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Resumo

Introducdo: A obesidade pediatrica constitui um desafio global de saude publica.
Estudos prévios sugerem que o consumo de aminoacidos sulfurados (AAS) pode
influenciar o risco de obesidade.

Objetivo: Avaliar a associacao entre a ingestao de AAS e o risco de obesidade em
criancas e adolescentes que participaram no estudo transversal NHANES IlI.
Metodologia: Foram analisados dados de 4.005 criancas e adolescentes com idades
entre 8 e 16 anos. A ingestao de AAS foi avaliada por um questionario alimentar
as 24 horas anteriores e posteriormente ajustada ao consumo proteico (método
dos residuos). A obesidade foi definida pelo z-score de IMC para a idade (z>1,645).
Aplicaram-se modelos de regressao logistica multivariada ajustados para
caracteristicas sociodemograficas, desenvolvimento pubertario, altura parental,
estilo de vida e ingestao alimentar.

Resultados: Um maior consumo de AAS associou-se a um risco acrescido de
obesidade (OR=4,42; IC 95%: 2,12-9,22; p<0,001). Quando agrupados por quintis
de ingestao de AAS, comparativamente ao quintil mais baixo (Q1), as criancas e
adolescentes nos quintis superiores (Q5) apresentaram aproximadamente o dobro
do risco de obesidade (OR=1,94; IC 95%: 1,18-3,16; p<0,001). Foi observada uma
tendéncia linear nesta associacao (p<0,001). Estas associacoes foram especificas
para os AAS, nao se verificando para outras categorias de aminoacidos, e
mantiveram-se apos varias analises de sensibilidade.

Conclusdao: Uma ingestdao elevada de AAS esta associada a maior risco de
obesidade em criancas e adolescentes. Estes resultados sugerem que o perfil de
aminoacidos da dieta podera desempenhar um papel importante e modificavel na

obesidade pediatrica.
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Abstract

Introduction: Pediatric obesity represents a global public health challenge.
Previous studies suggest that sulfur amino acid (SAA) intake may influence the risk
of obesity.

Objective: To evaluate the association between SAA intake and obesity risk in
children and adolescents who participated in the cross-sectional NHANES Il study.
Methods: Data from 4,005 children and adolescents aged 8-16 years were
analyzed. SAA intake was assessed using a single 24-hour dietary recall and
subsequently adjusted for protein intake (residual method). Obesity was defined
by the age-specific BMI z-score (z>1.645). Multivariable logistic regression models
were applied adjusting for sociodemographic characteristics, pubertal
development, parental height, lifestyle factors, and dietary intake.

Results: Higher SAA intake was associated with an increased risk of obesity
(OR=4.42; 95% Cl: 2.12-9.22; p<0.001). When grouped by SAA intake quintiles,
compared with the lowest quintile (Q1), children and adolescents in the higher
quintiles (Q5) had approximately double the risk of obesity (OR=1.94; 95% Cl: 1.18-
3.16; p<0.001). A linear trend was observed for this association (p<0.001). These
associations were specific to SAAs, as they were not observed for other amino acid
groups, and remained robust across multiple sensitivity analyses.

Conclusion: Higher SAA intake is associated with a greater risk of obesity in
children and adolescents. These results suggest that the dietary amino acid profile
may play an important and modifiable role in pediatric obesity.

Keywords
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Introducao

A obesidade pediatrica constitui um dos mais urgentes desafios de saude
publica a escala global." Segundo o Global Burden of Disease Study (2021),
estima-se uma prevaléncia mundial de 6,9% em criancas dos 5-14 anos e 6,6% em
adolescentes (15-24 anos), com projecoes que indicam uma tendéncia crescente
até 2030.? Nos Estados Unidos da América (EUA), dados do National Health and
Nutrition Examination Survey (NHANES 2017-2018) revelaram que 19,3% da
populacao pediatrica (2-19 anos) apresentava obesidade, enquanto, em Portugal,
o Inquérito Alimentar Nacional e de Atividade Fisica (IAN-AF 2015-2016) registou
prevaléncias de 7,7% (<10 anos) e 8,7% (10-17 anos).® 4 Esta condicdo esta
associada a um risco aumentado de diversas doencas crénicas na idade adulta,
incluindo patologias cardiovasculares e metabdlicas, com graves implicacoes na
qualidade de vida dos individuos e custos econdomicos significativos para os
sistemas de salde.®7

A alimentacao, particularmente a adequacao da ingestao energética e de
macronutrientes, assume um papel central no tratamento da obesidade infantil.®)
Estudos recentes sugerem que o consumo proteico excessivo, em particular nos
primeiros anos de vida, esta associado a um crescimento acelerado (mediado pela
hiperestimulacao do eixo do Fator de Crescimento Semelhante a Insulina tipo 1
(IGF-1)) e a um aumento ponderal rapido, triplicando o risco de obesidade em
idade adulta.®' Em Portugal, 83,2% das criancas e 35,2% dos adolescentes
excedem as recomendacOes proteicas (>2g/kg/dia)®, um facto que podera

contribuir para as elevadas taxas de obesidade observadas.



Os efeitos da ingestao proteica na salde transcendem a quantidade e a
origem da proteina, sendo também mediados pelo seu perfil de aminoacidos
(AA).(21% Entre estes, destacam-se a metionina e a cisteina, denominados por
aminoacidos sulfurados (AAS) devido a presenca de enxofre na sua estrutura
quimica. Os AAS desempenham papéis fundamentais na sintese proteica, na
regulacao da expressao genética, na protecao contra o stress oxidativo e na
sinalizacao celular.(™ Enquanto que a metionina é considerada um AA essencial,
dado que nao consegue ser sintetizada em quantidades suficientes pelo organismo
humano e deve assim ser obrigatoriamente obtida através da dieta, a cisteina é
considerada um AA condicionalmente essencial, ja que pode ser sintetizada a
partir da metionina.('® Os AAS estdao presentes em maior concentracdo em
alimentos de origem animal comparativamente as fontes de origem vegetal. Como
tal, as dietas a base de alimentos de origem vegetal, de que sao exemplo as dietas
veganas, sao caracterizadas por um baixo contetdo de AAS.("”) A World Health
Organization/ Food and Agriculture Organization of the United Nations/United
Nations University (WHO/FAO/UNU, 2007/2013) estimam que as necessidades de
ingestao de AAS se situam entre 16 a 18mg/kg/dia para criancas e adolescentes
(3-18 anos). Paralelamente, estes organismos desenvolveram padroes de
pontuacao (scoring patterns), expressos em mg de AAS/g de proteina, de modo a
avaliar a qualidade da proteina necessaria para suprir as necessidades de AAS.
Para estas idades, o valor estabelecido é de aproximadamente 23mg de AAS/g de
proteina (Tabela 1), o que representa a proporcao minima necessaria para
satisfazer as exigéncias metabdlicas, maximizar a utilizacao de proteina e permitir
uma avaliacao padronizada de diferentes fontes proteicas. No entanto, varios

estudos demonstram que o consumo de AAS em dietas ocidentais, caracteristicas



de paises industrializados como os EUA, excede significativamente estas

recomendacoes para todas as faixas etarias.(13 17-19)

Tabela 1. Recomendacoes de consumo de AAS (mg/g proteina) pela

WHO/FAO/UNU em criancas e adolescentes.

WHO/FAO/UNU
Faixa etaria mg AAS/g proteina
<1 ano 28
1-2 anos 26
3-10 anos 24
11-14 anos 23
15-18 anos 23

AAS: Aminoacidos Sulfurados; WHO/FAO/UNU; World Health Organization/ Food and Agriculture Organization
of the United Nations/United Nations University.

Nas Ultimas décadas, os AAS tém despertado particular interesse cientifico
devido ao seu papel evidenciado no metabolismo e no desenvolvimento de doencas
cronicas. Este interesse foi maioritariamente despoletado por investigacao pré-
clinica, principalmente em roedores, que demonstrou que a restricao da ingestao
alimentar de AAS induz multiplos beneficios a nivel metabdlico, que incluem a
reducao do peso corporal e da massa gorda, melhoria do perfil lipidico (diminuicao
da glicose e triglicerideos plasmaticos), aumento da sensibilidade a insulina e
modulacdo da secrecao de adipocinas (diminuicao da leptina e aumento da
adiponectina). Além disso, esta diminuicao do consumo alimentar demonstrou ter
um efeito preventivo contra varias doencas cronicas, incluindo a obesidade,
diabetes mellitus tipo 2 e esteatose hepatica, bem como promover um aumento

da longevidade.?%23) Ensaios clinicos randomizados de curta duracdo (4-8



semanas) em adultos normoponderais ou com excesso de peso corroboram estes
resultados, demonstrando que a restricao da ingestao de AAS induz melhorias
significativas em  parametros  antropométricos e  metabolicos.?4
25 Complementarmente, estudos observacionais em adultos evidenciaram uma
associacao entre a ingestao elevada de AAS e um maior risco cardiometabdlico,
assim como um aumento do risco de incidéncia e mortalidade por diabetes.(13: 26,
27) Os mecanismos biologicos subjacentes permanecem por esclarecer, contudo
parecem envolver o Fator de Crescimento de Fibroblastos 21 (FGF21), stress
oxidativo, metilacdao do acido desoxirribonucleico (ADN), ativacao cronica do
Mammalian Target of Rapamycin Complex 1 (mTORC1) e desenvolvimento de uma
inflamacao sistémica. (!, 28-32)

Apesar da evidéncia resultante de investigacoes clinicas e pré-clinicas, o
impacto do consumo de AAS no risco de obesidade pediatrica permanece pouco
explorado. Considerando que a infancia e adolescéncia representam periodos
criticos para o desenvolvimento fisico e cognitivo, bem como para a adocao de
habitos alimentares que influenciam o risco de desenvolvimento de doencas
cronicas na idade adulta, este estudo procura preencher esta lacuna cientifica,
analisando a relacao entre a ingestao de AAS e o risco de obesidade em idade

pediatrica, uma problematica crescente a nivel nacional e global.

Objetivos

Este estudo teve como objetivo principal avaliar a associacao entre o
consumo de AAS e o risco de obesidade em criancas e adolescentes dos 8 aos 16

anos que participaram no NHANES III.



Metodologia

1. NHANES Il

O NHANES Il é um estudo observacional transversal realizado entre 1988 e
1994 com o objetivo de avaliar o estado de salude e nutricional da populacao dos
EUA. Para tal, foi utilizado um desenho amostral complexo, estratificado e em
multiplas etapas, baseado em conglomerados probabilisticos (Primary Sampling
Units - PSUs), para garantir uma amostra representativa da sua populacao civil
nao institucionalizada. A amostragem foi organizada em duas fases temporais
(Fase I: 1988-1991 e Fase Il: 1991-1994), incluindo a selecao sequencial de PSUs,
seguido de agrupamentos domiciliares dentro de cada PSU e, por fim, de
individuos elegiveis em cada domicilio. A Figura 1 apresenta um resumo
esquematico da amostragem e da metodologia de recolha de dados do NHANES IlI.
Este desenho amostral possibilita nao s6 estimar a prevaléncia de doencas, mas
também identificar os seus fatores de risco, com implicacées diretas na
formulacao de politicas de saude publica.

O NHANES lll foi desenvolvido pelo National Center for Health Statistics
(NCHS), uma unidade do Centers for Disease Control and Prevention (CDC), e
incluiu participantes partir dos dois meses de idade. A recolha de dados combinou
entrevistas domiciliares, destinadas a obtencao de informacao sociodemografica
e economica, historial médico e habitos alimentares, com exames fisicos (ex.
avaliacoes antropométricas), laboratoriais e outros (ex. exames de densitometria
0ssea) realizados em unidades moveis designadas por Mobile Examination Center
(MEC). Todos os procedimentos foram revistos pelo Research Ethics Review Board

do NCHS, assegurando o cumprimento dos principios da Declaracao de Helsinquia,



incluindo o consentimento informado (escrito ou oral). A metodologia detalhada

deste estudo encontra-se ja previamente publicada. 3%
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Figura 1. Esquema representativo da amostragem e metodologia de recolha de

dados do NHANES IlI.

MEC: Mobile Examination Center; PSU: Primary Sampling Units.

2. Selecdo da Amostra

O NHANES Il incluiu inicialmente 39.695 individuos com idade superior a
dois meses. Para permitir a comparacao entre os participantes selecionados, a
homogeneidade da amostra e a inclusao sistematica de covariaveis relevantes
(desenvolvimento pubertario, atividade fisica, comportamento sedentario e altura
parental) a analise foi restringida a faixa etaria dos 8 aos 16 anos (n=4.536).
Aplicaram-se ainda outros critérios de exclusao incluindo registos alimentares
implausiveis®¥, previamente definidos pela equipa do NHANES llI, e dados omissos

nas variaveis de exposicao (ingestao alimentar) ou de outcome (medidas



antropométricas). Apos a aplicacao destes critérios, a amostra final incluiu 4.005
participantes conforme ilustrado no fluxograma apresentado na Figura 2. Apesar
da informacao referente as variaveis principais (ingestao alimentar e medidas
antropométricas) se encontrarem completas para todos os participantes,
registaram-se perdas parciais nas covariaveis analisadas, destacando-se entre elas

a altura do pai e o desenvolvimento pubertario (Figura 2).

| Participantes do NHANES Ill (n = 39.695) |

Idades fora do intervalo elegivel (8-16 anos)
(n=35.159)

iy

T

E

| Sem exame no MEC (n = 255) |

| Sem avaliagédo da ingestdo alimentar (n = 141) |

| Auséncia de reporte da ingestéo proteica (n = 2) |

iy

E

| Auséncia de recolha de peso e altura (n = 133) |

Amostra final com dados completos (n = 4.005)

Participantes com dados incompletos nas covariaveis

Racio pobreza-rendimento: 312 (7,8%) Atividade fisica: 137 (3,4%)
Desenvolvimento pubertario: 421 (10,5%) Altura da mie: 271 (6,8%)
Sedentarismo: 130 (3,2%) Altura do pai: 523 (13,1%)

Figura 2. Fluxograma da selecao da amostra.

MEC: Mobile Examination Center; NHANES Ill: National Health and Nutrition Examination Survey lll.

3. Avaliacado da Ingestao Alimentar
A ingestao alimentar foi avaliada através de um questionario referente as

24 horas anteriores, aplicado por entrevistadores treinados no MEC. A ingestao de



macro- e micronutrientes foi calculada com base no banco de dados do United
States Department of Agriculture (USDA), complementado pelo Nutrition
Coordinating Center (NCC) da Universidade de Minnesota.(?) Relativamente a
independéncia na recolha de dados por grupo etario, as criancas dos 6 aos 11 anos
preencheram o questionario com o auxilio de um adulto, enquanto que os
adolescentes com 12 ou mais anos o preencheram de forma autonoma. 34

Os AA foram classificados em sete categorias com base em caracteristicas
fisico-quimicas fundamentais, nomeadamente a estrutura quimica e o pH:
sulfurados (metionina e cisteina), cadeia ramificada (leucina, valina e isoleucina),
aromaticos (triptofano, fenilalanina e tirosina), hidroxilados (treonina e serina),
acidos (aspartato e glutamato), basicos (lisina, arginina e histidina) e outros
(alanina, glicina e prolina). A ingestao diaria de cada categoria de AA (g/dia) foi
calculada como a soma dos seus respetivos AA individuais. O Método dos Residuos
foi aplicado para isolar o efeito especifico da ingestao absoluta de AA (g/dia),
incluindo para os AAS, independentemente do consumo proteico total (g/dia). Esta
abordagem, regularmente utilizada e validada, baseia-se numa regressao linear
entre estas variaveis, com o objetivo de se obterem residuos padronizados que
representem a variacao no consumo de AA nao atribuivel a proteina total. Esta
metodologia revela-se pertinente no presente estudo, pois permite reduzir o
confundimento e obter estimativas mais robustas da associacao entre a ingestao
de AAS e o risco de obesidade, sobretudo num contexto onde o consumo proteico
e de AA estao fortemente correlacionados. (3% 36)

Foi utilizado ainda o Healthy Eating Index (HEI), um indicador desenvolvido
pelo USDA com o objetivo de avaliar a qualidade global da alimentacao em relacao

as recomendacoes alimentares americanas. Este score reflete a adesao a padroes



alimentares saudaveis, tendo por base os dados do questionario alimentar das 24
horas anteriores realizado no MEC. O HEI é calculado a partir da pontuacao de 10
componentes alimentares, que incluem o consumo de frutas, vegetais, cereais,
lacticinios, carnes, gordura total e saturada, colesterol, sodio e diversidade
alimentar. Cada componente recebe uma pontuacao de 0 a 10, perfazendo um
maximo de 100 pontos, sendo as pontuacdes mais altas indicativas de maior

conformidade com as recomendacdes alimentares dos EUA.(7)

4. Obesidade

No MEC, foram obtidas medidas antropométricas por técnicos treinados,
utilizando protocolos uniformizados. O peso corporal (kg) foi avaliado através de
uma balanca eletrénica digital Toledo (sensibilidade 0,01kg), enquanto a altura
(m) foi medida com um estadiometro vertical Holtain equipado com uma barra
horizontal movel e um sistema de registo fotografico Polaroid (sensibilidade
0,1cm).® Com estas medidas, foi calculado o indice de massa corporal (IMC)
(kg/m?). Segundo as curvas de crescimento do CDC, estratificadas por sexo e
idade, foram calculados os z-score de IMC para a idade maior ou igual do que o

95.° percentil, o que corresponde a um valor de z-score >1,645.3°

5. Covariaveis

Este estudo considerou caracteristicas sociodemograficas, estadio de
desenvolvimento pubertario, nivel de atividade fisica, comportamentos
sedentarios, altura parental e parametros dietéticos como covariaveis.

As variaveis sociodemograficas incluiram: idade (em meses), sexo

(feminino/masculino), raca/etnia (categorizada em brancos nao hispanicos,
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negros nao hispanicos, mexicanos-americanos e “outros”) e nivel socioecondémico,
aplicado através do racio de pobreza-rendimento. Este Ultimo corresponde a
relacao entre o rendimento familiar total e o limiar de pobreza estabelecido pelos
EUA.“0

O desenvolvimento pubertario foi avaliado mediante a Escala de Tanner,
considerando-se o desenvolvimento mamario para o sexo feminino e o
desenvolvimento genital para o sexo masculino. A categorizacdo destes
parametros seguiu os critérios estabelecidos pelo NHANES Ill, permitindo a
classificacao dos participantes desde o estadio pré-pubertario (Estadio 1) até ao
estadio adulto (Estadio 5).“0

A atividade fisica e o comportamento sedentario foram avaliados através de
perguntas incluidas no questionario realizado no MEC, como “How many times per
week do you play or exercise enough to make you sweat and breathe hard?" e
"About how many hours did you watch TV yesterday?".49 Ambas as variaveis foram
dicotomizadas para fins analiticos e, para tal, seguiram-se as recomendacoées da
WHO (2020)“") e do CDC(2018)“2):

e Atividade fisica: "fisicamente ativo" (260 minutos/dia de atividade

moderada a vigorosa) vs. "fisicamente inativo” (<60 minutos/dia);
e Sedentarismo: "sedentario” (>2 horas/dia de tempo de televisao) vs. "nao
sedentario” (<2 horas/dia).

Relativamente a altura dos pais (cm), foi incluida a informacao tanto da
mae como do pai como covariaveis individuais, obtida através do seu autorreporte
recolhido durante a entrevista domiciliar. )

Foi ainda incluida a ingestao diaria de diversos parametros nutricionais,

obtidos através do questionario alimentar as 24 horas anteriores, considerados
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como variaveis continuas: energia (kcal/dia), gordura (g/dia), hidratos de carbono
(g/dia), proteina total (g/dia), proteina animal (g/dia), proteina vegetal (g/dia)
e restantes categorias de AA (cadeia ramificada, aromaticos, hidroxilados, acidos,
basicos e outros) (g/dia).*¥ De forma complementar, foram ainda calculados e

incluidos o racio de AAS/proteina (mg/g) e o racio de proteina animal/vegetal.

6. Analise Estatistica

Devido ao desenho amostral complexo do NHANES Il (Figura 1), foram
utilizados em todas as fases da analise estatistica os pesos amostrais, os clusters
e os estratos atribuidos a cada participante.“ A inclusao destes elementos é
necessaria para assegurar a validade das estimativas originadas e permitir que a
amostra seja verdadeiramente representativa da populacao americana. Seguem-
se as definicoes e funcoes especificas de cada um destes elementos:

e Pesos amostrais (weights): Ajustam a amostra para sobrerrepresentacao ou
sub-representacao de grupos especificos, taxas de ndo-resposta e para as
diferentes probabilidades de selecao dos participantes, garantindo a
representatividade nacional;

e C(Clusters (PSUs): Correspondem a unidades geograficas de recrutamento
(ex. zonas urbanas). Individuos que residem no mesmo PSU podem partilhar
caracteristicas sociodemograficas e ambientais, o que requer um ajuste
posterior para evitar a subestimacao;

e Estratos (strata): Refere-se a divisao da amostra em subgrupos homogéneos
(ex. regido geografica), assegurando uma selecao aleatoria.

Dada a percentagem de participantes com dados incompletos nas covariaveis

pertinentes ao estudo (Figura 2), nomeadamente na altura parental, racio de
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pobreza-rendimento e desenvolvimento pubertario, procedeu-se a imputacao
multipla (10 imputacdes) dos mesmos. Este processo baseou-se na suposicao de
que a omissao de dados seguia um padrao Missing at Random (MAR), pressuposto
que € comummente aceite em analises do NHANES. A imputacao multipla consiste
em gerar versoes completas da base de dados, nas quais os valores ausentes sao
substituidos por estimativas plausiveis baseadas nas informacoes observadas,
preservando assim a variabilidade e a distribuicao dos dados originais. No presente
estudo, essa imputacao foi realizada utilizando o método Markov Chain Monte
Carlo (MCMC). Esta abordagem possibilita a manutencao da integridade da
amostra e do poder estatistico, além de minimizar potenciais vieses que poderiam
surgir se os casos com dados incompletos fossem apenas excluidos. 43 40)

A normalidade das variaveis continuas foi avaliada através dos respetivos
histogramas. Conforme a sua distribuicao, as caracteristicas da amostra foram
expressas como: (1) média ponderada e erro padrao para variaveis com
distribuicao normal; e (2) mediana ponderada e intervalo interquartil (P25-P75)
para variaveis continuas com distribuicao nao normal. Por outro lado, as variaveis
categoricas foram expressas em percentagens (%) ponderadas e erro padrao. O
tamanho da amostra é representado por 'n'. De modo a identificar potenciais
diferencas entre criancas e adolescentes com e sem obesidade, conduziram-se
analises univariadas recorrendo a: (1) Teste t de Student para amostras
independentes (antecedido do Teste de Levene para avaliacao da homogeneidade
de variancias) nas variaveis continuas com distribuicao normal; (2) Teste de
Wilcoxon para variaveis continuas com distribuicao nao normal; e (3) Teste do Qui-
quadrado (x2) para variaveis categoricas. Para além da categorizacao dos

participantes em relacao a obesidade, as criancas e adolescentes foram ainda
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estratificadas em quintis (Q1-Q5) de ingestao de AAS ajustado ao consumo
proteico, aplicando o Método dos Residuos. Esta estratificacdo permitiu
caracterizar a distribuicao do consumo de AAS e do seu racio para a proteina na
amostra. Mais importante, esta categorizacao € essencial para a subsequente
comparacao entre grupos com diferentes niveis de consumo de AAS, apresentando
especial relevancia na identificacao de associacoes nao lineares entre o seu
consumo e o risco de obesidade.

A associacao entre o consumo de AAS, tratado como uma variavel continua,
e o risco de obesidade foi avaliada através do calculo de odds ratio (OR) com
intervalos de confianca a 95% (IC 95%), utilizando um modelo de regressao logistica
multivariada. Quatro modelos de ajuste para covariaveis foram incluidos na
analise: sem ajustes adicionais (apenas ao consumo proteico), modelo 1 (ajustado
para a idade, sexo, raca/etnia, racio de pobreza-rendimento e ingestao total
energética e proteica), modelo 2 (ajustado para as covariaveis do modelo 1 e ainda
para o desenvolvimento pubertario, atividade fisica, sedentarismo, altura da mae
e altura do pai) e modelo 3 (ajustado para as covariaveis do modelo 2 e ainda para
a ingestao das restantes categorias de AA). De forma complementar, para avaliar
a especificidade destas associacoes relativamente aos AAS, foi realizado o mesmo
calculo para as restantes categorias de AA. Para uma caracterizacao mais
detalhada da associacao entre o consumo de AAS e o risco de obesidade,
aplicaram-se os mesmos modelos de regressao logistica multivariada com os
participantes agrupados em quintis de consumo de AAS. Nesta analise: (1) os
grupos Q2, Q3, Q4 e Q5 foram comparados com o quintil de referéncia (Q1 -
consumo mais baixo de AAS), estimando-se os OR ajustados a partir dos

coeficientes B da regressao logistica; e (2) foi calculado o p-trend, que é calculado



14

usando os quintis como uma variavel ordinal, avaliando a linearidade da associacao
entre o consumo de AAS e o risco de obesidade.

De modo a avaliar a robustez dos resultados obtidos, foi conduzida uma analise
de sensibilidade ao qual se introduziram variaveis adicionais ao modelo 3 de
regressao logistica referido anteriormente. Este modelo, identificado como
modelo 4, adicionou variaveis como o racio de proteina animal/vegetal, ingestao
de hidratos de carbono (g/dia) e de gordura (g/dia) e score do HEI. Esta abordagem
permitiu avaliar a consisténcia dos resultados previamente obtidos relativamente
a outros potenciais fatores de confundimento.

O software SPSS (versao 29, IBM Corp., Armonk, Nova lorque, EUA) foi utilizado
para todos os procedimentos da analise estatistica, adotando um nivel de

significancia de p<0,05.

Resultados

1. Caracterizacao da populacao - dados sociodemograficos

A amostra final foi constituida por 4.005 criancas e adolescentes. Em termos
populacionais, tal correspondeu a uma distribuicao equilibrada entre sexos (50,6%
masculino e 49,4% feminino) e uma maior proporcao de individuos pertencentes a
faixa etaria dos 12 aos 16 anos (54,5%) (Anexo A). A maioria dos individuos era de
raca/etnia branca nao hispanica (66,9%), seguida por negros nao hispanicos
(15,4%) e mexicanos-americanos (8,4%) (Anexo A). No que diz respeito aos padroes
de atividade fisica e comportamento sedentario, observou-se uma maior
prevaléncia de inatividade fisica (63,4%) e uma proporcao superior de individuos

classificados como nao sedentarios (58,7%) (Anexo A).
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A obesidade estava presente em apenas 11,1% das criancas e adolescentes.
Quando estratificados por estado ponderal, analises univariadas revelaram que os
individuos com obesidade apresentaram diferencas significativas em alguns
parametros sociodemograficos comparativamente aos nao obesos (Anexo A).
Destacou-se uma maior prevaléncia de negros nao hispanicos (19,0% vs. 14,9%;
p=0,016), uma proporcao superior de comportamentos sedentarios (48,4% vs.
40,4%; p=0,013) e racio de pobreza-rendimento inferior (mediana=1,9 vs. 2,1;
p=0,003) (Anexo A). Nao se observaram diferencas significativas quanto a pratica
de atividade fisica, ao estadio pubertario, a altura parental, sexo ou idade entre

0s grupos (Anexo A).

2. Caracterizacao da populacao - ingestao nutricional

A analise univariada dos parametros nutricionais resultantes da ingestao
alimentar revelou que os individuos obesos reportaram uma menor mediana de
ingestao energética (1841 vs. 2.074 kcal/dia; p=0,006), o que também
correspondeu a um menor mediana de consumo de hidratos de carbono (232,8 vs.
270,6 g/dia; p=0,002) e de proteina vegetal (18,1 vs. 21,1 kcal/dia; p=0,001)
(Anexo B). Nao se observaram diferencas relativamente ao consumo diario de
gordura, proteina total e proteina animal, bem como no score do HEI (p=0,05).
Por outro lado, as criancas e adolescentes com obesidade reportaram um maior
racio proteina animal/vegetal (2,7 vs. 2,2; p<0,001) (Anexo B). Relativamente a
ingestao diaria por categorias de AA (g/dia - ajustados ao consumo de proteina) os
individuos com obesidade reportaram uma maior ingestao AAS (2,71 vs. 2,66;
p<0,001) e de AA basicos (11,76 vs. 11,52; p=0,001), e uma menor ingestao de AA

acidos (21,8 vs. 22,11; p=0,028) (Anexo B). Quando estratificados por quintis de
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consumo de AAS, observou-se uma progressao linear crescente entre quintis de
consumo relativamente a quantidade absoluta de AAS (Q1: 2,43 g/dia; Q5: 2,90
g/dia; p-trend<0,001) e ao racio AAS/proteina (Q1: 33,2 mg/g; Q5: 38,6 mg/g; p-

trend<0,001) (Anexo C).

3. Associacao entre a ingestao de AAS e risco de obesidade

Foram aplicados modelos de regressao logistica multivariada para estudar a
associacao entre o consumo de AAS (ajustado para a proteina), enquanto como
variavel continua (Anexo D) e agrupada por quintis (Anexo E), e o risco de
obesidade em criancas e adolescentes. Enquanto variavel continua, no modelo
sem ajustes para covariaveis, observou-se uma associacao entre uma maior
ingestao de AAS com um maior risco de obesidade (OR=4,93; IC 95%: 2,34-10,4;
p<0,001) (Anexo D). Esta associacao manteve-se para todos os sucessivos modelos
de ajuste onde, no modelo 3 (modelo ajustado para todas as covariaveis), cada
grama de aumento de ingestao diaria de AAS se associou a um aumento
aproximadamente quatro vezes superior do risco de obesidade (OR=4,42; IC 95%:
2,12-9,22; p<0,001), conforme ilustrado no Anexo D. Foram observados resultados
similares quando as criancas e adolescentes foram agrupados por quintis de
ingestao diaria de AAS. Concretamente, para o modelo 3, verificou-se um aumento
do risco de obesidade nos participantes pertencentes aos quintis superiores de
consumo de AAS em comparacao com o quintil de referéncia (Q1): Q4 (OR=2,06;
IC 95%:1,36-3,12; p<0,001) e Q5 (OR=1,94; IC 95%: 1,18-3,16; p=0,01) (Anexo E).
A mesma relacao foi evidenciada quando os participantes de quintis superiores
foram agrupados (Q2-Q5) relativamente ao Q1 (OR=1,68; IC 95%: 1,06-2,66;

p=0,029) (Anexo E). Adicionalmente, foi identificada uma tendéncia
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linear estatisticamente significativa (p-trend<0,001) para todos os modelos de
ajuste, indicando um aumento progressivo de risco de obesidade com o

incremento dos quintis de ingestao de AAS (Anexo E).

4. Analise de especificidade e sensibilidade

De modo a avaliar a especificidade da relacao entre a ingestao de AAS e o risco
de obesidade em criancas e adolescentes, aplicaram-se os mesmos modelos de
regressao logistica multivariada para as restantes categorias de AA (cadeia
ramificada, aromaticos, hidroxilados, acidos, basicos e outros). Nesta analise,
constatou-se a auséncia de resultados estatisticamente significativos para as
restantes categorias de AA apos o ajuste para todas as covariaveis (Anexo F).
Relativamente a analise de sensibilidade, que incorporou outros potenciais
confundidores (ingestao de gordura, hidratos de carbono, racio proteina
animal/vegetal, e score do HEIl) no modelo 3 de ajuste, foi evidenciado que as
associacOes previamente identificadas entre o consumo de AAS e o risco de
obesidade se mantiveram consistentes (OR=5,13; IC 95%: 2,44-10,77; p<0,001),

demonstrando a robustez dos resultados obtidos (Anexo G).

Discussao e Conclusoées

1. Resultados principais

Este estudo teve como objetivo avaliar a associacao entre a ingestao de AAS e
o risco de obesidade em criancas e adolescentes. Com uma amostra de 4.005
participantes (8-16 anos) do estudo transversal NHANES lll, evidenciou-se que o
maior consumo de AAS esteve associado a um risco acrescido de obesidade. Esta

relacdo manteve-se significativa apds o ajuste para mdultiplos fatores de
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confundimento e analises de sensibilidade, sugerindo que nao é atribuivel a
influéncia de variaveis externas. Importa também destacar que esta associacao se
revelou especifica para os AAS, nao se observando para as restantes categorias de
AA.

A analise por quintis de ingestao de AAS revelou ainda uma tendéncia linear
nesta associacao, verificando-se um aumento progressivo do risco de obesidade
nas criancas e adolescentes com um maior consumo de AAS. Tal reforca nao so6 a
sua plausibilidade biolégica, como também indica que o risco se manifesta mesmo
em niveis de ingestdo moderadamente elevados e nao apenas em exposicoes
extremas. Importa também referir que, de forma aparentemente paradoxal, os
participantes classificados como obesos apresentaram uma menor ingestao
energética total comparativamente aos nao obesos. Esta observacao podera
refletir situacoes de subestimacao do reporte da ingestao alimentar nos individuos
com obesidade, seja por viés de memoria, pressao social ou intencao deliberada
de o fazer. Adicionalmente, observou-se que os obesos apresentavam um racio de
pobreza-rendimento inferior. Esta associacao é coerente com a literatura
existente, que demonstra uma maior prevaléncia de obesidade em contextos
socioeconomicos desfavoraveis, possivelmente relacionada com menor acesso a

alimentos saudaveis. (47> 48)

2. Enquadramento na literatura cientifica

Embora ja tenham sido conduzidos diversos estudos com o objetivo de avaliar
os efeitos do consumo de proteina no risco de obesidade em criancas e
adolescentes, os trabalhos que avaliaram esta mesma relacao para AA individuais,

incluindo para os AAS, sao ainda limitados. Neste contexto, os resultados do
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presente trabalho estdao em consonancia com estudos prévios que também
evidenciam uma associacao entre o maior consumo de AAS e um risco elevado de
obesidade, tanto em idade pediatrica como em idade adulta. Esta evidéncia inclui
estudos pré-clinicos, estudos observacionais e ensaios clinicos.

Em estudos pré-clinicos, a restricao de AAS em roedores expostos a uma dieta
rica em gordura diminui o seu ganho de peso, melhora a sensibilidade a insulina,
e reduz a concentracao plasmatica de triglicerideos, apesar de um maior consumo
energético total.?? Estes efeitos parecem também ser extrapolaveis para
humanos, como evidenciado em estudos observacionais e ensaios clinicos.

Em idade pediatrica, uma coorte prospetiva realizada no ambito do The
Generation R Study demonstrou que uma maior ingestao de metionina aos 12
meses de idade, independentemente do aporte proteico total, associou-se a um
maior IMC, percentagem de massa gorda e proporcao de gordura androide/ginoide
aos 6 anos.“) De forma semelhante, um estudo observacional com 984 criancas
hispanicas (4-19 anos) que participaram no Viva La Familia Study verificou que
concentracoes plasmaticas elevadas de cisteina se associaram a um risco cinco
vezes superior de obesidade e duas vezes maior de resisténcia a insulina.®%

No que advém a idade adulta, em estudos observacionais, o consumo elevado
de AAS esta relacionado com o aumento do IMC e desenvolvimento de doencas
cardiometabdlicas. @ >1-33) Adicionalmente, um estudo transversal com 936
adultos de nacionalidade chinesa reportou uma associacao positiva entre a
ingestao total de AAS e parametros como IMC, perimetro da cintura, triglicerideos,
colesterol total, glicose e biomarcadores inflamatorios.® Mais importante,
ensaios clinicos de curta duracao evidenciaram diversos beneficios na restricao de

AAS relativamente ao peso e adiposidade corporal. (2225, 53) Especificamente, num
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ensaio clinico randomizado e duplamente cego com 60 adultos com excesso de
peso (8 semanas), uma dieta vegana suplementada com AA, mas isenta de AAS,
promoveu uma diminuicao significativa no peso corporal e diversos beneficios
metabolicos.?¥ Outro ensaio, com desenho semelhante, mas com uma duracao de
4 semanas, demonstrou efeitos similares em adultos expostos a uma restricao de
AAS.? Por Gltimo, um ensaio clinico em adultos destacou que a mesma restricao
induz a perda rapida de massa gorda sem comprometer o apetite, melhorando
simultaneamente a sensibilidade a insulina, sugerindo que esta dieta representa
uma estratégia promissora para o controlo de peso a longo prazo, pois modula o
metabolismo lipidico e a homeostase glicémica.?)

A especificidade da relacao entre a ingestao alimentar de AA e o risco de
obesidade para os AAS evidenciada no presente trabalho, é consistente com um
estudo recente que recorreu a métodos computacionais avancados para analisar
as associacoes entre AA individuais e o risco de obesidade. Nesta analise,
identificou-se que a metionina, juntamente com a glicina, foram os Unicos AA que
apresentaram associacOes estatisticamente significativas com o risco de
obesidade.®¥ Em suma, a evidéncia disponivel até a data sugere uma particular
relevancia dos AAS na modulacdo do risco de obesidade e complicacoes
metabdlicas, incluindo em fases precoces do desenvolvimento humano.(3)
Contudo, é relevante assinalar que nem todas as evidéncias sdao consistentes. Um
trabalho transversal realizado com 780 criancas iranianas de seis anos nao
encontrou uma associacao significativa entre ingestao de AAS e os z-scores de
peso, estatura ou IMC.® Estas divergéncias podem dever-se a variacdes no
desenho do estudo, nas caracteristicas populacionais ou nos métodos de avaliacao

da ingestao alimentar.
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Potenciais mecanismos biolégicos

Os mecanismos biologicos inerentes a potencial relacao entre a ingestao de

AAS e o risco de obesidade em idade pediatrica ainda nao sao conhecidos.

Contudo, existem algumas hipdteses que devem ser consideradas. Segue-se o

conceito teodrico de cada uma das hipoteses:

a.

Efeitos de uma ingestao restrita de AAS:

FGF21: Os beneficios associados ao baixo consumo de AAS poderao estar
associados ao aumento da producao hepatica de FGF21, uma hormona com
um papel relevante na regulacao da homeostase da glicose, do metabolismo
energético e oxidativo. O FGF21 contribui para melhorias ao nivel da
sensibilidade a insulina, triglicerideos plasmaticos, estimulacao da
termogénese no tecido adiposo branco, bem como para um aumento da
oxidacao lipidica.®*® Apoiando esta hipdtese, estudos em ratinhos
demonstram que a inativacao do gene do FGF21 mitiga os beneficios da

restricao de AAS no peso corporal. 2! 57)

Efeitos de uma ingestdao excessiva de AAS (Figura 3):

Stress Oxidativo e Metilacado do ADN: Na via de metabolizacao da
metionina geram-se S-adenosil-L-metionina, homocisteina, cisteina,
glutationa e taurina. Evidéncia prévia sugere que desequilibrios no estado
redox, caracterizados por niveis elevados de homocisteina e reduzidos
glutationa (antioxidante celular), promovem o desenvolvimento de
inflamacao crénica e de resisténcia a insulina que induzem a acumulacao

de tecido adiposo. Paralelamente, a S-adenosil-L-metionina, um
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importante dador de grupos metil, quando presente em excesso, pode
alterar o metabolismo epigenético e celular, causando inflamacao e
promovendo a adipogénese.?8 29 49, 59, 60) Embora alguns estudos
observacionais transversais e experimentais apoiem este mecanismo, a
evidéncia em populacdes pediatricas ainda € limitada, sendo necessarios
estudos longitudinais e ensaios clinicos neste grupo etario para esclarecer
potencias relacoes causais.

Ativacado cronica do mTORC1: O mecanismo subjacente a esta hipotese
pressupoe que haja a ativacao do mTORC1 por vias mediadas pela ingestao
energética, fatores de crescimento como o IGF-1, e nutrientes como os AAS,
particularmente através da modulacao da S-adenosil-L-metionina. A via do
mTORC1, quando ativada de forma cronica, promove, entre varios
processos, o0 crescimento celular e sintese proteica e lipidica.
Consequentemente, existe uma promocao da lipogénese hepatica, da
resisténcia a leptina, da inibicao da lipdlise e da inflamacao, contribuindo
para um ambiente metabolico obesogénico. Ultimamente, o ambiente
produzido pela ativacao crénica do mTORC1 induz o desenvolvimento de
resisténcia a insulina e diabetes mellitus tipo 2 em fases posteriores da
vida.(30: 1) A implicacao direta dos AAS na ativacao do mTORC1 apenas foi
estabelecida em estudos pré-clinicos com modelos celulares e animais.
Como tal, a evidéncia em idade pediatrica é ainda escassa e carece de
validacao.

Disbiose Intestinal e Inflamagao Sistémica: A composicao e diversidade da
microbiota intestinal influenciam o metabolismo energético, a resposta

inflamatodria e a adipogénese. Por sua vez, a metabolizacao dos AAS pela
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microbiota gera sulfeto de hidrogénio que, quando em excesso, pode
comprometer a barreira intestinal, facilitando a translocacao de
endotoxinas como os lipopolissacarideos e, assim, promover uma
inflamacao sistémica de baixo grau que se encontra associada a
obesidade. (" Este mecanismo tem sido documentado em modelos celulares
e estudos em adultos, mas também permanece pouco explorado em idade
pediatrica.

1 Niveis de homocisteina

1 Niveis de GSH

1 Niveis de SAM

1 Inflamagéo
% ADN metiltransferases

1 Resisténcia a leptina
1t Fome

J Captagdo de glicose
1 Lipogénese

1 Glicose
t Acidos Gordos livres

1 Gliconeogénese
1 Produgéo de VLDL

T Produgéo de H.S
t Libertagdo de LPS
1 Inflamacdo

Insulina

Captacédo de glicose
Hipertrofia muscular
Sintese proteica

- = = -

4 Barreira intestinal Metabolismo oxidativo

1 Captagéo de glicose

1 Adipogénese (1TG)

1 Lipdlise

1 Citocinas pro-inflamatorias

1 Secregdo de insulina
1 Apoptose das células B

Figura 3. Hipoteses de mecanismos biologicos explicativos da associacao entre

uma ingestao excessiva de AAS e o risco de obesidade.
ADN: Acido Desoxirribonucleico; GSH: Glutationa; H,S: Sulfeto de Hidrogénio; LPS: Lipopolissacarideos; SAM:

S-adenosil-L-metionina; TG: Triglicerideos; VLDL: Lipoproteina de Muito Baixa Densidade. [Adaptado de:
Barbosa, P. 2021; Laplante, M. 2012; Zhang, S. 2022]
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4. Relevancia clinica e aplicabilidade pratica

Os valores de ingestao de AAS observados neste estudo, tanto em termos
absolutos como na sua densidade relativa a proteina, sao superiores as
necessidades estimadas para as criancas e adolescentes pela WHO/FAO/UNU.
Relativamente a sua densidade relativa a proteina, verificou-se que, mesmo no
quintil mais baixo de ingestao de AAS, a mediana foi de 33,2 mg de AAS/g proteina,
aumentando progressivamente nos quintis superiores. Isto corresponde a mais 10
mg de AAS/g proteina comparativamente os padroes minimos de qualidade da
proteina estimados pela WHO/FAO/UNU (23 mg de AAS/g de proteina). Estes
resultados estao em consonancia com estudos prévios que tém documentado um
consumo de AAS claramente superior as recomendacoes, sobretudo em contextos
com um padrao alimentar ocidental de que é exemplo o desta populacao. ('3 17-19)
Estes dados introduzem a possibilidade de que a reducao do consumo de AAS nas
criancas e adolescentes para niveis mais proximos das suas necessidades poderia
ser uma estratégia nutricional promissora para o combate a obesidade infantil.
Deste modo, torna-se particularmente relevante investigar e monitorizar a
ingestao quer de proteina, quer de AAS na populacao pediatrica, dada a crescente
evidéncia que associa o consumo de AAS ao desenvolvimento de doencas cronicas.

Os AAS estao em maior quantidade e concentracao em alimentos de origem
animal comparativamente a alimentos de origem vegetal. Por exemplo, alimentos
como o0s ovos (-65 mg/g) e o atum (-40 mg/g) apresentam teores
substancialmente densidades mais elevadas de AAS quando comparados com
alternativas de origem vegetal, como as lentilhas (~22 mg/g) e o tofu (~15
mg/g).®2 Como tal, em termos praticos, uma dieta baixa em AAS corresponde a

um padrao alimentar baseado em produtos de origem vegetal, como € o caso das
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dietas veganas. Dado o menor teor de AAS deste tipo de dietas, alguns autores
sugeriram que os beneficios metabolicos atribuidos as dietas veganas(?4 63, 64
poderao dever-se, pelo menos em parte, a baixa concentracao de AAS nos
alimentos de origem vegetal. (20; 63)

Apesar de as dietas baixas em AAS estarem associadas a efeitos benéficos na
prevencao do risco de obesidade, estudos em ratinhos e observacionais indicam
que um consumo baixo de AAS pode afetar negativamente o crescimento 6sseo. 22
%) Similarmente, varias meta-analises publicadas nos ultimos anos evidenciaram
que as dietas veganas, que possuem um conteldo naturalmente baixo em AAS,
estao associadas a uma menor estatura, pior salde 6ssea e a um aumento de risco
de fraturas.®’70 Do ponto de vista mecanistico, tal podera ser mediado pelos
papéis fundamentais da metionina e cisteina no crescimento linear e na
remodelacao ossea,®® 7") pelo que a sua restricao podera comprometer a estatura
final e aumentar o risco de fraturas, através de alteracoes na sintese/degradacao
de colagénio tipo | e na sinalizacdo do eixo IGF-1.(20,67.72:74) Como tal, a sua adocao
em idade pediatrica levanta algumas preocupacdes quanto ao impacto no
crescimento e desenvolvimento infantil, podendo existir um trade-off bioldgico
entre efeitos positivos na adiposidade e uma inadequacao nutricional para

otimizar o crescimento linear.

5. Forcas e limitacdes do estudo

Este estudo carece de algumas limitacdes metodologicas que devem ser
consideradas na interpretacao dos resultados como: (1) a utilizacao de um Unico
questionario as 24 horas anteriores para avaliar a ingestao alimentar dos

participantes, sujeito a viés de memoria, sub/sobrestimacao do consumo e
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limitacoes na observacao de padroes alimentares habituais, dada a recolha
pontual deste; e (2) o desenho transversal que impede o estabelecimento de
causalidade, uma vez que nao avalia a temporalidade entre a exposicao e o
outcome. Ainda assim, este tipo de desenho permite identificar associacoes
relevantes e gerar hipoteses para investigacoes futuras. Para mitigar estas
limitacoes, este trabalho fortaleceu a validade interna dos seus resultados ao
fazer ajustes para multiplos fatores de confundimento e ao excluir participantes
com dados omissos nas variaveis de exposicao e de outcome. A analise da ingestao
dos AAS enquanto variavel continua e categorizada (em quintis) reforca também
a robustez dos resultados obtidos.

Nao obstante as limitacoes mencionadas anteriormente, o NHANES Ill constitui
uma fonte de dados epidemioldgicos, com varias vantagens: (1) apresenta uma
amostra representativa da populacao americana nao institucionalizada com um
tamanho amostral robusto e uma ampla distribuicao etaria; e (2) existéncia de
uma recolha padronizada e rigorosa de dados sociodemograficos, nutricionais e
antropométricos. O seu contributo para o desenvolvimento de politicas de saude
publica é inegavel, nomeadamente na criacao das curvas de crescimento da CDC,
amplamente utilizadas pelos profissionais de salde.

Importa ainda considerar que os padroes alimentares da populacao americana
(caracterizados por uma dieta ocidental, rica em alimentos processados, acucares
refinados, gorduras saturadas e proteinas animais) contrastam com a dieta
mediterranica (caracterizada por consumo de produtos frescos e sazonais,
minimamente processados, rica em gorduras insaturadas, pescado e alimentos de
origem vegetal) predominante em Portugal. Estas diferencas podem comprometer

a validade externa deste estudo, pois (1) alguns componentes da dieta
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mediterranica como os antioxidantes podem modular o metabolismo de forma
protetora; e (2) algumas interacoes sinérgicas entre nutrientes estao diminuidas
na dieta ocidental. Assim, embora as associacOes identificadas sejam validas para
a populacao estudada, a sua aplicabilidade em contextos com a dieta
mediterranica exige uma confirmacao através de estudos nacionais e uma reserva

na interpretacao dos resultados obtidos.

6. Direcées futuras de investigacao

De forma a consolidar os resultados aqui apresentados, sao necessarios estudos
longitudinais que permitam estabelecer uma relacao de causalidade entre a
ingestao de AAS e o risco de obesidade em idade pediatrica, avaliando também
potenciais efeitos a longo prazo sobre o crescimento e a saude metabodlica. Em
particular, ensaios clinicos randomizados serao importantes para avaliar a eficacia
e seguranca de intervencbes alimentares com diferentes perfis de AA,
previamente identificadas como promissoras em estudos observacionais.
Adicionalmente, sao necessarios estudos que elucidem as vias especificas
envolvidas nesta associacao. Estes dados serao fundamentais para implementar
futuras politicas nutricionais e estratégias de prevencao da obesidade com base

em evidéncia mais robusta.

7. Conclusao

O presente estudo evidenciou uma associacao entre uma maior ingestao de
AAS, tanto de forma absoluta como agrupada por quintis, e um risco elevado de
obesidade em criancas e adolescentes que participaram no NHANES IIl. Este

trabalho contribui para uma perspetiva emergente na abordagem nutricional da
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obesidade infantil, sugerindo que nao apenas a quantidade total de proteina na
dieta, mas também o seu perfil em AA, particularmente o teor de AAS, pode
influenciar o risco de obesidade. Futuros estudos longitudinais sao necessarios
para confirmar estas associacoes, explorar os mecanismos biologicos subjacentes
e avaliar o impacto da modulacao do consumo de AAS em estratégias de prevencao

e tratamento da obesidade pediatrica.
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Anexo A - Caracteristicas sociodemograficas da popula¢ao (analise ponderada e univariada).

Caracteristicas Obesidade
Total N3ao obesos Obesos p-value
n (%) 88,9 (0,9) 11,1 (0,9)
Sexo, % (EP)
Homens 50,6 (1,7) 50,2(1,8) 53,8(4.2) 0,432
Mulheres 49,4 (1,7) 49,8 (1,8) 46,2 (4,2)
Idade, % (EP)
8-11 anos 45,5(1,2) 45,3(1,4) 47,7(4,6) 0,658'
12-16 anos 54,5 (1,2) 54,7 (1,4) 52,3 (4,6)
Raca/Etnia, % (EP)
Brancos n3o hispanicos 66,9 (2,1) 67,4 (2,1) 63,2 (3,5)
Negros ndo hispanicos 15,4 (1,2) 14,9 (1,2) 19,0(2,3) 0,016'
Mexicanos-Americanos 8,4(1,1) 7,9(1,1) 11,8 (1,6)
Outros 9,4(1,4) 9,8(1,5) 6,0 (2,0)
Estado Socioeconémico, mediana (P25-P75)
Récio de pobreza-rendimento 2,1(1,1;3,2) 2,1(1,2;3,2) 1,9(1,0;2,7) 0,0033
Atividade Fisica, % (EP)
Ativo fisicamente 36,6 (1,5) 36,1 (1,6) 40,5 (4,5) 0,351"
Inativo fisicamente 63,4 (1,5) 63,9 (1,6) 59,5 (4,5)
Sedentarismo, % (EP)
Sedentério 41,3 (1,2) 40,4 (1,3) 48,4 (3,1) 0,013"
N3o sedentario 58,7 (1,2) 59,6 (1,3) 51,6 (3,1)
Escala de Tanner, % (EP)
Estadio 1 24,2 (1,3) 23,5(1,3) 30,6 (3,8)
Estadio 2 19,8 (1,0) 20,0 (1,0) 18,4 (3,3)
Estadio 3 15,8 (0,9) 15,8 (0,9) 15,7 (3,1) 0,407
Estadio 4 17,0 (1,0) 17,1(1,1) 15,8 (3,0)
Estadio 5 23,2 (1,5) 23,7 (1,6) 19,5(3,3)
Altura parental (cm), média (EP)
Altura da mae 163,2 (0,3) 163,1(0,3) 163,8 (0,8) 0,398
Altura do pai 177,0(0,3) 177,0(0,4) 177,6 (0,8) 0,4132

Teste do Qui-Quadrado; *Teste t de Student para amostras independentes; 3Teste de Wilcoxon.



Anexo B - Caracteristicas da ingestao alimentar da popula¢ao (analise ponderada e univariada).

Ingestdo alimentar — Obesidade
Total Nao obesos Obesos p-value
Ingestdo de macronutrientes, mediana (P25-P75)

Energia (kcal/dia) 2.040 (1.558; 2.697) 2.074 (1.568; 2.709) 1.841 (1.388; 2.604) 0,006
Hidratos de carbono (g/dia) 267,2 (201,5; 356,6) 270,6 (206,3; 359,1) 232,8 (179,9; 322,5) 0,0022
Gordura (g/dia) 77,9 (53,2; 107,7) 78,3 (54,0; 108,6) 69,2 (47,7; 104,2) 0,0642
Proteina (g/dia) 69,9 (50,6; 93,9) 70,0 (51,2; 93,5) 69,4 (48,0; 96,0) 0,5812
Proteina animal (g/dia) 47,1 (31,5; 67,0) 47,0 (31,5; 66,0) 47,9 (31,1; 70,6) 0,340?
Proteina vegetal (g/dia) 20,8 (14,6; 29,4) 21,1 (14,6; 30,0) 18,1 (13,9; 24,1) 0,001
Récio proteina animal/vegetal 2,2 (1,4;3,4) 2,2(1,4;3,3) 2,7 (1,7; 4,0) <0,0012

Ingestdo de Aminodacidos (ajustado ao consumo proteico) (g/dia), média (EP)
Sulfurados 2,66 (0,00) 2,66 (0,00) 2,71 (0,01) <0,001'
Cadeira ramificada 13,64 (0,02) 13,64 (0,02) 13,68 (0,08) 0,659
Aromaticos 7,16 (0,01) 7,16 (0,02) 7,11 (0,05) 0,321
Hidroxilados 6,51 (0,01) 6,51 (0,01) 6,52 (0,02) 0,731
Acidicos 22,08 (0,06) 22,11 (0,06) 21,80 (0,12) 0,028'
Basicos 11,55 (0,03) 11,52 (0,04) 11,76 (0,06) 0,001’
Outros 12,09 (0,03) 12,10 (0,03) 12,02 (0,04) 0,100
Healthy Eating Index, média (EP) 62,02 (0,39) 62,18 (0,39) 60,77 (0,96) 0,144

'"Teste t de Student para amostras independentes; 2Teste de Wilcoxon.



Anexo C - Caracteristicas da ingestao alimentar da populacao dividida em quintis de consumo de AAS.

Ingestdo de Aminodcidos Sulfurados em quintis (ajustada ao consumo proteico)
Ingestdo alimentar

Trend
Q1 Q2 Q3 Q4 Q5

Ingestdo de Aminoacidos Sulfurados (g/dia), mediana (minimo e
méximo)’ 2,43 (1,17 - 2,55) 2,59 (2,55 -2,63) 2,66 (2,63 —2,69) 2,73 (2,69 —2,78) 2,90 (2,78 — 3,50) <0,001

Réacio Aminoacidos Sulfurados/Proteina (mg/g), mediana (P25-
p75) 33,2 (32,0; 34,1) 34,7 (34,0; 35,1) 35,6 (35,1; 35,8) 36,7 (36,4; 37,0) 38,6 (37,8; 39,3) <0,001

"Método dos Residuos.
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Anexo D - Associacdo entre o consumo de AAS (g/dia) e o risco de obesidade, apos o ajuste para diferentes covariaveis.

Aminoacidos Sulfurados (g/dia)? OR (IC 95%) p
Obesidade
Sem ajustes? —eo— 4,93 (2,34;10,4) <0,001
Modelo 1b —eo— 4,10 (1,86; 9,02) <0,001
Modelo 2¢ —eo— 4,21 (1,95, 9,10) <0,001
Modelo 3¢ © —e— 4,42 (2,12;9,22) <0,001
1 ; 1
0.1 1 10

Odds Ratio (IC 95%)

OR, odds ratio; IC 95%: intervalo de confianca a 95%.

2Sem ajustes: ajustado a proteina.

bModelo 1: ajustado para a idade (variavel categorica), sexo (variavel categorica), raca/etnia (variavel categorica), racio de pobreza-rendimento, ingestao total de energia
e ingestao total de proteina.

‘Modelo 2: ajustado para as covariaveis do Modelo 1 e ainda para o desenvolvimento pubertario (variavel categoérica), atividade fisica (variavel categorica), sedentarismo
(variavel categorica), altura da mae e altura do pai.

dModelo 3: ajustado para as covariaveis do Modelo 2 e ainda para a ingestdao de aminoacidos de cadeia ramificada, aromaticos, hidroxilados, acidos, basicos e outros AA.



Anexo E - Associacdo entre o consumo de AAS (divididos em quintis) e o risco de obesidade em criangas e adolescentes.

Ingestdo de Aminodacidos Sulfurados (ajustada ao consumo proteico) em quintis

Obesidade Ql Q2 Q3 Q4 Q5 Q2-Q5
Trend
OR (IC 95%) P OR (IC 95%) P OR (IC 95%) P OR (IC 95%) P OR (IC 95%) P

. 1,55 (0,83;

Sem ajustes? Ref. 2,89) 0,166 1,47 (0,75; 2,89) 0,256 2,23 (1,40; 3,55) 0,001 2,20 (1,34;3,61) 0,003 1,85 (1,13; 3,04) 0,015 <0,001
1,40 (0,76;

Modelo 1° Ref. 2,58) 0,279 1,36 (0,70; 2,62) 0,353 2,04 (1,28; 3,25) 0,003 1,89 (1,15; 3,12) 0,014 1,66 (1,02; 2,72) 0,044 <0,001
1,41 (0,77;

Modelo 2¢ Ref. 2,60) 0,263 1,39 (0,72;2,67) 0,325 2,07 (1,31; 3,27) 0,002 1,93 (1,17; 3,18) 0,011 1,69 (1,04; 2,75) 0,037 <0,001
1,43 (0,79;

Modelo 3¢ Ref. 2,60) 0,236 1,39 (0,75; 2,58) 0,285 2,06 (1,36; 3,12) <0,001 1,94 (1,18; 3,16) 0,010 1,68 (1,06; 2,66) 0,029 <0,001

OR, odds ratio; IC 95%: intervalo de confianca a 95%.

2Sem ajustes: ajustado a proteina.
bModelo 1: ajustado para a idade (variavel categorica), sexo (variavel categorica), raca/etnia (variavel categorica), racio de pobreza-rendimento, ingestdo total de energia
e ingestao total de proteina.

“Modelo 2: ajustado para as covariaveis do Modelo 1 e ainda para o desenvolvimento pubertario (variavel categodrica), atividade fisica (variavel categdrica), sedentarismo

(variavel categorica), altura da mae e altura do pai.

dModelo 3: ajustado para as covariaveis do Modelo 2 e ainda para a ingestao de aminoacidos de cadeia ramificada, aromaticos, hidroxilados, acidos, basicos e outros AA.
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Anexo F - Associacdo entre o consumo das restantes categorias de AA (g/dia) e o risco de obesidade em criancas e

adolescentes, apos o ajuste para diferentes covariaveis.

Categorias de Aminoacidos Obesidade

OR (IC 95%) p

AA de cadeia ramificada?

Sem ajustes? |_H 1,06 (0,83; 1,34) 0,655
Modelo 3° |—'.—| 1,08 (0,65; 1,80) 0,761

AA aromaticos? :
Sem ajustes® I—.—‘—| 0,79 (0,48; 1,30) 0,343
Modelo 3° I > | 0,77 (0,29;2,09) 0,606

AA hidroxilados?

Sem ajustes? —eo— 1,08 (0,69; 1,69) 0,730
Modelo 3b —e— 0,99 (0,49;2,01) 0,991
AA acidos? :
Sem ajustes? IQI: 0,88 (0,79; 0,98) 0,024
Modelo 3b I-Q-{ 1,10 (0,95; 1,28) 0,213
AA basicos®
Sem ajustes? - 1,35(1,14;1,60) <0,001
Modelo 3° }-H 1,16 (0,93;1,45) 0,187
Outros AA?
Sem ajustes? I-Q—I 0,84 (0,70; 1,01) 0,062
Modelo 3° |—0—| 0,88 (0,72; 1,08) 0,207
L ] L) L] 1
025 0.5 1 2 4

0Odds Ratio (IC 95%)
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OR, odds ratio; IC 95%: intervalo de confianca a 95%.

2Sem ajustes: ajustado a proteina.

bModelo 3: ajustado para a idade (variavel categorica), sexo (variavel categérica), raca/etnia (variavel categorica), racio de pobreza-rendimento, ingestdo total de energia,
ingestao total de proteina, desenvolvimento pubertario (variavel categorica), atividade fisica (variavel categorica), sedentarismo (variavel categorica), altura da mae e altura

do pai e ingestdao de aminoacidos de cadeia ramificada, aromaticos, hidroxilados, acidos, basicos e outros AA.
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Anexo G - Analise de sensibilidade: Associacdo entre o consumo de AAS (g/dia) e o risco de obesidade, apds o ajuste para

covariaveis adicionais.

Aminoacidos Sulfurados (g/dia)? OR (IC 95%) p
Obesidade
Sem ajustes? - e 4,93 (2,34; 10,4) <0,001
Modelo 3° D —e—1  482(212;9,22) <0,001
Modelo 4¢ L ey 513(244;108) <0,001
I ; ||
0.1 1 10
Odds Ratio (1C 95%)

OR, odds ratio; IC 95%: intervalo de confianca a 95%.

2Sem ajustes: ajustado a proteina.

bModelo 3: ajustado para a idade (variavel categorica), sexo (variavel categorica), raca/etnia (variavel categorica), racio de pobreza-rendimento, ingestéo total de energia,
ingestao total de proteina, desenvolvimento pubertario (variavel categorica), atividade fisica (variavel categorica), sedentarismo (variavel categorica), altura da méae e altura
do pai e ingestao de aminoacidos de cadeia ramificada, aromaticos, hidroxilados, acidos, basicos e outros AA.

“Modelo 4: ajustado para as covariaveis do Modelo 3 e ainda para o racio de proteina animal/vegetal, ingestao de hidratos de carbono, ingestao de gordura e score do Healthy

Eating Index.
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