo de pontos ao longo do eixo da linha de identidade no grafico de Poincaré; EnAmostra: entropia
da amostra.
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e [Efeitos da prova de esforco na variabilidade da frequéncia cardiaca em mulheres

saudaveis e fibromidlgicas

Tabela 4 - VariacgOes da variabilidade da frequéncia cardiaca em mulheres saudaveis antes e apds a prova de esforco.

e Variavel Repouso Ap(?s aprova p-value z Dimengéo

Média (DP) Média (DP) do efeito
Méxima HR 87,69 (9,01) 116,69 (20,25) 0,001 -3,408 0,852
Média HR 76,81 (7,88) 87,31 (11,38) 0,003 -3,004 0,751
RR 788,94 (81,10) 696,62 (85,06) 0,002 -3,051 0,763
SDNN 51,67 (30,61) 45,56 (25,42) 0,352 -0,931 0,233
pNN50 22,18 (17,68) 15,11 (16,41) 0,352 -0,931 0,233
RMSSD 55,12 (35,09) 40,16 (24,54) 0,109 -1,603 0,401
indice de stress 10,85 (4,07) 11,42 (3,82) 0,485 -0,698 0,175
indice SNP -0,06 (1,22) -1,09 (0,99) 0,004 -2,844 0,711
indice SNS 0,86 (0,95) 1,74 (1,25) 0,010 -2,585 0,646
VLF 4,68 (3,15) 5,52 (5,42) 0,485 -0,698 0,175
LF 45,98 (18,98) 63,27 (15,81) 0,020 -2,327 0,582
HF 49,12 (20,38) 31,07 (16,15) 0,026 -2,223 0,556
LF/HF 1,49 (1,54) 3,07 (2,34) 0,038 -2,068 0,517
SD1 39,06 (24,86) 28,42 (17,38) 0,109 -1,603 0,401
SD2 60,65 (37,46) 57,61 (31,91) 0,717 -0,362 0,091
EnAmostra 1,61 (0,39) 1,55 (0,29) 0,408 -0,827 0,207

Méxima HR (Heart Rate): ritmo cardiaco maximo; Média HR: ritmo cardiaco médio; RR: tempo entre os intervalos R-R; SDNN (Standard
Deviation of NN intervals): desvio padrédo de todos os intervalos RR normais; pNN50 (Percentage of intervals): percentagem de intervalos
com >50 ms de diferenga do intervalo anterior; RMSSD: raiz quadrada da media dos quadrados das diferengas consecutivas de um intervalo
RR; indice de stress; indice SNP: indice de atividade do SNP; indice SNS: indice de atividade do SNS; VLF: (Very Low Frequency)
frequéncia muito baixa; LF: (Low Frequency) baixa frequéncia; HF: (High Frequency) elevada frequéncia; LF/HF: razdo das frequéncias
(ms?); SD1: (Dispersion, Standard Deviation) desvio padrio da dispersdo de pontos perpendiculares ao eixo da linha de identidade no gréfico
de Poincaré; SD2: desvio padréo da dispersdo de pontos ao longo do eixo da linha de identidade no grafico de Poincaré; EnAmostra: entropia
da amostra.
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Tabela 5 - VariacOes da variabilidade da frequéncia cardiaca em mulheres fibromiélgicas antes e ap6s a prova de esforgo.

Variavel Repouso Ap(?s aprova p-value 7 Dimengéo do
Média (DP) Média (DP) Efeito
Méaxima HR 82,29 (12,08) 87,62 (12,18) 0,002 -3,114 0,864
Média HR 74,86 (10,68) 75,77 (9,47) 0,009 -2,609 0,724
RR 818,43 (125,90) 803 (108,45) 0,006 -2,726 0.756
SDNN 30,35 (20,63) 31,15 (10,74) 0,196 -1,293 0,359
PNN50 9,25 (14,07) 5,41 (5,94) 0,944 -0,070 0,019
RMSSD 26,93 (17,64) 29,31 (16,03) 0,421 -0,804 0,223

Indice de -1,609

stress 17,11 (7,13) 13,68 (4,87) 0,108 0.446
indice PNS -2,93 (9,22) -0,87 (0,73) 0,944 -0,070 0,019
indice SNS 1,77 (1,60) 1,30 (1,08) 0,753 -0,315 0,087
VLF 11,59 (9,59) 9,82 (5,46) 0,055 -1,922 0,533
LF 60,56 (18,44) 62,68 (15,32) 0,028 -2,201 0,610
HF 27,21 (15,93) 27,34 (15,70) 0,249 -1,153 0,320
LF/HF 4,82 (9,17) 4,64 (5,33) 0,075 -1,782 0,494
SD1 19,08 (12,52) 20,75 (11,33) 0,421 -0,804 0,223
SD2 38,08 (27,03) 38,02 (13,13) 0,184 -1,328 0,368
EnAmostra 1,67 (0,36) 1,47 (0,42) 0,006 -2,760 0,765

Méxima HR (Heart Rate): ritmo cardiaco maximo; Média HR: ritmo cardiaco médio; RR: tempo entre os intervalos R-R; SDNN (Standard
Deviation of NN intervals): desvio padréo de todos os intervalos RR normais; pNN50 (Percentage of intervals): percentagem de intervalos
com >50 ms de diferenca do intervalo anterior; RMSSD: raiz quadrada da media dos quadrados das diferencas consecutivas de um intervalo
RR; indice de stress; indice SNP: indice de atividade do SNP; indice SNS: indice de atividade do SNS; VLF: (Very Low Frequency)
frequéncia muito baixa; LF: (Low Frequency) baixa frequéncia; HF: (High Frequency) elevada frequéncia; LF/HF: razdo das frequéncias
(ms?); SD1: (Dispersion, Standard Deviation) desvio padrio da dispersdo de pontos perpendiculares ao eixo da linha de identidade no gréfico
de Poincaré; SD2: desvio padréo da dispersdo de pontos ao longo do eixo da linha de identidade no grafico de Poincaré; EnAmostra: entropia
da amostra.

e Alteracdes nos parametros salivares entre mulheres fibromialgicas e mulheres

saudaveis em repouso

Tabela 6 - Diferencas encontradas nos parametros salivares entre mulheres fibromiélgicas e mulheres saudaveis em
repouso.

Variavel Fibromialgia Controlo value 7 Dimenséo
Média (DP) Média (DP) P do efeito
Fluxo salivar
(mL/min) 0,31 (0,16) 0,39 (0,19) 0,314 0,928 0,085
[proteica] (Hg/mL) 1098,39 (573,87) 1028,72 (566,55) 0,113 2,664 0,079
a-amilase 247,41 (20,96) 207,98 (17,10) 0,001 15,388 0,372
(umol/min/mg)
Catalase 0,006 (0,006) 0,009 (0,004) 0,190 1,804 0,059
(umol/min/mg)
Glutationo
Peroxidase 6,13 (6,99) 7,87 (10,97) 0,415 0,684 0,022

(umol/min/mg)

95

—
| —



e Alteraces nos parametros salivares no grupo controlo antes e apds a prova de

esforco

Tabela 7 - Diferencas encontradas nos parametros salivares no grupo controlo antes e ap6s a prova de esforgo.

Variavel Repouso Apbs-prova _value 7 Dimenséo
Média (DP) Média (DP) P do efeito
Fluxo salivar
(mL/min) 0,39 (0,19) 0,35 (0,14) 0,249 -1,153 0,320
[proteica] (ug/mL)  1028,72 (566,55)  1143,72 (864,01) 0,427 -0,795 0,205
a-amilase 207,98 (17,10) 209,04 (15,66) 0,878 -0,153 0,048
(umol/min/mg)
Catalase 0,009 (0,004) 0,011 (0,005) 0,047 -1,988 0,513
(umol/min/mg)
Glutationo
Peroxidase 7,87 (10,97) 9,67 (10,21) 0,256 -1,136 0,293

(umol/min/mg)

e Alteracdes nos parametros salivares no grupo das fibromidalgicas antes e apds a

prova de esforco

Tabela 8 - Diferencas encontradas nos parametros salivares no grupo das fibromialgicas antes e apds a prova de esforgo.

. Repouso Apds-prova i Dimenséo
Variavel Média (DP) Média (DP) p-value z do efeito
Fluxo salivar
(mL/min) 0,31 (0,16) 0,17 (0,09) 0,001 -3,250 0,709
[proteica] (ug/mL) 1098,39 (573,87) 1173,84 (618,99) 0,332 -0,971 0,217
a-amilase 247,41 (20,96) 250,18 (24,47) 0,587 -0,543 0,125
(umol/min/mg)
Catalase 0,006 (0,006) 0,006 (0,003) 0,492 -0,686 0,166
(umol/min/mg)
Glutationo
Peroxidase 6,13 (6,99) 5,65 (5,3 0,868 -0,166 0,040

(mol/min/mg)
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