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Introduccién

Background: Salivary cortisol levels and saliva a-amylase enzymatic activity are non-invasi-
ve markers of hypothalamic-pituitary-adrenal axis and autonomic nervous system related to
stress, which could be associated with excessive energy intake in response to stressors. Aim:
To describe the diurnal variation of salivary cortisol levels and a-amylase activity in pre-
pubertal girls and to assess their change after meals and physical activity episodes. Subjects
and Methods: Nine normal-weight girls aged 8 to 10 years were monitored for 14 hours,
from 6:00 AM to 20:00 h. Three standardized meals were administered across the day with
a controlled sport competition performed at the end of the day. Saliva samples were drawn
upon awakening, 30 min after awakening, before and after lunch, before and after dinner, and
before-after the controlled episode of physical activity. Results: A decreasing salivary cortisol
diurnal pattern was confirmed, with an initial increase occurring 30 minutes after waking up.
An ascending diurnal pattern was observed for salivary amylase activity. Meals significantly
increased cortisol levels, with a non-significant trend to increase amylase activity. The magni-
tude of physical activity during acute exercise was associated with increased salivary amylase
activity (rho = 0.84; P <0.01). Cortisol levels were positively correlated with body mass index
z scores (rho = 0.87; P <0.01). Conclusions: We confirmed the existence of a diurnal pattern
of salivary cortisol levels and a-amylase activity in saliva that is modulated by diet and exerci-
se. Our preliminary results also show that salivary cortisol might be related with body weight.
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cién de los niveles de cortisol’. Aunque ambos sistemas
son activados bajo condiciones de estrés, se ha descrito

1 estrés se define como una respuesta neuroen-

docrino-fisiologica que permite la adaptacion

del organismo para responder correctamente a
estimulos externos e internos y mantener su homeosta-
sis!?, Existen dos sistemas involucrados en la respuesta
al estrés: el Sistema Nervioso Simpatico (SNS) y el eje
Hipotalamo-Hipoéfisis-Adrenal (HHA). El efecto de la
activacion del SNS se traduce en una mayor accion de
la noradrenalina y adrenalina, mientras que la respuesta
mas notoria en relacion al eje HHA consiste en la eleva-

que el SNS actuaria principalmente bajo condiciones de
estrés agudo mientras que el eje HHA actuaria frente al
estrés cronico®. En este sentido, el SNS se activaria en el
espacio de tiempo de segundos frente a un estresor, con
rasgos relacionados con la respuesta de “vuelo o pelea”
(aumento de la frecuencia cardiaca/respiratoria y de la
presion arterial). Por el contrario, el eje HHA comenza-
ria a actuar de una forma mas tardia, aproximadamente
10 min posterior al estimulo estresor, y se mantendria
activo por horas, relaciondndose con la respuesta de mo-



vilizacion de sustratos energéticos (lipolisis y gluconeo-
génesis).

El cortisol es una hormona esteroidal de tipo gluco-
corticoide producida por la corteza de la glandula adre-
nal, cuya secrecion es estimulada por la hormona adre-
nocorticotropa (ACTH). La ACTH es producida en las
células corticotropas de la hipofisis anterior en respuesta
a la hormona liberadora de corticotropina (CRH), pro-
ducida por las neuronas del nucleo paraventricular en el
hipotalamo. El cortisol circulante en plasma se encuentra
ligado a proteinas (mayoritariamente unido a transcorti-
na, pero también a SHBG y albumina), con menos de un
10% disponible como fraccidén libre que puede transpor-
tarse a la saliva’. Se ha descrito que los niveles de cortisol
plasmatico muestran un patrdn circadiano y pulsatil, con
mayores concentraciones en la mafana, tras un incremen-
to rapido tras el despertar, y una disminucion progresiva
durante el dia*.

La amilasa salival es una metaloenzima cuya funcion
es hidrolizar enlaces a-1,4 del almidon para obtener dex-
trinas, maltosa, isomaltosa y glucosa. Esta enzima actua
en el inicio de la digestion de almidon en la cavidad oral,
siendo la proteina mas abundante en la saliva humana. Di-
versos estudios han propuesto a la a-amilasa salival como
un marcador de activacion de SNS, aunque se ha com-
probado que la produccion de saliva es controlada tanto
por el sistema nervioso simpatico como por el sistema
nervioso parasimpatico. Se han descrito diversos facto-
res que modifican la cantidad de la amilasa salival como
el tabaco, el grado de hidratacion, el alcohol, la ingesta
de hidratos de carbono, la cafeina y el ejercicio fisico™”.
Adicionalmente, diferentes estudios han demostrado que
la cantidad absoluta y la actividad de la amilasa salival
estan relacionada con el nimero variable de copias de gen
AMYI 10,11 .

Sujetos y Métodos

Diseno y Sujetos

Estudio observacional que se llevo a cabo en condi-
ciones controladas en n = 9 nifas pre-ptberes sanas entre
8 y 10 afios de edad a lo largo de un ciclo diurno. Todas
las nifias eran alumnas de un mismo colegio de la ciudad
de Santiago de Chile y eran de un nivel socioeconéomico
similar. Las nifias fueron invitadas a una actividad recrea-
cional por una jornada completa en una dependencia equi-
pada para alojamiento, recoleccion de datos antropomé-
tricos, registros de ingesta y toma de muestras de saliva.
El promedio de edad de las nifias fue 9,1 + 0,5 afios. Entre
ellas, 6 presentaron un peso normal y 3 sobrepeso segin
criterios NCHS-CDC2000. Todas las nifias tuvieron cir-
cunferencia de cintura en rango adecuado (Tabla 1). En el
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momento del despertar en la mafiana, se obtuvieron mues-
tras de saliva no-estimulada en 5 nifias. Para la totalidad
del grupo (n =9), se obtuvieron adicionalmente muestras
de saliva en los tiempos aproximados de 30 min post-des-
pertar (aiin en ayunas), 20 min previo al almuerzo (13 h),
20 min post-almuerzo, 20 min antes de la cena (19 h) y 20
min después de la cena. Finalmente, también se obtuvie-
ron muestras de saliva antes y después de un episodio de
actividad fisica aguda realizado alrededor de las 20 h. El
episodio de ejercicio fisico consistidé en una competencia
deportiva para recorrer 500 metros en una bicicleta er-
gémetra en el menor tiempo posible. Previo a cada toma
de muestra de saliva se realizo un enjuague de boca con
agua, evitando el cepillado de dientes durante el dia.

Los criterios de exclusion del estudio fueron: medi-
cacion con corticoides y presencia de patologias agudas
o cronicas, con o sin tratamientos. Todos los protocolos
fueron aprobados por el Comité Etico de la Escuela de
Medicina de la Pontificia Universidad Catodlica de Chile.
Se obtuvo un consentimiento firmado por parte de la ma-
dre de cada nifia participante.

Evaluacion antropométrica

Se midio el peso y la estatura a primera hora de la
mafiana, sin zapatos y con ropa ligera en una balanza Seca
equipada con estadiometro. A partir de los dos datos an-
teriores se obtuvo el Indice de Masa Corporal (IMC) y
el puntaje zIMC. La circunferencia abdominal se midio6
con cinta métrica no distensible de fijaciéon automatica
medida por sobre el reborde de la cresta iliaca, pasando
por el ombligo. La presion arterial se evalud en posicion
sentada, con esfigmomanoémetro de mercurio. Estos datos
se muestran en Tabla 1.

La evaluacion de desarrollo puberal se realizé por ob-
servacion y palpacion directa segun criterios de Tanner,
clasificando 5 nifias en Tanner 1 y otras 4 nifias en Tanner
2.

Registro de alimentacion

A todas las nifias se les entregd una alimentacion es-
tandarizada al desayuno (8:00 h), almuerzo (13 h) y cena
(19 h), determinando la ingesta por pesada directa de la
comida antes y después de las 3 ingestas. Para calcular la
ingesta calorica y de macronutrientes se utilizd un progra-
ma de composicion de alimentos chilenos del Instituto de
Nutricién y Tecnologia de Alimentos de la Universidad
de Chile (INTA) “Evaluacion Ingesta Alimentos” (http://
www.inta.cl/; INTA y Nestlé Nutrition; Vivian Gattas;
nimero de registro 142.632). La ingesta del dia fue en
todos los casos adecuada a los requerimientos diarios de
cada nifia (60% carbohidratos, 30% lipidos y 10% pro-
teinas).


http://www.inta.cl/
http://www.inta.cl/
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Tabla 1. Caracteristicas antropométricas y presion arterial de las nifas
incluidas en el estudio

Promedio + DE Rango

Edad (anos) 9,1+0,5 8,3-9,9
Peso (kg) 33,9+5,8 26,5-37
Talla (cm) 135,4+5,0 128,0-141,5
IMC (kg/m?) 18,3+ 1,7 15,3-21,1
Puntaje z-IMC 0,8+0,5 -0,3-1,45
Circunferencia de Cintura (cm) 59,8 + 4,8 54-67
Presion Arterial Sistolica (mm Hg) 97,5+ 5,6 90-108
Presion Arterial Diastolica (mm Hg) 59,6 +7,4 56-64
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Conducta de alimentacion

Se evaluo6 la conducta de alimentacion aplicando la
herramienta psicométrica llamada Child Eating Beha-
viour Questionnaire (CEBQ) a las madres de las nifias
participantes'>*. CEBQ es un cuestionario de 35 items,
que mide 4 dimensiones que analizan conducta pro-in-
gesta (disfrute de los alimentos, deseo de beber, sobrea-
limentacion emocional, respuesta frente a los alimentos)
y otras 4 dimensiones que reflejan conductas anti-ingesta
(lentitud en comer, respuesta de saciedad, subalimenta-
cion emocional y selectividad de alimentos). Los puntajes
CEBQ pro-ingesta han mostrado una asociacion directa
y gradual con el IMC, mientras que los anti-ingesta han
mostrado una asociacion inversa con el peso corporal'.

Mediciones actigraficas de actividad fisica

Se utiliz6é un actigrafo Actiwatch AW64 con el ob-
jeto de estimar el nivel de actividad fisica (movimientos
vectoriales durante todo el dia), las horas de suefio, y
determinar el momento del despertar en la mafana. Este
instrumento es un sensor que integra el grado y la velo-
cidad de movimiento, el que es registrado como cuentas
de actividad por unidad de tiempo (Cuentas Por Minuto,
CPM). El actigrafo fue ubicado en la cadera derecha para
mediciones diurnas y la mufeca derecha en la medicion
de suefio y despertar. Segtin la curva de CPM de medi-
cion continua, se observd que todas las nifias estudiadas
mantuvieron una actividad fisica liviana durante el dia,
con un promedio de 418 CPM. Sin embargo, su actividad
aumentd a moderada en las actividades recreativas con
CPM entre 900 y 2.000'6,

Mediciones bioquimicas

Se cuantifico el cortisol salival mediante un kit ELISA
(www.salimetrics.com) (1-3002 5PK 1-3002-5) segun las
indicaciones del fabricante. La actividad de amilasa sali-
val se determind por ensayo enzimatico colorimétrico (1-

1902 5PK 1-1902-5). Con el proposito de descartar una
posible contaminacion con sangre en la saliva, se realizd
adicionalmente un test ELISA para la deteccion de trans-
ferrina en saliva (1-1302 5PK 1-1302-5). Este ensayo
arrojo una media de 0,77 £ 0,8 pg/dl, indicando que no
existe contaminacion relevante por sangre en las muestras
de saliva, por lo que las concentraciones salivares de cor-
tisol y actividad de amilasa salivales no estarian afectadas
por este factor.

Analisis estadistico

Se describieron las curvas diarias de los niveles de
cortisol salival y la actividad de la amilasa salival a lo
largo del dia mediante graficos que incluyen promedios y
desviaciones estandar. La existencia de una curva diurna
no-uniforme para estas mediciones se evalué mediante
ANOVA de medidas repetidas. Los cambios de “antes-
después” en los episodios de comida y actividad fisica se
evaluaron mediante t de Student para muestras pareadas.
Los analisis de correlacion se evaluaron mediante el co-
eficiente rho de Spearman. Se calculd que un ejercicio
agudo (estudio quasi-experimental; sin grupo control) en
un grupo de n = 9 nifias seria suficiente para producir un
aumento en la actividad de la amilasa salival en compara-
cion con la situacion basal (incremento del 60%), lo que
permitiria detectar diferencias estadisticamente significa-
tivas, con un 95% de confianza y un poder estadistico de
80%.

Resultados

Las mediciones de las concentraciones de cortisol en
saliva de las nifias mostraron una alta variabilidad, man-
teniendo un patrén diurno decreciente durante el dia (p
< 0,001) (Figura 1). En 5 nifas, el despertar coincidio
con el horario de toma de muestra de saliva. En estas ni-
flas, se observd siempre una elevacion entre la primera
y la segunda muestra de la mafiana. En las otras 4 nifias,
la primera muestra fue tomada aproximadamente 20 min
posteriormente a su despertar medido actigraficamente.
Al analizar los datos de actividad de amilasa salival, se
observo una caida al momento de despertar con posterior
aumento de la actividad durante el dia, mostrando un cla-
ro patrén ascendente (p < 0,001) (Figura 2).

Los episodios de ingesta incrementaron significativa-
mente los niveles de cortisol (p = 0,014), con una tenden-
cia no-significativa al aumento de la actividad de la ami-
lasa. La magnitud de la actividad fisica en un episodio de
ejercicio agudo se asocid a un incremento de la actividad
de amilasa salival (rho = 0,84; p = 0,006), sin producir
cambios en los niveles de cortisol salival. Se determiné
una correlacion de rho = 0,83 (p = 0,03) entre la magni-


http://www.salimetrics.com

Figura 1. Curva diurna de cortisol salival en un grupo de nifias chilenas
entre 8 y 10 afos.

Figura 3. Correlacion entre porcentajes de cambio de cuentas por minuto
durante episodio de actividad fisica y la actividad de la amilasa salival.

tud de elevacion de amilasa salival y el aumento de actividad
fisica expresada en CPM (expresados ambos en porcentaje de
cambio) (Figura 3).

Los niveles de cortisol al despertar se correlacionaron sig-
nificativamente con el zIMC (rho = 0,87; p = 0,003) mostrando
una tendencia no-significativa hacia mayores puntajes CEBQ
de sobreingesta emocional (rtho = 0,47; p=0,21) (Figura 4). No
se observaron asociaciones significativas entre la actividad de
la amilasa salival con el zIMC o con puntajes de conducta de
alimentacion.
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Figura 2. Curva diurna de la actividad de amilasa salival en un grupo de
nifas chilenas entre 8 y 10 afos.

Figura 4. Asociacion entre los niveles de cortisol salival y puntaje z de
indice de masa corporal.

Discusion

Los niveles de cortisol y la actividad enzimatica de
a-amilasa en saliva son marcadores no-invasivos de estrés re-
lacionados con el eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal y el sistema
nervioso autdbnomo, que podrian estar asociados con el exceso
de ingesta energética en respuesta a diferentes estresores. En
nuestro estudio, hemos evidenciado una gran variabilidad en las
mediciones entre las nifias, pero también hemos confirmado la
existencia de un patron diurno decreciente de cortisol en saliva
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con aumento media hora después del despertar, junto con
un patrén ascendente de actividad de amilasa a lo largo
del dia.

Los episodios de ingesta incrementaron significa-
tivamente los niveles de cortisol (p = 0,014), con una
tendencia no-significativa al aumento de la actividad de
la amilasa. Se ha descrito que la ingesta energética tiene
una influencia en los niveles de cortisol y amilasa sali-
val. En este sentido, algunos estudios muestran mayor
elevacion de cortisol con dieta alta en carbohidratos vs
alta en proteinas!”'®, mientras que otros muestran una
mayor elevacion con una dieta rica en proteinas', exis-
tiendo estudios que no muestran diferencias con el tipo
de macronutriente consumido?®?'. En relacion al ejer-
cicio fisico, hemos observado que un episodio de acti-
vidad fisica generé un aumento de frecuencia cardiaca
promedio de 22% y la amilasa salival medida en forma
inmediata posterior a actividad fisica se elevé significa-
tivamente y se correlacionod con la intensidad del ejerci-
cio fisico. Esta observacion es concordante con la idea
de una activacion rapida del eje simpatico, no asi del
eje HHA, dado que los valores de cortisol salival no se
modificaron significativamente tras el episodio de acti-
vidad fisica?!.

Si analizamos el estado nutricional de las niflas y su
relacion con los niveles de cortisol en la mafiana, encon-
tramos que las nifias con mayor zIMC presentan valores
mayores de cortisol en ayuno vs las de menor peso cor-
poral, con una tendencia no significativa mayores punta-
jes de sobreingesta emocional. Esta observacion apoya la
hipotesis que indica que los niveles de cortisol pudieran
tener influencia en la adiposidad y la conducta alimen-
taria!®?2. Una clara limitacion de este estudio es que el
namero de sujetos es reducido y no permite que sus datos
sean extrapolados a la poblacion pediatrica. Sin embargo,
la particularidad del seguimiento de las niflas de este es-
tudio permite el andlisis de miltiples mediciones seriadas
a lo largo del dia.

En conclusion, podemos afirmar que existe un patron
diurno decreciente de cortisol en saliva con aumento
media hora después del despertar, junto con un patréon
ascendente de actividad de amilasa a lo largo del dia. La
ingesta de alimentos incrementd los niveles de cortisol
en saliva, mientras que el ejercicio fisico incremento la
actividad/cantidad de la amilasa salival. Los niveles de
cortisol salival en la mafiana se correlacionaron signifi-
cativamente con el IMC en el grupo de nifias estudiadas.
Por otro lado, existe una tendencia que indica una posible
relacion entre los niveles de cortisol y las conductas de
sobreingesta emocional. Dado el pequefio tamaiio de la
muestra, estos resultados deben ser replicados en poste-
riores estudios.
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