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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi investigar a associacdo entre mediadores
inflamatoérios (M), dislipidémicos, indice de massa corporal (IMC) e nivel de
atividade fisica em criancas de 10 anos de idade. Foram avaliadas 94 criancas,
distribuidas nos grupos eutroficas (n = 19 meninas; n = 17 meninos); com sobrepeso
(n = 18 meninas; n = 16 meninos) e obesidade (n = 13 meninas; n = 11 meninos).
Massa corporal (kg), estatura (cm) e dobras cutaneas (mm) foram mensuradas para
calculo do IMC e % de gordura, respectivamente. Amostras de sangue foram
coletadas apos jejum de 12 a 14 h para dosagem da glicemia, triglicerideos, HDL-c e
IL-6, TNF- a e CCL-2. O nivel de atividade fisica foi calculado pela média de
passos/dia em sete dias consecutivos mensurados por pedémetro. A normalidade
dos dados foi checada pelo teste Shapiro-Wilk e ANOVA one way com post-hoc de
Tukey para comparagfes mdltiplas entre grupos. Associagdes entre marcadores
inflamatérios, IMC e nivel de atividade fisica foram testadas pela correlacdo de
Pearson. O intervalo de confianca (IC) foi de 95% e nivel de significancia a < 5%. IL-
6, TNF- a e CCL-2 apresentaram correlacdo negativa moderada com HDL-c log (r = -
0,486, r = - 0,470, r = - 0,428; p < 0,05, respectivamente) e correlacdo positiva
moderada com triglicerideos-log (r = 0,568, r = 0,543, r = 0,530; p < 0,05,
respectivamente), IMC-log (r = 0,686, r = 0,662, r = 0,608, p < 0,05,
respectivamente) e % de gordura (r = 0,620, r = 0,593, r = 0,592; p < 0,05,
respectivamente). Os MI ndo apresentaram correlacdo com o niumero de passos/dia
(IL-6, r = 0,084; TNF- a, r = 0,090; CCL-2, r =0,086; p > 0,05). IL-6, TNF—a, CCL-2 e
triglicerideos-log foram maiores (p < 0,05) entre criancas obesas em relacdo as
eutroficas, mas ndo em relacdo aquelas com sobrepeso (p > 0,05). HDL-c log foi
maior entre criancas eutroficas em relacdo aquelas com sobrepeso e obesidade
(45,5 mg/dL vs. 40 mg/dL vs. 36 mg/dL, p < 0,05, respectivamente). A classificacao
do IMC parece nao interferir o nivel de atividade fisica, mas sobrepeso e obesidade
desencadeiam respostas inflamatérias de criancas de 10 anos de idade e sinaliza o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares como diabetes, aterosclerose,

hipertensao arterial sistémica e infarto agudo do miocérdio.



Palavras-chave: Crianca. Mediadores inflamatorios. Nivel de atividade fisica. Massa

corporal.



ABSTRACT

The purpose of this study was to investigate association among inflammatory
markers, dyslipidemic, body mass index (BMI) and physical activity level in children
of 10 years age. It was evaluated 94 children, being n = 19 girls and 17 boys
eutrophic, n = 18 girls and 16 boys overweight and n = 13 girls and 11 boys obese.
Body mass (kg), height (cm) and skinfolds (mm) were measured to calculate BMI and
body fat%, respectively. Blood samples were collected after 12 to 14 hours of fasting
for measurement of glucose, triglycerides, HDL-c log and inflammation markers (IM)
IL-6, TNF-a and CCL-2. The physical activity level was calculated by steps/day
average in 7 consecutive days measured by pedometer. The normality of the data
was checked by Shapiro-Wilk test and one-way ANOVA with post-hoc Tukey's for
multiple comparisons among groups. Associations among inflammatory markers, BMI
and physical activity were tested by Pearson correlation. The confidence interval (Cl)
was 95% and significance level of a < 5%. IL-6, TNF-a and CCL-2 showed moderate
negative correlation with HDL-c log (r = - 0.486, r = -0.470, r = - 0.428, p <0.05,
respectively) and moderate positive correlation with triglyceride-log (r = 0.568, r =
0.543, r = 0.530, p <0.05, respectively), IMC-log (r = 0.686, r = 0.662, r = 0.608, p
<0.05, respectively) and % fat (r = 0.620, r = 0.593, r = 0.592, p <0.05, respectively).
The IM did not correlate with the steps / day number (IL-6, r = 0.084, TNF-q, r =
0.090, CCL-2, r = 0.086, p> 0.05). IL-6, TNF-a, CCL-2 and log-triglycerides were
higher (p <0.05) in obese children compared to eutrophic, but not those related to
overweight (p> 0.05). HDL-c-log was higher among eutrophic children related to
overweight and obese (45.5 mg / dL vs. 40 mg / dL vs. 36 mg / dL, p <0.05,
respectively). BMI classification seems not to interfere the physical activity level, but
overweight and obesity trigger inflammation responses in children of 10 years age
and signals the development of cardiovascular diseases such as diabetes,
atherosclerosis, hypertension and acute myocardial infarction.

Keywords: Child. Inflammatory markers. Physical activity level. Body mass.



LISTA DE FIGURAS

Figural-  Concentracdo de HDL-c (A), triglicerideos (B) e glicose (C) por
classificacdo de IMC em criancas de 10 anos de idade, Uberaba, MG, 2013....
Figura 2 -  Numero de passos/dia por classificacdo de IMC em criancas de
10 anos de idade, Uberaba, MG, 2013.........ccoouiiiiiiiieiieeeeeeeeee e
Figura3 -  Expressdo em numero de vezes de IL-6 (A), TNF-a (B) e CCL-2
(C) em relacdo ao gene controle beta-actina por classificacdo de IMC em
criancas de 10 anos de idade, Uberaba, MG, 2013...........ccceeeeeeiiiiiiniieeeeneiiiinnnn,

36

37



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Equagfes para estimativa da composi¢do corporal pelo somatorio
das dobras cutaneas tricipital e subescapular, etnia e sexo............cccceeeeeeeeenn..
Tabela 2 — SeqUENCIa dOS PrIMEIS.......uuuuiiiiiiiiie e e e
Tabela 3 - Medidas antropométricas e composicao corporal estratificadas de
acordo com o IMC em criangcas de 10 anos de idade, Uberaba, MG,

Tabela 4 - Correlacéo entre marcadores inflamatorios, triglicerideos-log, HDL-
¢ log, antropometria, composi¢do corporal e nivel de atividade fisica em
criancas de 10 anos de idade, Uberaba, MG, 2013.........cccccceiviiiiiiieeiiieeeeeeeeee,

Tabela 5 - Correlacdo entre glicemia, triglicerideos-log e HDL-c log com o
namero de passos/dia, antropometria e % de gordura em criancas de 10
anos de idade, Uberaba, MG, 2013.......ccouuiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e

29
31

35

40



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

BQI - Avaliacéo bioquimica

DCB - Dobras cutaneas bicipital

DIC - Doencas inflamatdrias cronicas

DCNT -  Doengas cronicas ndo transmissiveis
DCSe - Dobras cutaneas subescapular

DCSi - Dobras cutaneas supra-iliaca

DCT - Dobras cutaneas tricipital

GLUT-4 -  Proteina transportadora de glicose
HDL-c - Lipoproteinas de alta densidade

ICBG - Inflamacéo crénica de baixo grau

IL-4 - Interleucina 4

IL-6 - Interleucina 6

IL-10 - Interleucina 10

IL- 13 - Interleucina 13

Ml - Mediadores inflamatorios

IMC - indice de massa corporal

LDL - Lipoproteinas de baixa densidade

LPL - Lipoproteina lipase

CCL-2 - Chemokine (C-C motif) ligand 2 (MCP-1- Monocyte chemotactic
protein-1)

mL - Mililitro

PG/mL - Picograma por mililitro

% GC - Percentual de gordura

PBS - Tampao fosfato salino

PCR - Polymerase Chain Reaction (Reacdo em cadeia de polimerase)
TNF-a - Fator de necrose tumoral alfa

uL - Microlitro

VLDL - Lipoproteinas de muito baixa densidade

%2 - Qui-quadrado



SUMARIO

L INTRODUGAO ...ttt 15
1.2 OBJIETIVOS ..ottt ettt ettt ettt et eeae e e 16
1.2.1 ODBJELIVO GEIAI....iiiiiiiieeiieiie et e e e e e e e eeeeees 16
1.2.2 Objetivos ESPECITICOS ..uuuriiiiiiiiiiiieeece e 16
2 REFERENCIAL TEORICO.......coiiiieeiecieceee e ee e ee e e ettt ae e, 17
2.1 OBESIDADE, UMA DOENGA INFLAMATORIA ........ccovoiieieieeecece e, 17
2.1.1 Fator de Necrose Tumoral -a (TNF-a ) ..., 19
2.1.2 Interleucina = 6 (IL= 6 )u..ciiee e 20
2.1.3 Chemokine (C-C motif) ligand 2 (MCP-1- Monocyte chemotactic

P OTEINM=L) .. 23
2.2 MEDIADORES INFLAMATORIOS E ATIVIDADE FiSICA .....ccccoecveeeeiae. 25
2.3 CLASSIFICACAO DA OBESIDADE ......c.coviiviiieeeeeieeeeee e ee e, 27
Y | =5 0] 510 1SR 29
3.1 CARACTERIZACAO DO ESTUDO E POPULACAO .....c.ccccveveeeeeeeeene, 29
3.2 PROCEDIMENTOS ... .ottt ettt sttt ettt 29
I N N g A oY o ToY 1 4 1= 1 - WSO 30
3.2.2 Coleta de sangue € armMazenNagem .........ccceevreruuuiiiiieeeeeeeeeeriniaeeeeeeeeeennnns 31
3.2.3 ANAlISE DIOQUIMICA. ....eiiiiiieiiiiiiieiee e 31
3.2.4 ANAlISE IMUNOIOGICA. ..eeiiieeeeiiiiiiiiiiee e 31
3.2.5 Nivel de atividade fiSICaA .........uceveiiiiiiieiieee e 32
3.3 ANALISE ESTATISTICA ..ot 33
A RESULTADOS. ...ttt ettt s e eeaeeae e 35
4.1 CARACTERISTICAS ANTROPOMETRICAS.......coeoiiieeeeeeeeeeeee e 35
4.2 COMPOSICAO CORPORAL.......ooveeeeeeeeeeeeeeeeeee e 35
4.3 VARIAVEIS BIOQUIMICAS.......cooieeeeeeeeeeeeeeeee et 35
4.4 NIVEL DE ATIVIDADE FISICA. ... .ooiiieeee et 38
4.5 VARIAVEIS IMUNOLOGICAS.........oviieeceeeeeee et 38
4.6 CORRELAGOES .......oci ettt 40

D DI SCUSSAD ..o 42

13



B CONCLUSODES ..o et 48

REFERENCIAS ...ttt ettt te et 49
ANEXO A — COMITE DE ETICA .. oo oiieeceeceeeeee ettt 67
ANEXO B — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO ........... 68
ANEXO C — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 2 ........ 69

ANEXO D — FICHA DE COLETA DE DADOS ......cooiiiiiiiiii e 70



15

1 INTRODUCAO

Obesidade € considerada doenca crbnica, de origem multifatorial, causada
por hiperplasia ou hipertrofia do tecido adiposo subcutaneo e visceral (AHUJA et al.,
2013) e esta associada ao risco elevado de comorbidades como diabetes e doencas
cardiovasculares (CABALLERO, 2007; MALIK et al., 2010) e alguns tipos de cancer
(SCHEEN et al., 2011; VONA-DAVIS;ROSE, 2012).

O tecido adiposo, além de armazenar e secretar acidos graxos, € um o6rgao
desencadeador de inflamacéo sistémica cronica de baixo grau (ICBG) (CALDER et
al., 2011). Nesse sentido, a obesidade modula respostas inflamatérias do sistema
imunologico com liberacdo de mediadores inflamatorios (M) do tipo pro-inflamatorio
e anti-inflamatério (CHIZZOLINI et al., 2009). Interleucina 6 (IL-6), fator de necrose
tumoral- a (TNF- a) e Chemokine (C-C motif) ligand 2 (CCL-2) (MCP-1- Monocyte
chemotactic protein-1) destacam-se como mediadores pro-inflamatérios presentes
na ICBG (DARVALL et al., 2007; CHIZZOLINI et al., 2009) e foram correlacionados
positivamente a gordura corporal (PARK et al., 2005; HUBER et al., 2008; POPKO
et al., 2010; PANEE, 2012).

Para o tratamento da obesidade infantil, um estilo de vida fisicamente ativo
contribui no controle da massa corporal como também na ICBG (BEN OUNIS et al.,
2010; CHAE et al., 2010). Dentre as alternativas de monitoramento de um estilo de
vida fisicamente ativo, o uso de peddmetro eletrénico tem sido ferramenta util e
confiavel para criancas e adolescentes (CLEMES;BIDDLE, 2013). Para alcancar os
beneficios da atividade fisica para saude de criancas de 7 a 12 anos, foi proposto o
ponto de corte de 13000 a 15000 passos/dia e 11000 a 12000 passos/dia para
meninos e meninas, respectivamente (TUDOR-LOCKE, CRAIG, AOYAGI, et al.,
2011). Até o nosso conhecimento, nenhum estudo apresentou associacao entre Ml e
namero de passos/dia em criancas de 10 anos, idade que corresponde a maior
prevaléncia de sobrepeso e obesidade para criancas e adolescentes (IBGE, 2004;
FERREIRA, 2006; ESPIN RIOS et al., 2013).

Apesar da obesidade se manifestar na vida adulta, é cada vez mais evidente

que seu desenvolvimento se inicie na infancia e adolescéncia (THOMPSON et al.,
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2007). Ademais, excesso de gordura corporal na infancia esta associado ao risco
aumentado de obesidade na vida adulta, bem como no desenvolvimento de outras
doencas inflamatdrias cronicas (SINAIKO, 2012). Estudos com criancas de 10 anos
de idade encontraram resultados contraditérios da associacdo entre massa corporal,
IL-6, TNF- a e CCL-2 (MAFFEIS et al., 2007; DIXON et al., 2009; KIM et al., 2010;
BRESLIN et al., 2012). Assim, outros estudos sao esperados no sentido de elucidar
associacdo entre MI e fatores modificaveis de vida, como glicemia, lipideos séricos,
massa e composicao corporal e nivel de atividade fisica. Esse entendimento torna-
se importante para que as medidas preventivas sejam encorajadas, na busca de um
estilo de vida mais saudavel e, consequentemente, reducdo dos agravos para a

saude publica.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Investigar associagdo entre marcadores inflamatorios, dislipidémicos, IMC e
nivel de atividade fisica em criancas de 10 anos de idade.

1.2.2 Objetivos Especificos

Investigar associacao entre mediadores inflamatérios (IL- 6, TNF- a e CCL-2),
dislipidémicos (triglicerideos e HDL-c), IMC e nivel de atividade fisica (nGmero de
passos/dia) em criancas de 10 anos de idade;

Comparar as concentracoes de glicose, variaveis dislipidémicas (triglicerideos
e HDL-c), e citocinas (IL- 6, TNF- a e CCL-2) e o nivel de atividade fisica entre

criangas eutroficas, com sobrepeso e obesidade.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 OBESIDADE, UMA DOENCA INFLAMATORIA

A obesidade € uma doenca crénica multifatorial e ocorre quando a quantidade
de calorias ingeridas supera o dispéndio caldrico, resultando no aumento da massa
corporal gorda (AHUJA et al., 2013). Segundo a World Health Organization (WHO,
2013), no mundo, cerca de 4,6 bilhdes de pessoas vivem em paises onde o nimero
de Obitos por sobrepeso e obesidade é maior que o0 numero de Obitos por
desnutricdo. Calcula-se que, em 2015, aproximadamente 700 milhdes de individuos
serdo obesos e 2,3 bilhdes terdo sobrepeso (WHO, 2010). No Brasil, essa doenca
gera seérios problemas de saude publica e elevado custo social (DUNCAN et al.,
2012).

Individuos obesos possuem risco aumentado de véarias outras doencas como
diabetes, aterosclerose, hipertensao arterial sistémica, infarto agudo do miocardio,
dislipidemia, angina no peito, dentre outras comorbidades (FRUHBECK et al., 2013).
E ainda, criangcas com obesidade, tendem a apresentar placas de gordura
precursoras da leséo aterosclerética na camada endotelial da aorta aos trés anos de
idade e nas coronarias durante a adolescéncia (FORD, 2003).

Embora ndo existam diagndsticos precisos, a inflamacdo tem papel
fundamental na fisiopatologia da obesidade (GERALDO;ALFENAS, 2008). Acredita-
se que o aumento do tecido adiposo branco leva a compressdo dos vasos
sanguineos locais e consequente elevacao da presséo arterial e reducdo do fluxo de
oxigénio. Esses eventos desencadeiam respostas inflamatoérias e formacéo de novos
vasos sanguineos (LEITE, L.D. et al., 2009). Estudo realizado com criangas com
sobrepeso/obesidade demonstrou que o tamanho dos adipécitos foi relacionado a
inflamacé&o e resisténcia a insulina (SBARBATI et al., 2006) sugerindo que quanto
mais cedo € o0 processo de instauracdo da obesidade mais grave serdo as
consequéncias biolégicas (MAFFEIS et al., 2007).

Durante o processo inflamatdrio, cascatas de reacdes do sistema imunolégico

liberam substancias conhecidas como MI, que sdo proteinas sinalizadoras de



18

processos biolégicos e executam multiplas fun¢des, incluindo intercomunicagdo com
células, 6rgaos e sistemas do organismo (VOLP et al., 2008). Ml estédo divididos em
pré-inflamatérios (aumentam o processo inflamatorio), por exemplo, IL-6, TNF- a e
CCL-2 e anti-inflamatérios (inibem o processo inflamatorio), por exemplo,
adiponectina, interleucina - 4 (IL-4), interleucina 10 (IL- 10) e interleucina 13 (1L-13)
(CHIZZOLINI et al., 2009). Na obesidade, muitos MI permanecem aumentados e
deflagram o estado de ICBG, podendo persistir por longo periodo de tempo (TAM,
CLEMENT, et al., 2010; CALDER et al., 2011).

A ICBG trouxe novo panorama no estudo da obesidade e tem sido associada
a distarbios metabdlicos do excesso de massa corporal (LEITE, L. D. et al., 2009;
SILVA et al., 2009) e outras doencas inflamatorias crénicas (ROCHA;LIBBY, 2009;
DONATH;SHOELSON, 2011). Apesar do conhecimento a respeito da associagao
entre ICBG e obesidade, muito do que se sabe, provém de estudos com individuos
adultos (CANCELLO;CLEMENT, 2006; TILG;MOSCHEN, 2008; CLEMENT;VIGNES,
2009; EDER et al., 2009; TAM, CLEMENT, et al., 2010; CHARLES et al., 2011,
PANEE, 2012).

Em criangas, estudos demonstraram que a obesidade est4 diretamente
relacionada com problemas de saude como resisténcia a insulina, diabetes tipo 2 e
ICBG (MAFFEIS et al., 2007; KIM et al., 2010; CODONER-FRANCH et al., 2011,
GARANTY-BOGACKA et al., 2011; ELSHORBAGY et al., 2012) E ainda, estudo
verificou que o excesso de massa corporal na infancia esta associado ao risco
aumentado de obesidade na vida adulta, bem como no desenvolvimento de outras
doencas inflamatérias (SINAIKO, 2012).

Apesar de causas monogénicas da obesidade poderem ocorrer, como, por
exemplo, uma mutacdo no gene ou receptor da leptina, evidéncias mostram que a
obesidade € uma doenca poligénica. Mai de 250 genes e regides cromossdmicas
estdo associados a obesidade (PERUSSE et al., 2001).

Ademais, fatores ambientais interagem com os genes envolvidos no processo
da obesidade, como, por exemplo, padrbes alimentares inadequados e baixo

dispéndio energético da populagcdo em geral, resultando em acumulo de calorias
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ingeridas ao final do dia e consequentemente aumento dos adipdcitos
(BASTERFIELD et al., 2012).

2.1.1 FATOR DE NECROSE TUMORAL ALFA - (TNF- a)

O TNF- a é uma citocina com propriedades pré-inflamatéria de acgéo
autocrina, paracrina e endocrina (RUAN;LODISH, 2003). E produzido pelo tecido
muscular, adiposo e linféide (COSTA;DUARTE, 2006) e, principalmente, por
monocitos e macréfagos em situacdes de respostas inflamatérias sistémicas de
reacfes metabdlicas da fase aguda (OUCHI et al., 2011). Quando liberado, o TNF- a
atua nas células endoteliais promovendo vasodilatacdo e estimulando a secrecdo de
outras citocinas com acdo quimiotaxica nos neutréfilos e mondcitos para locais de
inflamacédo (ABBAS et al., 2007). Em acdo com a IL-6 e IL-1, esses mediadores,
desencadeiam as primeiras respostas inflamatorias (FERNANDES et al., 2011).

No tecido adiposo branco, o TNF- a tem papel fundamental na formagéo da
gordura, por estimular a reducéo da atividade enzimatica da lipoproteina lipase (LPL)
e acetil-coenzima, assim como estimular a lipolise (NICKLAS et al., 2005). A
concentragdo de TNF- a correlacionou positivamente com o excesso de tecido
adiposo subcuténeo e visceral em individuos obesos (NICKLAS et al., 2005; EDER
et al., 2009; SOBTI et al., 2012).

Outros problemas a saude ocorrem em decorréncia da elevada concentracao
de TNF- a, por exemplo, inibicdo da proteina transportadora de glicose (GLUT- 4),
resultando na resisténcia insulinica e consequente aumento da glicemia sanguinea
(WINKLER et al., 2003), elevada expressao de moléculas de agregacao plaquetéaria
e reducdo da disponibilidade de o6xido nitrico, agravando o processo da
aterosclerose (GOMES et al., 2010) e sindrome metabdlica (INDULEKHA et al.,
2011).

Em criangas, o TNF- a apresentou resultados contraditorios quando
relacionados as classificacdes de IMC. Alguns estudos encontraram maiores valores
de TNF- a em criancas obesas em relacdo a criancgas eutréficas (CABALLERO et al.,
2008; ALVAREZ et al., 2009; GIORDANO et al., 2011) enquanto outros ndo (ROTH
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et al.,, 2011; ELSHORBAGY et al., 2012). Ainda, foram encontrados estudos que
apresentaram associacdo negativa entre TNF- a e IMC (ZINMAN et al., 1999;
DIXON et al., 2009).

Estudo longitudinal com 387 individuos de ambos os sexos avaliou se a
quantidade de gordura corporal e aptidao fisica na infancia (criancas com seis anos
de idade) correlacionavam com alguns MI durante a adolescéncia (13 anos de
idade). Concentracfes de IL-6 apresentaram correlacdo com gordura corporal entre
infancia e adolescéncia apenas nos meninos. Porém, nenhuma correlacdo foi
observada em relacdo as concentracées de TNF- a (BUGGE et al., 2011). Estudos
investigaram concentragdes de diversos MI, inclusive TNF- a e IL-6 em fungéo do
metabolismo pds-prandial em individuos obesos. ApGs a refeicdo, concentracdes de
IL-6 aumentaram e TNF- a reduziram significativamente, sinalizando funcédo da
insulina na modulagéo de respostas inflamatdrias em homens adultos obesos apés
refeicdes (BLACKBURN et al., 2006).

Nesse contexto, outro estudo verificou associacdo de marcadores
inflamatorios em jejum e pos-prandial com adiposidade e sensibilidade a insulina em
criancas obesas e eutréficas (7 a 12 anos). Em jejum, criancas obesas possuiram
significativamente maiores concentracdes de insulina, receptores de TNF- a e IL-6
em relacdo a criangas eutrdficas. Porém, ndo houve associacdo de marcadores
inflamatorios com obesidade. No periodo pés-prandial, ndo houve diferencas
significativas de TNF- a, IL-6 e insulina entre o grupo obeso e ndo obeso.
Diferentemente do jejum, a concentracdo de TNF- a associou com a obesidade, mas
nao para IL- 6 (ALVAREZ et al., 2009).

2.1.2 Interleucina—-6 (IL-6)

A IL-6 é uma citocina produzida por varias ceélulas do figado, musculo e,
principalmente, pelo tecido adiposo (REXRODE et al., 2003), possui agdo antiviral e
atua fortemente como resposta imunolégica durante a fase aguda da infeccéo
(VARELLA;FORTES, 2001). Essa citocina tem grande acdo pré-coagulante por

determinar a producédo plasmatica pelo figado de fibrinogénio, proteina amiloide
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sérica e proteina c- reativa (FRANCISCO et al., 2006). O pico de produc¢éo da IL-6,
geralmente ocorre entre 12 a 24 horas apos inicio de respostas inflamatorias agudas
(BILATE, 2007).

Dependendo da forma como é estimulada, IL-6 pode ter propriedades pro-
inflamatoria ou anti-inflamatéria (BUGGE, EL-NAAMAN, MCMURRAY, et al., 2012).
A acdo anti-inflamatdria da IL-6 esta ligada a proteinas da fase aguda da inflamacéo
estimuladas apés o exercicio fisico. Nesse sentido, concentracbes aumentados de
IL-6 induz a sintese de receptores antagonicos IL-1 e TNF- a, consideradas como
citocinas proé-inflamatérias, e ainda, a IL-6 promove aumento de outras citocinas anti-
inflamatérias (BRUUNSGAARD, 2005). Entretanto, em situacbes de infeccéo,
trauma ou outros fatores que podem desencadear respostas estressoras pro-
inflamatorias, concentracdes de IL- 6 que normalmente sdo expressos em valores
baixos, 1 picograma por mililitro (pg/ml), pode chegar a 10.000 pg/ml (FRIEDLAND
et al., 1992).

Vérios fatores atuam na regulacdo da IL-6, por exemplo, os horménios
sexuais estrogénio e testosterona. Foi demonstrado que a concentracdo de IL-6
permanece elevada durante a menopausa ou andropausa mesmo em quadros nao
infecciosos ou traumaticos (ERSHLER;KELLER, 2000).

A IL- 6 tem funcéo inibidora da atuacdo do GLUT-4 (ALEXANDRAKI et al.,
2006), assim, favorece o desenvolvimento de diabetes tipo 2 e aterosclerose (EDER
et al., 2009), além de ser fator de risco independente para doencas cardiovasculares
(OKAZAKI et al., 2010).

Outro estudo demonstrou que a concentracao de IL- 6 em pessoas saudaveis
adultas eutrdéficas correlacionou positivamente (glicemia, presséo sistélica, pressao
diastolica, circunferéncia da cintura, niveis séricos de triglicerideos e de LDL-c) e
negativamente (HDL-c) os componentes da sindrome metabdlica com o IMC,
insulina e outros MI (HUNG et al., 2005). A IL- 6 também constitui fator de ligacéao
entre a aterosclerose e o0 processo inflamatorio, dada associa¢do negativa entre IL-6
e HDL-c e a forte associagao positiva entre IL- 6, TNF- a e moléculas de adesao
leucocitaria (HADDY et al., 2003).
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Em criancas, estudos demonstraram que a expressédo da IL- 6 associou
positivamente com tecido adiposo (AYGUN et al., 2005; ELSHORBAGY et al., 2012,
CHIRICO et al., 2013), Nesse sentido, estudo transversal avaliou 199 criancas (12
anos) separadas em grupo eutréfico e grupo obeso. O grupo obeso apresentou
lesbes vasculares e concentracfes elevadas significativamente de proteina c-
reativa, IL-6 e seletina em relacdo ao grupo eutréfico (KAPIOTIS et al., 2006).

A concentracdo de IL-6, IL-8 e IL-10 foram analisadas em 177 criancas e
adolescentes dos oito aos 15 anos de idade. Durante infancia, nédo foram
observadas diferencas significativas dos MI entre criancas eutroficas e obesas. Por
outro lado, durante adolescéncia, a concentracdo de IL-6 foi significativamente
elevada entre meninas com sobrepeso em relacdo aquelas eutroficas, evidenciando
gue a concentracdo plasmatica de IL- 6 variou ao longo da idade e entre sexos
(TAM, GARNETT, et al., 2010).

Outro estudo longitudinal com 292 criangas verificou que a expressao da IL-6
em meninas de 9 anos de idade correlacionou positivamente com resisténcia a
insulina na idade de 13 anos, mas ndo entre os meninos. Assim, 0S autores
concluiram que a concentracdo de IL-6 foi influenciada por estagios de maturacao
sexual e sexo (BUGGE, EL-NAAMAN, R, et al., 2012).

Outros estudos verificaram que concentracdes plasmaticas de IL-6 ndo estédo
aumentadas em criancas obesas (WARNBERG et al.,, 2004; VALLE et al., 2007,
ROTH et al., 2011) E ainda, estudo com criancas (10 a 18 anos de idade)
demonstrou que o poliformismo de receptores do gene 174-C da IL-6 é mais comum
em criancas obesas. Apesar desse gene ndo estar associado a obesidade, perfil
lipidico e incidéncia de sindrome metabdlica os autores concluiram que o
poliformismo do gene 174-C da IL-6 exerce efeitos protetores contra o
desenvolvimento da obesidade e sindrome metabdlica (PYRZAK et al., 2009).

Herder et al. (2007) conduziram estudo com 519 adolescentes germanicos e,
ap0s ajuste de modelo para idade e sexo, verificaram que IL-6 associou-se
inversamente ao IMC e circunferéncia de cintura e positivamente a insulina. Os
autores concluiram que a obesidade foi fator determinante de ativagdo de MI e

resisténcia insulinica.
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2.1.3 Chemokine (C-C motif) ligand 2 ( CCL-2) (MCP- 1) Monocyte chemotactic
protein-1)

A CCL-2 é uma citocina com propriedades proé-inflamatéria produzida pelas
células musculares lisas (WU;WU, 2006), leucécitos, células endoteliais, fibroblastos
(FRANCISCO et al., 2006) e tecido adiposo (POITOU et al., 2011).

Para individuos adultos, valor de CCL-2 considerado normal €& 95,7
picogramas por litro (pg/L) para o sexo masculino e 77,5 pg/L para o sexo feminino
(BERRAHMOUNE et al.,, 2006). Para criangas, esses valores ainda nédo foram
padronizados. Estudos que envolveram criangcas mostraram grandes variagdes nos
valores de CCL-2 entre criancgas eutroficas, com sobrepeso ou obesidade (ROTH et
al., 2011; BRESLIN et al., 2012; ELSHORBAGY et al., 2012; WASILEWSKA et al.,
2012). No entanto, foi constatado diferentes protocolos para mensuracdo da CCL-2,
distintos pontos de corte para classificacdo do IMC e possiveis diferencas
maturacionais.

Tem sido relatado que a concentracdo de CCL-2 € mais elevada no tecido
adiposo subcutédneo e visceral de individuos adultos obesos em relacdo aos
eutréficos (CATALAN et al., 2007; HUBER et al, 2008; PANEE, 2012),
desencadeando respostas inflamatorias.

CCL-2 atua como fator quimiotatico de monécitos e macrofagos em locais de
inflamacédo, possibilitando a passagem de mondcitos para o tecido adiposo de
individuos obesos (LEITE, L. D. et al.,, 2009). Uma vez ativados, 0os mond@citos
diferenciam-se em macréfagos e secretam IL-6 e TNF- a, aumentando o quadro
inflamatorio e resisténcia a insulina (BLAHA et al., 2006; LEITE, L. D. et al., 2009).
Portanto, CCL-2 controla a passagem de mondcitos e esta diretamente envolvido na
resposta inflamatoria, causando danos endoteliais (VOLP et al., 2008), o que o eleva
a condicdo de marcador inflamatério precoce em potencial para risco de lesao
aterosclerotica (WU;WU, 2006).

Concentragfes elevadas de CCL-2 estimulam o acumulo de mondcitos nas
paredes das artérias, agravando riscos de lesdo aterosclerotica (GUSTAFSON,
2010). Rogacev et al. (2010) demonstraram associagdo positiva entre monocitos
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CD-16, obesidade e aterosclerose. Monécitos CD-16 sdo as Unicas células a
possuirem receptores especificos para MCP-1 (GORDON;TAYLOR, 2005).

CCL-2 possui efeito angiogénico sobre células endoteliais (SALCEDO et al.,
2000), contribuindo com a remodelacdo e expansdo de células do tecido adiposo
(PANEE, 2012). Francisco et al. (2006) demonstraram correlagdo positiva entre
CCL-2 e LDL-c em individuos hiperlipidémicos.

Embora os estudos citados acima tenham demonstrado associacdo entre
CCL-2 e obesidade, pouco se conhece dessa tematica com a populacao infantil
(BRESLIN et al., 2012).

Wasilewska et al. (2012) demonstraram associagao positiva entre obesidade,
acido urico e CCL-2 em 52 criancas com média de idade de 15 + 1,7 anos. O
excesso de acido Urico na corrente sanguinea esta associado a doencas
cardiovasculares como obesidade, dislipidemia e hipertensdo em individuos adultos
(GABRIEL et al., 2001).

Estudo longitudinal com intervencao nutricional e exercicios fisicos examinou
possivel associacdo entre fatores de risco para doencas cardiovasculares,
resisténcia a insulina e marcadores inflamatérios em criancas (11 anos de idade)
obesas e grupo controle de criangas eutréficas. Em analise transversal no periodo
basal, a obesidade associou positivamente com CCL-2. Para IL-6 e TNF- a nao
foram observadas diferencas significativas entre criancas eutréficas e obesas. Apos
um ano de intervencdo, as criancas com perda significativa de peso, reduziam a
pressao arterial, resisténcia a insulina e CCL-2. Ja as criancas obesas sem perda
significativa de peso, a concentragcdo de CCL-2 aumentou (ROTH et al., 2011). Em
outro estudo com criancas obesas da mesma idade (11 anos de idade), México-
Americanas, apresentaram significativamente concentracdes elevadas de CCL-2,
TNF- a e dislipidemia em relagéo a criangas eutroficas (BRESLIN et al., 2012).

Kim et al. (2010) demonstraram associacdo entre obesidade infantil,
resisténcia a insulina, dislipidemia, IL-6 e TNF- a e CCL-2, no estudo que envolveu
mais de 700 escolares de sete anos de idade. Diferentemente dos estudos
supracitados, 0s autores nao observaram associacdo significativa nas

concentragbes de CCL-2 entre criangas obesas e ndo obesas. Paralelamente,
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Elshorbagy et al.(2012) realizaram estudo envolvendo 984 criangas e adolescentes
hispanicas de 4 a 19 anos de idade. Os autores demonstraram que as
concentracfes de CCL-2 e TNF- a n&o variaram significativamente entre sexos e

classificacéo de IMC.

2.2 MARCADORES INFLAMATORIOS E ATIVIDADE FiSICA

E de conhecimento cientifico que um estilo de vida fisicamente ativo, desde a
infancia, contribui com parametros de controle da obesidade (GARLAND et al., 2011,
BARROS et al., 2012), reduc&o na incidéncia de diabetes, osteoporose, hipertensao
e melhora do funcionamento do sistema imunoldgico (COOPER et al., 2004; BRASIL
et al., 2007). Desse modo, aumentos nos niveis de atividade fisica resultam no maior
gasto energético ao final do dia, tornando dessa forma, excelente estratégia de
intervencdo e controle de parametros da obesidade em individuos de diferentes
idades (BARROS et al., 2012).

Apesar desse fato, nos ultimos anos, o nivel de atividade fisica da populacao
em geral reduziu, contribuindo com aumento de doengas cronicas como diabetes,
doencas cardiovasculares, infarto agudo do miocéardio, cancer, dentre outras
(GENEAU et al., 2010; BEAGLEHOLE et al., 2011).

Tem sido reportada a reducdo do envolvimento de criancas em atividades
fisicas de moderada a vigorosa intensidade, resultando no aumento da massa
corporal (BASTERFIELD et al., 2012), ICBG (SMITH et al, 2009) e,
consequentemente, outras doencas cardiovasculares.

Visando estratégias de diagndstico/combate a obesidade infantil, estudo
longitudinal com criancas (13 anos de idade) obesas e eutrdficas separadas em
grupo intervencdo e grupo controle, respectivamente, avaliou parametros
inflamatorios, aptidao fisica e circunferéncia abdominal apds trés meses e apés um
ano do programa. O grupo intervencéo (obeso) foi submetido a programas regulares
de atividade fisica e o grupo controle (eutréficos) a orientacdo nutricional e atividade
fisica. Ap6s um ano de tratamento, 0s resultados demonstraram reducdes

significativas na circunferéncia abdominal, resisténcia a insulina e melhoras da
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aptidao aerdbia no grupo intervenc¢do. Entretanto, ndo foram observadas mudancas
positivas em parametros inflamatérios (proteina c-reativa e adiponectina) para
ambos os grupos (VOS et al., 2011).

Outros estudos longitudinais, com participacdo de criancas obesas
sedentarias submetidas a programas regulares de exercicio fisico, apresentaram
associacdo positiva da reducdo de citocinas pré-inflamatorias e gordura corporal e
associacdo negativa com aumento do VOo,max (KELLY et al., 2004; BEN OUNIS et
al., 2010; CHAE et al., 2010).

Paralelamente, outro estudo buscou associacdo entre ICBG, aptidao fisica e
gordura corporal em 142 criancas (9 a 10 anos de idade) obesas. Os resultados
demonstraram que a ICBG associou negativamente com aptiddo fisica e
positivamente com a gordura corporal (RUIZ et al., 2007).

Para os MI IL-6 e TNF- a, estudo com 197 criancas (10 a 15 anos de idade)
separadas em grupo eutréfico (IMC < 22,5) e grupo com sobrepeso/obesidade (IMC
= 22,5) investigou associagao entre M, fatores de risco metabdlicos e aptidao fisica.
O grupo sobrepeso/obesidade apresentou significativamente maiores concentracées
de IL-6 e TNF- a que o grupo eutréfico. Ao comparar meninos e meninas da mesma
idade e IMC, ndo houve diferencas significativas nos parametros inflamatérios
analisados. Ao separar as criangcas em quatro grupos (obeso com aptidao fisica
regular > 5 MET, obeso com baixa aptidao fisica < 5 MET, ndo obeso com aptidao
fisica regular > 5 MET, ndo obeso com baixa aptidao fisica < 5 MET), o grupo obeso
com baixa aptiddo fisica apresentou maiores concentracdes de IL-6 e TNF- a em
relacdo aos outros grupos, visto que, o grupo obeso com aptiddo fisica regular
apresentou concentracdes similares de Ml em relacdo ao grupo ndo obeso com
aptidao fisica regular. Portanto, o estudo demonstrou que concentracées de IL-6 e
TNF- a estdo elevadas em criangcas obesas e o nivel de aptidao fisica influencia
diretamente o balanco dos MI (HALLE et al., 2004).

Outro estudo com criancgas e adolescentes (9 a 15 anos de idade), separadas
em dois grupos de acordo com a circunferéncia abdominal, mensurou concentra¢des
de proteina c- reativa, TNF- q, IL-6 e VO, de pico por meio de um teste progressivo

de esforco maximo. Os resultados, ajustados para idade e sexo, demonstraram que
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IL-6 e TNF- a nao correlacionaram significativamente com a aptidao
cardiorrespiratéria (STEENE-JOHANNESSEN et al., 2010).

Paralelamente, estudo com 120 adolescentes (10 a 14 anos de idade) norte-
americanos, 60 meninos e 60 meninas, verificou se altos niveis de atividade fisica
esta associado com respostas inflamatérias atenuadas independentemente da
concentragcdo de gordura corporal. Individuos eutroficos foram classificados quando
o IMC era menor que o percentil 75 e sobrepeso quando o IMC era maior que o
percentil 95. O nivel de atividade fisica foi obtido por meio de um questionario.
Valores de MET = 6 classificava o individuo com altos niveis de atividade fisica. Foi
demonstrado que meninas com altos niveis de aptidao fisica apresentaram
concentracfes de adiponectina maiores e nenhuma diferenca nas concentracdes de
IL-6 e TNF- a em relagdo a meninas com baixos niveis de atividade fisica,
independente do grau de obesidade. Para os meninos com altos niveis de atividade
fisica, houve uma tendéncia (p= 0.052) de apresentarem menores concentracées de
resistina em relacdo a meninos com baixos niveis de atividade fisica, independente
do grau de obesidade. Portanto, altos niveis de atividade fisica parece melhorarem
IL-6 E TNF - a, independente da massa corporal (RUBIN et al., 2008).

2.3 CLASSIFICACAO DA OBESIDADE

Existem diferentes métodos utilizados para avaliar classificacdo da obesidade,
destacando-se os indices antropométricos (JANSSEN et al., 2005; HIRSCHLER et
al., 2007), bioimpedancia (PSARRA et al., 2006; VERHULST et al., 2007), imagem
por ressonancia magnética (SIEGEL et al., 2007), tomografia computadorizada
(HERD et al., 2001) e Absortometria de Dupla Emissdo de Raios-x (DEXA)
(BURDETTE et al., 2006; HOFFMAN et al., 2006).

A WHO (1998) recomenda IMC para avaliacdo da obesidade, por ser de
baixo custo, boa reprodutibilidade e aceitagao da populagdo. O IMC foi desenvolvido
pelo matematico belga Lambert Adolphe Jacques Quetelet, e utiliza a massa
corporal (kg) dividido pelo quadrado da estatura (m) (ABRANTES, 2003). O IMC

representa um indicador da massa corporal do individuo e uma medida indireta de
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adiposidade, sem distincdo entre e a massa magra e gorda (REILLY et al., 2000).
Apesar de ser um método muito utilizado, o IMC tem limitagdes por ndo medir a
distribuicdo da gordura corporal, nem considerar a idade, sexo e etnicidade de um
individuo (KIESS et al., 2001). Em adultos, a obesidade pode ser definida quando o
IMC for = 30 Kg/m? e sobrepeso quando o IMC for > 25 kg/m? e < 29,9 kg/m? (COLE
et al., 2007). Para criancas e adolescentes, o IMC deve ser calculado levando em
consideracao idade e sexo, na curva de crescimento do individuo (KUCZMARSKI et
al., 2000).

Nesse sentido, estudo de Must et al. (1991), definiram o percentil para
obesidade quando o IMC for = percentil 95 e sobrepeso quando o percentil = 85 e <
95. As curvas de referéncia da WHO (2007) apresentam tabelas de referéncia a
partir do nascimento (DE ONIS et al., 2007). No Brasil, Conde e Monteiro (2006a)
apresentaram curvas de referéncia para classificacdo de sobrepeso e obesidade a
partir da idade de 2 anos.

Outro estudo estabeleceu curvas especificas de referéncia para classificar
sobrepeso e obesidade ajustados a idade e género em criancas e adolescentes que,
aos 18 anos, o IMC corresponde aos pontos de corte de um individuo adulto com
sobrepeso (IMC = 25 kg/m? e < 29,9 kg/m?) e obeso (IMC = 30 Kg/m?) (COLE et al.,
2000).

Portanto, a utilizacdo do IMC tem sido uma técnica muito aplicada para
diagnéstico de sobrepeso e obesidade em criancas e adolescentes, e, tem

caminhado para avaliacdes com protocolos especificos (SILVA et al., 2010).
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3 METODOS

3.1 CARACTERIZACAO DO ESTUDO E POPULACAO

Este estudo derivou de um projeto principal intitulado “Predicdo de Sindrome
Metabdlica em escolares de 6 a 10 anos de idade por meio de curvas de referéncia
de medidas antropométricas e composicdo corporal” (ANDAKI;TINOCO, 2013),
desenvolvido com escolares de 6 a 10 anos de idade de ambos 0s sexos,
regularmente matriculadas no ensino fundamental das escolas de Uberaba, MG.

Para a selegdo da amostra, as escolas foram estratificadas de acordo com o
seguimento de ensino em: municipal, estadual e privada. A amostragem foi do tipo
aleatério, estratificado por classificacdo do IMC e sexo. Assim, participaram 94
criancas (44 meninos e 50 meninas) com idade média de 10,03 + 0,74 anos de
idade, eutréficas (n=19 meninas; n=17 meninos); com sobrepeso (=18 meninas;
n=16 meninos) e obesidade (n=13 meninas; 11 meninos).

Foram consideradas como variaveis dependentes IL-6, TNF- a, CCL-2,
glicemia, triglicerideos e HDL-c e como variaveis independentes IMC e nivel de
atividade fisica.

3.2 PROCEDIMENTOS

O projeto obteve autorizacdo para sua realizacdo nas unidades de ensino da
Secretaria Municipal de Educacdo e Cultura de Uberaba — MG (OFICIO
GAB/SEMEC/N°0898). Apds aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Triangulo Mineiro (ANEXO 1) as escolas sorteadas foram
contatadas para agendamento de reunido com o (a) diretor (a) para apresentagcao
dos objetivos do estudo. Todas as criancas de 10 anos de idade matriculadas no 5°
ano foram convidadas a participarem do estudo. Elas receberam o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, o qual foi assinado pelos pais ou responsaveis

(ANEXO 2 e ANEXO 3). As criancas autorizadas submeteram-se a avaliagao
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antropométrica e coleta de sangue. Os procedimentos de composi¢cdo da amostra
estédo reportados no estudo de Andaki e Tindco (2013).

3.2.1 Antropometria

A massa corporal foi obtida utilizando-se balanca eletronica digital (Plena,
modelo ICE, Sao Paulo, Brasil) com capacidade maxima de 150 kg e precisdo de
100 g, conforme técnicas padronizadas (WHO, 2005). A estatura foi obtida por meio
de um estadibmetro portétil (Welmy, Santa Béarbara do Oeste, Brasil) com
comprimento de 2 m e escala de 0,1 cm seguindo normas padronizadas (WHO,
2005). O IMC foi calculado por meio da formula: IMC = massa corporal (kg) /
estatura (m?). O perimetro de cintura foi calculado utilizando fira métrica flexivel e
inelastica com extensdo de 2 m (TBW, S&do Paulo) graduada em centimetros e
subdivida em milimetros. Adotamos como medida anatdmica o ponto médio entre a
crista iliaca e a ultima costela flutuante (WHO, 2000).

Dobras cutaneas tricipital (DCT) e subescapular (DCSe) foram medidas
utilizando-se adipémetro (Lange Skinfold Caliper,Cambridge, EUA) que exerce
pressdo constante de 10 g/mm?, do lado direito do corpo em triplicata, de forma n&o
consecutiva (GUEDES, 2006). A medida final foi obtida pela média dos trés valores.

Para o célculo do percentual de gordura corporal (% GC) foi utilizada equacgéao
de Slaughter et al. (1988), Tabela 1. Para calcular valores criticos de classificacdo
do IMC foram utilizados pontos de corte de sobrepeso 219,84 e < 24 para meninos e
IMC = 19,84 e < 24,11 para meninas e para obesidade IMC = 24 para meninos e =
24,11 para meninas, conforme estudo de Cole et al. (2000).

Tabela 1 - Equacdes para estimativa da composicdo corporal pelo somatério das
dobras cutaneas tricipital e subescapular, etnia e sexo.

2 2DC <35 mm

% GC meninos brancos 1,21 (DCT + DCSe) — 0,008 (DCT + DCSe) 2 - 1,7
% GC meninos negros 1,21 (DCT + DCSe) — 0,008 (DCT + DCSe) 2 - 3,5
% GC meninas 1,33 (DCT + DCSe) — 0,013 (DCT +DCSe ) 2 - 2,5
2 2DC > 35 mm

% GC meninos brancos e negros 0,783 (DCT + DCSe) +1,6

% GC meninas 0,546 (DCT + DCSe) + 9,7

Nota: ¥ 2DC — Somat6rio das DCT e DCSe; %GC — percentual de gordura corporal; DCT —Dobra
Cuténea Tricipital; DCSe - Dobra Cutanea Subescapular.
Fonte: Slaughter et al. (1988)
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3.2.2 Coleta de sangue e armazenagem

Amostras de sangue foram coletadas ap0s jejum de 12 a 14 horas, a partir da
veia antecubital em tubos a vacuo (BD Vacutainer®, Sao Paulo, Brasil). Soro,
plasma e buffy-coat (fracdo da amostra de sangue anticoagulado contendo a maioria
das plaquetas e glébulos brancos) foram separados dos demais componentes do
sangue apoés serem centrifugados a 3.400 rpm durante oito minutos e armazenados
em eppendorfs a — 80° C. Utilizamos tubos com fluoreto de sddio e EDTA, obtendo
plasma para analise de glicose e tubos com gel separador e ativador de coagulo

obtendo soro para andlise de triglicerideos e HDL-c.

3.2.3 Andlise bioquimica

Triglicerideos, HDL-c e glicose foram analisados por método colorimétrico
enzimatico utilizando-se analisador bioquimico semiautomético BIO 200F (Bioplus,
Sao Paulo, Brasil) e kits comerciais (LABTEST, Sistema Diagnostico Ltda. Lagoa
Santa, Brasil).

Os pontos de corte utilizados para classificacdo de dislipidemia foram
triglicerideos = 100 mg/dL, HDL-c < 50 mg/dL e glicemia = 110 mg/dL conforme
estudo de Ferranti et al. (2004) adaptado a idade da populacéo estudada.

3.2.4 Andlise imunoldgica

Para andlise dos marcadores inflamatdrios, aliquotas do buffy-coat foram
extraidas para quantificacdo das citocinas por meio da técnica de PCR (Polimerase
Chain Reaction) quantitativo em tempo real, com uso do termociclador ECO Real
Time System - Uniscience do Brasil e kits comerciais da marca Uniscience (illumina -
Séao Paulo, Brasil). O processo de quantificacdo das citocinas foi dividido em trés
etapas; extracdo do RNA, sintese do c-DNA e amplificacdo de genes especificos
pelo PCR.

Apés extracdo do buffy-coat em eppendorf de 1,5 mililitro (ml), as fases
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aguosa e organica foram separadas pela adicdo de 100 ul de tamp&o fosfato salino
(PBS) e 750 ul de trizol (Invitrogen — S&o Paulo, Brasil). Apds incubacdo a
temperatura ambiente por cinco minutos, foi adicionado 200 ul de cloroférmio
(MERCK- Rio de Janeiro, Brasil). As amostras foram agitadas e centrifugadas por 15
minutos a 4°C. O sobrenadante (fase aquosa do RNA) foi transferido para outro
eppendorf, no qual foram adicionados 380 uL de isopropanol. Posteriormente, as
amostras foram centrifugadas por quatro minutos a 4°C e armazenamos por 12
horas a — 80°C para precipitacdo do RNA. O precipitado foi lavado com 750 ul de
etanol (75%) e armazenado por 10 minutos em temperatura ambiente para
secagem. Em seguida, foi adicionado 50 ul de &gua ultrapura, livie de RNAse. A
concentracdo de RNA total purificado foi quantificada em espectrofotbmetro
(Nanodrop 2000c, Wilmington, Carolina do Norte — Estados Unidos) em
concentracdes nanomolares de razéo 260/280 nM.

Para sintese do c-DNA foi realizada reacéo de transcricao reversa a partir do
RNA total purificado. Para isso, foram adicionados 1 ug de RNA, 1 uL da enzima
DNAse e 12 ul de H,O ultrapura. A mistura foi homogeneizada e incubada a 65°C
por cinco minutos e, na sequéncia, esfriada em gelo por um minuto. Posteriormente,
foram adicionados 2 uL de tampéo fisioldgico 10X concentrado, 2uL de 10mM DNTP
Mix, 1 uL da enzima transcriptase reversa (Vivantis) e 2 uL de H,O ultrapura. As
amostras foram incubadas novamente a 42°C por 60 minutos.

Para amplificacdo dos genes de interesse, a solucdo de 0,4 ul de cDNA,
400nM de cada primer e 10 uL de EVAgreen master mix (Invitrogen — S&o Paulo,
Brasil) foi levada ao termociclador (Eco Real-Time PCR system -lllumina). A
expressao génica de IL-6, TNF- a e CCL-2 foi apresentada em valores de curva
padrao de dissociacao obtido em relacdo ao gene de controle endégeno Beta-actina.
A sequéncia dos primers encontra-se na tabela 2.

Tabela 2 — Sequéncia dos primers.

Primer Sequéncia primer sense

Sequéncia primer anti-sense

IL-6 TCCAGTTGCCTTCTTGGGAC
GTACTCCAGAAGACCAGAGG
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TNF - a AAGCCTGTAGCCCATGTTGT
CAGATAGATGGGCTCATACC

CCL-2 AGGAAGATCTCAGTG CAGAGG
AGTCTTCGGAGTTTGCCTTTG
Beta-actina ATGTTTGAGACCTTCAACAC
CACGTCADACTTCATGATGG

Nota: IL-6 — Interleucina 6; TNF-a — Fator de necrose tumoral alfa; CCL-2 - Chemokine (C-C motif)
ligand 2.

3.2.5 Nivel de atividade fisica

Para monitoramento do nivel de atividade fisica habitual aferimos o namero
de passos dados diariamente (passos/dia) pelo sensor de movimento uni-axial,
peddémetro (Yamax Digiwalker SW200, Japdo). Os pais e/ou responsaveis assinaram
termo de transferéncia de responsabilidade do aparelho.

Apos explicacbes e familiarizacdo com o aparelho, o voluntario utilizou
durante cinco dias consecutivos (BRUSSEAU et al., 2011). O aparelho foi afixado na
cintura da crianca, dentro de uma bolsa com elastico. Foi orientado que o pedémetro
deveria ser removido durante o banho, atividades aquaticas e sono e que antes de
dormir, a crianca anotasse o humero de passos dados durante o periodo avaliado.

Para as analises, foi considerada a média do numero de passos/dias. Para
classificacdo do nivel de atividade fisica, foram adotados pontos de cortes de 11.000
passos/dia para meninas e 13.000 passos/dia para meninos (TUDOR-LOCKE,
CRAIG, BEETS, et al., 2011).

3.3 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram tabulados no software Epidata versdo 3.1 e analisados no
software (Statistical Package for the Social Sciences) SPSS 19.0. Todas as variaveis
foram testadas quanto a sua normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk.

Testes paramétricos foram utilizados em todas as analises. As variaveis que
nao apresentaram distribuicdo normal foram transformadas em log de base (Log10).

Na analise descritiva, as variaveis continuas foram apresentadas por meio de média
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e desvio-padrdo ou porcentagem. Analise de variancia (ANOVA) one way foi
utilizada para comparacao de médias entre grupos e, quando necessario, teste post-
hoc de Tukey para verificar onde ocorreu diferencas estatisticas significantes.

Para associacao entre marcadores inflamatorios, massa corporal e nivel de
atividade fisica o teste de correlagdo de Pearson. Interpretou-se a intensidade de
correlagcdo dentro do intervalo de -1 até +1. Foi considerada correla¢do positiva forte
valores entre 0,70 a 1, moderada 0,3 a 0,7 e fraca 0 a 0,3, e correlacdo negativa
forte valores entre - 0,70 a - 1, moderada - 0,3 a - 0,7 e fraca 0 a - 0,3. Foi adotado

intervalo de confianca (IC) de 95% e nivel de significancia estatistica a < 5%.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracteristicas antropomeétricas

Estatura, massa corporal, IMC e perimetro de cintura ndo diferiram entre
sexos (p > 0,05). A média da massa corporal (kg), IMC e perimetro de cintura foram
maiores (p<0,05) para criancas obesas em relacdo as eutroficas e com sobrepeso, e
criancas com sobrepeso apresentaram maiores (p < 0,05) medidas em relacdo as
eutroficas, Tabela 3.

DCT, DCSe e somas das duas dobras cutaneas (2 2DC) nao diferiu entre
sexos (p < 0,05). Entretanto, criancas obesas apresentaram maiores (p < 0,05)
medidas de dobras cutaneas em relacdo a criancas eutréficas e com sobrepeso e
criangas com sobrepeso apresentaram maiores (p < 0,05) medidas em relacdo as

eutrdficas.

4.2 Composicao corporal

O % GC foi maior para criancas obesas em relacdo a criancas eutroficas e
com sobrepeso, e criangas com sobrepeso apresentaram maiores (p < 0,05) valores

em relacao as eutrdéficas, Tabela 3.

4.3 Variaveis bioguimicas

A concentracdo de HDL-c entre criancas eutréficas foi significativamente
maior (p < 0,05) em relacdo a criancas obesas e com sobrepeso Figura 1A.
Entretanto, ndo observamos diferencas significativas do HDL-c entre criancas com
sobrepeso e obesidade (p > 0,05). Criancas obesas apresentaram maiores (p <
0,05) concentracdes de triglicerideos em relagdo a criangas eutroficas e com
sobrepeso, Figura 1B. A glicemia nao diferiu (p > 0,05) entre criangas eutroficas,
com sobrepeso e obesidade, Figura 1C. HDL-c, triglicerideos e glicemia nao

diferiram (p > 0,05) entre sexos.
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Tabela 3 — Medidas antropométricas e composicao corporal estratificas de acordo com o IMC em criancas de 10 anos de idade,

Uberaba, MG, 2013.

Eutrofia Sobrepeso Obesidade
Variaveis
Meninos Meninas Total Meninos Meninas Total Meninos Meninas Total
n=19 n=17 n=18 n=16 n=13 n=11

Estatura (cm) 137 + 10 137+ 9 137 +£9,5 137 £ 10 138 + 8 137,5+9 137 +£9 137+ 8 137 £ 8,5
MC (kg) 29,7+20 293+204 295+203 39,1+28 39,7+34 39,4 £ 3,1* 539+30 53,7+3,6 53,8+3,3*F
IMC (kg/mz) 16,1+1,7 158+1,8 159+1,7 20,2+1,1 21,6 +£0,9 20,9+1,0* 264+14 271+20 269+1,7*t

Pergmfut:g de 58,1+19 569+1,1 577+26 65+ 1,5 63+ 1,9 64 + 2,4* 79+32  77+26  78+59%
DCT (mm) 109+3,8 121+40 11,08+39 19,1+4,0 20,1+44 19,6 + 4,2* 27 +3,9 276+51 27,3+4,5*t

DCSe (mm) 8+3,3 8,4+43 8,2+3,8 16,2+ 6 166 +6,4 16,4 £ 6,2* 29650 304+64 30 + 5,8*t
> 2DC (mm) 189+70 20576 20+7,3 353+7,1 36,7+13,1 36,04 +£10,1* 56,6 + 8,2 60+9,8 57,3 £9,0*t
%GC 209+75 211+7)9 21+7,7 32,1+4,0 329+54 325+4,7* 419+34 43,744 42,8+3,9"F

Legenda: % = Porcentagem; DP = Desvio padrdo; kg = kilograma; MC = massa corporal; IMC = indice de massa corporal; DCT = Dobra cutanea tricipital;
DCSe = Dobra cutanea subescapular; mm = Milimetros; 22DC = Soma das duas dobra cutaneas; %GC = Percentual de gordura corporal; Teste: Analise de
variancia ( ANOVA); Post-Hock de Tukey.
* Significativamente maior que individuos eutréficos (p < 0,05);

1 Significativamente maior que individuos com sobrepeso (p < 0,05).
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Figura 1. Concentracao de HDL-c (A), triglicerideos (B) e glicose (C) por classificacdo de IMC em
criangas de 10 anos de idade, Uberaba, MG, 2013.
Nota: valores expressos em média + desvio padréo. * diferenca significativa (p < 0,05) em relacédo a

criancas eutrdficas.
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4.4 Nivel de atividade fisica

N&do houve diferenca (p > 0,05) do numero de passos/dia entre criancas
eutroficas, com sobrepeso e obesidade, Figura 2. Paralelamente, ndo houve
diferenca significativa (p > 0,05) entre sexos em cada um dos grupos. Ademais,
n=30 (58,8%) das meninas e n=41 (83,6%) dos meninos nao atingiram as
recomendacdes de 11000 e 13000 passos/dia, respectivamente. Destas, (42,2%)

eram eutroficas (32,8%) com sobrepeso e (25%) obesas.
14000 -
12000 - T (
10000 I

8000 -+

6000 -

4000 -

NUumero de passos/dia

2000 -+

Eutrofia Sobrepeso Obesidade

Figura 2. Numero de passos/dia por classificacdo de IMC em crian¢as de 10 anos de idade, Uberaba,
MG, 2013.

Nota: valores expressos em média + desvio padrdo. * diferenca significativa (p < 0,05) em relacdo a
criancas eutrdficas.

4.5 Variaveis imunoldgicas

IL-6, TNF-a e CCL-2 diferiram significativamente (p < 0,05) entre criancas
eutréficas e obesas, Figura 3A, 3B e 3C, respectivamente. Entretanto, ndo houve

diferenca dos Ml (p > 0,05) entre sexos.
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Figura 3. Expressdo do RNAm do gene IL-6 (A), TNF-a (B) e CCL- 2 (C) em relagéo ao gene controle
beta-actina por classificacdo de IMC em criancas de 10 anos de idade, Uberaba, MG, 2013.

Nota: valores expressos em média + desvio padrdo. * diferenca significativa (p < 0,05) em relacdo a
criancas eutrdficas.
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4.6 CORRELACOES

IL-6 apresentou correlacéo positiva forte com TNF- a (0,929*; p<0,05) e CCL-
2 (0,884; p<0,05), como ocorreu também entre TNF- a e CCL- 2 (0,908*; p<0,05),
Tabela 4. Triglicerideos-log apresentou correlagdo positiva moderada com IL-6
(0,377*; p<0,05), TNF- o (0,407*; p<0,05) e CCL- 2 (0,398* p<0,05). HDL-c log
apresentou correlacdo negativa moderada com IL-6 (- 0,324*; p<0,05), TNF- a (-
0,348%*; p<0,05) e CCL- 2 (- 0,359*%; p<0,05). IMC-log apresentou correlacéo positiva
forte com IL-6 (0,718%*; p<0,05), TNF- a (0,735*; p<0,05) e CCL-2 (0,784*; p<0,05),
como ocorreu também entre perimetro de cintura e IL-6 (0,833*; p<0,05), TNF- a
(0,851*; p<0,05) e CCL-2 (0,813*; p<0,05). O % GC apresentou correlacdo positiva
moderada com IL-6 (0,620*; p<0,05), TNF- a (0,593*; p<0,05) e CCL- 2 (0,592%
p<0,05), Tabela 4.

O numero de passos/dia ndo correlacionou (p>0,05) com marcadores de
inflamacao, glicemia, triglicerideos log, HDL-c log, IMC-log e % GC, Tabela 4.

Triglicerideos-log apresentou correlacdo positiva moderada com IMC-log,
perimetro de cintura e % GC (0,440%*; 0,455*; 0,465; p<0,05, respectivamente). Por
sua vez, o HDL-c log apresentou correlacdo negativa moderada com triglicerideo-
log, IMC-log, perimetro de cintura e % GC (-0,300%*; -0,385*%; -0,438*; -0,358*; p<0,05,
respectivamente).

Quando estratificado por sexo, as correlagcbes permanecem significativas,

embora com mudanca de classificacdo, Tabelas 4 e 5.
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Tabela 4 - Correlacao entre marcadores inflamatorios, glicemia, triglicerideos-log, HDL-c log, antropometria, composi¢ao corporal e
nivel de atividade fisica em criancas de 10 anos de idade, Uberaba, MG, 2013.

IL- 6 TNF- a CCL-2
Variaveis Meninos Meninas Total Meninos Meninas Total Meninos Meninas Total
n=19 n=17 n=18 n=16 n=13 n=11
IL-6 - - - 0,304* 0,473* 0,929* 0,378* 0,478* 0,884*
TNF- a - - - - - - 0,421* 0,437* 0,908~
Glicemia (mg/dL) 0,035 0,135 0,104 -0,052 0,169 0,069 -0,012 0,153 0,070
Trig-log (mg/dL) 0,394* 0,397 * 0,377 * 0,368 * 0,392 * 0,407 * 0,321 * 0,363 * 0,398 *
HDL-c log (mg/dL) - 0,306* -0,394 * -0,324 * -0,412 * - 0,394 * -0,348 * -0,385* -0,348 * -0,359 *
IMC-log 0,626 * 0,785 * 0,718 * 0,669 * 0,809 * 0,735 * 0,677 * 0,841 * 0,784 *
Perimetro de cintura 0,876* 0,815* 0,833* 0,894* 0,795* 0,851~ 0,860* 0,776* 0,813*
% GC 0,586 * 0,720 * 0,620 * 0,648 * 0,743 * 0,593 * 0, 655 * 0,767 * 0,592 *
N° passos/dia 0,045 - 0,029 0,046 0,191 0,000 0,046 0,128 - 0,036 0,052

* SignificAncia estatistica determinada por correlacdo de Pearson. P < 0,05.

Tabela 5 - Correlacdo entre glicemia, triglicerideos-log e HDL-c-log com o nimero de passos/dia, antropometria e percentual de

gordura em criancas de 10 anos de idade , Uberaba, MG, 2013.

Glicemia (mg/dL)

Triglicerideos-log (mg/dL)

HDL-log (mg/dL)

R Meninos Meninas Total Meninos Meninas Total Meninos Meninas Total
n=19 n=17 n=18 n=16 n=13 n=11

Glicose (mg/dL) - - - - 0,050 - 0,043 - 0,041 0,015 0,020 0,017
Trig-log (mg/dL) - - - - - - - 0,280 * - 0,297 * - 0,300*
N° passos/dia 0,169 -0,118 0,057 0,086 0,098 0,075 - 0,093 - 0,018 - 0,145
IMC-log 0,010 0,116 0,065 0,389 * 0,397 * 0,440 * -0,376 * -0,331* -0,385*
Perimetro de cintura 0,043 0,035 0,040 0,487* 0,413* 0,455* -0,472* -0,420* -0,438*
% GC - 0,023 0,059 0,031 0,471~ 0,419 * 0,465 * - 0,458 * -0,304 * -0,358 *

* Significancia estatistica determinada por correlacao de Pearson. P < 0,05.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo teve o0 objetivo de investigar a associacdo entre
mediadores inflamatorios, dislipidémicos, IMC e nivel de atividade fisica em criancas
de 10 anos de idade. Como principais achados, destacam-se: a) correlagéo positiva
forte entre Ml e IMC-log e perimetro de cintura; b) correlagdo positiva moderada
entre MI, triglicerideos-log e % GC e correlacdo negativa moderada entre Ml e HDL-
c; ¢) o nivel de atividade fisica ndo correlacionou com nenhuma variavel; d) os niveis
de IL-6, TNF— a, CCL- 2 e triglicerideos-log foram maiores entre criancas obesas
enquanto que HDL-c log foi maior entre criancas eutroficas.

Paralelamente aos nossos achados, outros estudos com criancas
demonstraram correlacdo positiva entre variaveis dislipidémicas (LDL-c, VLDL-c e
triglicerideos) e IL- 6 (ALVAREZ et al., 2009; PYRZAK et al., 2009; KIM et al., 2010;
GARANTY-BOGACKA et al.,, 2011; ROTH et al., 2011; BUGGE, EL-NAAMAN,
MCMURRAY, et al., 2012; ELSHORBAGY et al., 2012; CHIRICO et al., 2013) e TNF-
a (DIXON et al., 2009; JERMENDY et al., 2010; KIM et al., 2010; PYRZAK et al.,
2010; CODONER-FRANCH et al., 2011; ROTH et al., 2011; BRESLIN et al., 2012;
BUGGE, EL-NAAMAN, MCMURRAY, et al., 2012). Por outro lado, alguns estudos
envolvendo criancas reportaram associacdo entre CCL-2 e variaveis dislipidémicas
(ROTH et al.,, 2011; BRESLIN et al., 2012), outros ndo (KIM et al., 2010;
WASILEWSKA et al., 2012).

O excesso de triglicerideos plasmatico induz a reducao da secrecdo hepéatica
de HDL-c e estimula aumento dos niveis plasméaticos de LDL-c e VLDL-c.
Posteriormente, LDL-c e VLDL-c agregam-se a intima do endotélio vascular e sédo
oxidadas e fagocitadas por macrofagos, formando células espumosas
(NEELS;OLEFSKY, 2006; WOOD et al., 2009). Ademais, se esses eventos levarem
a lesdo endotelial, a MCP-1 atuara como fator de atracdo de monacitos, linfocitos T
e outras citocinas inflamatérias como IL-6 e TNF- a para o local lesionado
(SARTIPY;LOSKUTOFF, 2003; GUSTAFSON, 2010). Portanto, quanto maior a
concentracdo de triglicerideos no sangue, maior sera o risco de lesdo endotelial e

maior sera a concentracao plasmatica dos Ml.
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Duncan et al. (2004) observaram que criancas, na faixa etaria de 2 aos 10
anos de idade, apresentam concentragbes normais de  colesterol,
independentemente do sexo, raca e idade, mas ndo levou em consideragcéo o IMC
da amostra. Morrison (2003) adicionou que os horménios sexuais, principalmente o
estradiol, influenciam aumentos de HDL-c e reducdo de LDL-c em meninas pos-
menarca, embora, na infancia, os valores de colesterol entre meninas e meninos séo
similares. O periodo de transicdo da infancia para adolescéncia € marcado por
alteracdes na distribuicdo da gordura corporal, mudancas psicolégicas e fisiologicas
(RODRIGUEZ et al., 2004), podendo levar a respostas inflamatorias diferenciadas
em periodos maturacionais especificos da vida (BRITO et al., 2011).

No presente estudo, as correlagdes encontradas entre IL-6, TNF- a, CCL- 2
com IMC-log, perimetro de cintura e % de gordura corroboram a preocupacéo global
para o controle da obesidade, principalmente durante a infancia. Os MI em questao
tém sido associados a problemas cardiovasculares, como por exemplo, doencas
ateroscleroticas (GUSTAFSON, 2010; POITOU et al., 2011; DESSI et al., 2013),
resisténcia a insulina (KIM et al., 2010; CHARLES et al., 2011; ELSHORBAGY et al.,
2012), diabetes (DONATH;SHOELSON, 2011; SOBTI et al., 2012; DEBOER, 2013)
e aumento de moléculas de agregacdo plaquetaria nas paredes do endotélio
(ALDHAHI;HAMDY, 2003; GIORDANO et al., 2011; MONTERO et al., 2012).

O estagio de maturacdo sexual e o0 sexo parecem influenciar as
concentracbes de MI. Casimir et al. (2010) avaliaram a concentracdo de Ml e
neutréfilos em 492 criancas (291 meninos e 291 meninas) de idade inferior a 10
anos, hospitalizadas por pneumonia, pielonefrite ou bronquite. As meninas
apresentaram significativamente (p<0,05) maiores concentracbes de proteina c-
reativa e neutréfilos em relacdo aos meninos. O estudo longitudinal de Bugge et al.
(2012) com 292 criancas de ambos os sexos demonstrou que a concentracéo de IL-
6 na infancia (9 anos de idade) correlacionou com resisténcia a insulina na
adolescéncia (13 anos de idade) apenas nas meninas.

Para infancia e adolescéncia, a idade de 10 anos aparece como a de maior
prevaléncia de obesidade infantil (IBGE, 2004; FERREIRA, 2006; ESPIN RIOS et al.,
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2013). Entretanto, no presente estudo ndo encontramos diferencas, entre sexos,
para as concentragdes de IL- 6, TNF- a e CCL- 2.

Outros trabalhos envolvendo criancas de 10 anos de idade apresentaram
associacao positiva entre IMC e IL- 6 (ALVAREZ et al., 2009; PYRZAK et al., 2009;
BEN OUNIS et al.,, 2010; TSAOUSSOGLOU et al.,, 2010; BUGGE et al., 2011;
CODONER-FRANCH et al., 2011; GARANTY-BOGACKA et al., 2011; METZIG et al.,
2011; CODONER-FRANCH et al., 2012; ELSHORBAGY et al., 2012; CHIRICO et al.,
2013), TNF- a (ALVAREZ et al., 2009; JERMENDY et al., 2010; PYRZAK et al.,
2010; TSAOUSSOGLOU et al., 2010; CODONER-FRANCH et al., 2011; GIORDANO
et al.,, 2011; BRESLIN et al., 2012; CHIRICO et al., 2013) e CCL - 2 (ROTH et al.,
2011; BRESLIN et al., 2012).

No entanto, alguns estudos ndo encontraram associacdo entre IMC e IL- 6,
(DIXON et al.,, 2009; ANDERSEN et al.,, 2010; FRISBEE et al.,, 2010), TNF- a
(DIXON et al., 2009; ANDERSEN et al., 2010; BUGGE et al., 2011) e CCL - 2 (KIM
et al.,, 2010; ELSHORBAGY et al.,, 2012), para a idade de 10 anos. Diferentes
metodologias empregadas para quantificacdo dos MI e classificacdo da obesidade
infantil entre os estudos, podem explicar, pelo menos em parte, divergéncias entre
0s resultados.

Utilizacdo do IMC para classificacdo do grau de obesidade em criangas tem
sido largamente utilizada tanto em estudos nacionais (VIEIRA et al., 226; CHIARA et
al., 2003; VITOLO et al.,, 2007) quanto internacionais (FREEDMAN et al., 2004,
NEOVIUS et al.,, 2004; ZIMMERMANN et al., 2004; CONDE;MONTEIRO, 2006b).
Nesse sentido, estudo de revisdo sistematica demonstrou que o uso do IMC ou IMC
categorizado para classificacdo do grau de adiposidade em criancas e adolescentes
apresentou associacfes mais detectdveis em relacdo a outras medidas de
composicao corporal como Absorciometria por Dupla Emissdo de Raios-X (DEXA),
bioimpedancia elétrica e dobras cutaneas (JIMENEZ-PAVON et al., 2010).

Segundo a WHO (1995), o uso do IMC é adequado por apresentar boa
correlagdo com o % do gordura e por permitir comparagdes com outros estudos. No
entanto, a determinacdo de pontos de corte especificos para classificagcdo do grau
de obesidade é complexa, visto que existem diferencas fisioldgicas entre populacdes
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e auséncia de validacdo entre os critérios adotados (DASILVA et al., 2010). Dentre
0os estudos que desenvolveram pontos de corte para classificacdo do IMC,
destacam-se os estudos (MUST et al., 1991; COLE et al., 2000; WHO, 2007).

Assim, nesse trabalho optamos por utilizar os pontos de corte do estudo de
Cole et al. (2000) por apresentar padrdo internacional. Além de utilizarmos o IMC
como indicador antropométrico, o perimetro de cintura também demonstrou ser
eficiente para correlacdo com MI. Paralelamente, outros estudos com criancas e/ou
individuos adultos demonstraram correlagdo positiva (p<0,05) entre circunferéncia
de cintura com M| (STEENE-JOHANNESSEN et al., 2010; ACKERMANN et al.,
2011; SILVA et al., 2014).

Para o calculo do % de gordura, a equacao de Slaughter et al. (1988) permite
calculos especificos para género e idade e também é amplamente utilizada em
estudos com criancas e adolescentes (FILHO et al., 1998; WONG et al., 2000;
PARENTE et al., 2012; TELES;FORNES, 2012; BERTAPELLI et al., 2013).

A técnica de PCR em tempo real ou quantitativo vem sendo utilizada para
analise de Ml em substituicdo a técnica de PCR convencional ou semiquantitativo. O
PCR convencional permite visualizacdo do DNA amplificado apenas no final de
todos os ciclos de termociclagem (entre 25 a 30 ciclos) e que, por muitas vezes, nao
€ possivel identificar diferencas na expressao de determinados genes.

Por sua vez, a técnica de PCR em tempo real possui maior especificidade e
sensibilidade do sinal de fluorescéncia emitido a cada termocliclagem, possibilitando
a amplificacdo e quantificacdo de sequéncias de genes especificos logo no inicio da
reacdo (MACKAY, 2004). Além de essa técnica ser mais rapida que o PCR
convencional, ela € menos subjetiva e apresenta menor risco de contaminacéo
(HEID et al., 1996).

Nosso estudo demonstrou que o numero de passos/dia ndo diferiu
significativamente entre sexos e entre criancas eutroficas, com sobrepeso ou
obesidade (Figura 2). Em concordancia com nosso estudo Rosa et al. (2011) néo
encontraram associacdo positiva entre numero de passos/dia e indicadores de
adiposidade corporal (IMC, % GC) em criancas e adolescentes de 10 a 18 anos de
idade. Ainda, 70,8 % meninos e 76,3 % das meninas, ndo atingiram a meédia do
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namero de passos/dia recomendada por Tudor-Locke et al. (2004) (15.000
passos/dia para meninos e 12.000 passos/dia para meninas).

Diferentemente dos nossos resultados, outros estudos demonstraram média
de passos/dia superior para o sexo masculino em relacdo ao sexo feminino
(TUDOR-LOCKE et al.,, 2001; RAUSTORP et al., 2007), pois 0S meninos,
geralmente, possuem maior apoio e incentivo familiar para a pratica de atividades
fisicas moderadas a vigorosas (GONCALVES et al., 2007). Portanto, a familia pode
ser determinante na influéncia a pratica de atividades fisicas nos meninos e meninas
desde a infancia.

Ainda, o niumero de passos/dia ndo correlacionou a IL-6, TNF- a e CCL - 2,
corroborando outros achados (OLSON et al., 2007; STEWART et al., 2007). Torna-
se valido ressaltar que, no presente estudo, 58,8% das meninas e 83,6% dos
meninos nao atingiram as recomendacdes de 11000 e 13000 passos/dia,
respectivamente. Por outro lado, outros estudos demonstraram que individuos
praticantes de atividades fisicas regulares apresentam menor concentracao de IL-6
(DEKKER et al., 2007; NICKLAS et al., 2008) e que, respostas inflamatorias
sistémicas estdo relacionadas, de alguma forma, a doencas vasculares e ao nivel de
atividade fisica (SMITH et al., 2009). Assim, apesar do consenso sobre os beneficios
de um estilo de vida fisicamente ativo, o entendimento dos efeitos do nivel de
atividade fisica sobre parametros inflamatérios ainda necessita maiores
esclarecimentos.

A utilizacdo de peddbmetro para mensurar o nivel de atividade fisica impde
limitacdo a medida, pois nao estratifica intensidade do esforco realizado muito
menos o tipo de atividade, por exemplo, caminhada ou corrida. Nesse sentido, sabe-
se gque diferentes intensidades do esforco promovem distintas alteracdes nas
concentragdes de leucdcitos, células natural killer, linfocitos T e B, imunoglobulinas e
citocinas (TERRA et al., 2012). Atividades fisicas de baixa/moderada intensidade (55
a 60% da frequéncia cardiaca maxima, durante 40 minutos, quatro vezes por
semana) nao reduziram significativamente (p < 0,05) a concentragdo de citocinas
inflamatorias. Por outro lado, atividades fisicas de moderada a vigorosa intensidade

(75 a 80% da frequéncia cardiaca maxima, durante 40 minutos, quatro vezes por
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semana) causaram alteragOes significativas nas concentragbes de citocinas, a
exemplo do TNF- a (SLOAN et al.,, 2007). Lana et al. (2008) demonstraram, em
modelo animal (ratos Wistar), que o os efeitos cronicos de atividades aerobias de
alta intensidade (cinco dias por semana, uma hora por dia, 25m/min) foi mais
eficiente na redugéo de citocinas inflamatdrias em relacdo a atividades de baixa
intensidade (cinco dias por semana, uma hora por dia, 15m/min). Assim, a
inexisténcia de correlacdo entre numero de passos/dia e MI, deve-se, a0 menos em
parte, aos baixos niveis de atividade fisica das criancas estudadas.

Criancas obesas apresentaram maiores concentracfes de triglicerideos
(Figura 1B), IL-6, TNF- a, e CCL- 2 (Figura 3A, 3B e 3C, respectivamente) em
relacdo a criancas eutréficas. Por outro lado, criancas eutréficas apresentaram
maiores concentracdo de HDL-c log em relacdo as obesas (Figura 1A). Criancas
com sobrepeso apresentaram aumentas (P > 0,05) concentracées de IL-6 (0,2
vezes), TNF- a (0,3 vezes) e CCL - 2 (0,4 vezes) em relacdo ao grupo eutréfico.
Portanto, quanto maior for o IMC de criancas de 10 anos de idade, maiores serao as
probabilidades de ICBG, desordens do sistema imunoldgico e consequentemente,

outras comorbidades.
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6 CONCLUSOES

Os MI IL-6, TNF- a e CCL - 2 estdo associados a dislipidemia e obesidade,
mas nao ao nivel de atividade fisica em escolares de 10 anos de idade. Criancas
com excesso de massa corporal apresentam aumentados niveis de marcadores da
ICBG em relacdo as eutroficas. Alta concentracdo de IL-6, TNF- a e CCL - 2 em
criancas obesas de 10 anos de idade prejudicam o perfil bioquimico e inflamatorio e
sinalizam o desenvolvimento de outras doencas cardiovasculares como diabetes,
aterosclerose, hipertensao arterial sistémica e infarto agudo do miocérdio.

Assim, para combater a obesidade infantil e doencas inflamatérias associadas
a obesidade, é fundamental que estratégias de intervencdo que envolva alimentacéo
saudavel e pratica regular de atividade fisica sejam encorajadas desde a infancia, de

forma a constituir um habito para toda a vida.
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ANEXO A — COMITE DE ETICA

MINISTERIO DA EDUCACAO

UNIVERSIDADE FEDER;AL pO TRIANGULO MINEIRO — Uberaba (MG)
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP
Av. Frei Paulino, 30 (Centro Educacional e Administrativo da UFTM) — 2° andar — Bairro Nossa Senhora da Abadia
38025-180 - Uberaba-MG - TELEFAX: 34-3318-5854

E-mail: cep@pesqpg.uftm.edu.br

IDENTIFICAGAO
TiTULO DO PROJETO: ASSOCIACAO ENTRE MARCADORES INFLAMATORIOS E ESTADO NUTRICIONAL
' EM ESCOLARES DE 8 A 10 ANOS DE IDADE NO MUNICIPIO DE UBERABA/MG
PESQUISADOR (A) RESPONSAVEL: EDMAR LACERDA MENDES
INSTITUIGAO ONDE SE REALIZARA A PESQUISA: UFTM
DATA DE ENTRADA NO CEP/UFTM:15/06/2012
' PROTOCOLO CEP/UFTM: 2388

PARECER

De acordo com as disposi¢des da Resolugdo CNS 196/96, o Comité de Etica em Pesquisa
da UFTM considera o protocolo de pesquisa aprovado, na forma (redagéo e metodologia) como foi
apresentado ao Comité.

Conforme a Resolugdio 196/96, o pesquisador responsavel pelo protocolo devera manter
sob sua guarda, pelo prazo de no minimo cinco anos, toda a documentagao referente ao protocolo
(formulério do CEP, anexos, relatérios e/ou Termos de Consentimento Livre e Esclarecidos —
TCLE assinados, quando for o caso) para atendimento ao CEP e/ou a Comiss&o Nacional de Etica
em Pesquisa — CONEP.

Toda e qualquer alteragdo a ser realizada no protocolo devera ser encaminhada ao CEP,
para anélise e aprovagao.

O relatério anual ou final devera ser encaminhado um ano apés o inicio da realizagdo do
projeto.

Uberaba, 07 de junho de 2013.

soares dos Santos

o CEP/UFTM
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ANEXO B — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO TRIANGULO MINEIRO - Uberaba-MG
Comité de Etica em Pesquisa- CEP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO ( TCLE ) PARA
PARTICIPACAO DE CRIANCAS E/OU ADOLESCENTES COMO SUJEITOS DE
PESQUISA

Titulo do Projeto: ASSOCIACAO ENTRE MARCADORES INFLAMATORIOS E
EXCESSO DE PESO CORPORAL EM ESCOLARES DE 10 ANOS

TERMO DE ESCLARECIMENTO

A(O) crianca sob sua responsabilidade esta sendo convidada(o) a participar do estudo
(ASSOCIA(;AO ENTRE MARCADORES INFLAMATORIOS E EXCESSO DE PESO
CORPORAL EM ESCOLARES DE 10 ANOS), por ser escolar na faixa etaria de 10 anos
devidamente matriculado no ensino fundamental no municipio de Uberaba-MG. Os avancos
na area das ciéncias ocorrem através de estudos como este, por isso a participacdo da crianca é
importante. O objetivo deste estudo é investigar a associacdo entre marcadores inflamatorios e
excesso de peso corporal em escolares na faixa etaria de 10 anos do municipio de Uberaba-
MG e caso a crianga participe, sera necessario realizar avaliacdo antropométrica de peso,
estatura, medidas de dobras cutaneas, perimetros corporais e coleta de material sanguineo. Em
caso de ndo haver riscos ou desconfortos a crianca podera ter algum desconforto quando
receber uma picada para colher o sangue do seu braco.

Vocé e a crianca sob sua responsabilidade poderdo obter todas as informacgdes que
quiserem; a crianca poderd ou ndo participar da pesquisa € 0 seu consentimento podera ser
retirado a qualqguer momento, sem prejuizo no seu atendimento. Pela participacdo da crianca
no estudo, vocé nem a crianca receberdo qualquer valor em dinheiro, mas havera a garantia de
que todas as despesas necessarias para a realizacdo da pesquisa ndo serdo de sua
responsabilidade. O nome da crianca ndo aparecerd em qualquer momento do estudo, pois ela
(ou ele) sera identificada(o) por um numero ou por uma letra ou outro cédigo.
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ANEXO C — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 2
..~‘\
=

MINISTERIO DA EDUCAGCAO
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE, APOS ESCLARECIMENTO

Titulo do Projeto: ASSOCIACAO ENTRE MARCADORES INFLAMATORIOS E
EXCESSO DE PESO CORPORAL EM ESCOLARES DE 10 ANOS

Eu, , li efou ouvi o
esclarecimento acima e compreendi para que serve o estudo e qual procedimento ao qual a
crianga sob minha responsabilidade sera submetida(o). A explicacdo que recebi esclarece 0s
riscos e beneficios do estudo. Eu entendi que eu e a criangca sob minha responsabilidade
somos livres para interromper a participacdo dela (ou dele) na pesquisa a qualquer momento,
sem justificar a decisdo tomada e que isso ndo afetard o tratamento dela (ou dele). Sei que o
nome da crianca ndo sera divulgado, que ndo teremos despesas e ndo receberemos dinheiro
por participar do estudo. Eu concordo com a participacdo da crianca no estudo, desde que ele
também concorde. Por isso ela (ou ele) assina (caso seja possivel) junto comigo este Termo
de Consentimento.

Uberaba, .......cccoo..... [ Lo,

Assinatura do responsavel Documento de Identidade

Assinatura da crianca ( se possuir)  Documento de Identidade (se possuir)

Assinatura do pesquisador orientador
Contatos: (34) 3318 5964 ou (34) 9280 4804Em caso de duvida em relacdo a este
documento, vocé podera entrar em contato com o Comité Etica em Pesquisa — CEP da
Universidade Federal do Triangulo Mineiro, pelo telefone 3318-5854.



ANEXO D - FICHA DE COLETA DE DADOS

MINISTERIO DA EDUCAGCAO

UNIVERSIDADE FEDERAL DO TRIANGULO MINEIRO - Uberaba-MG

ID

Cddigo

Nome

Comité de Etica em Pesquisa- CEP

FICHA DE COLETA DE DADOS

Escola

Sala

Dia (n) més (n) ano (n) Idade

Etnia 1 Branco
Sexo 1 Feminino
Peso (Kg)
Estat (cm)

Dobras cutaneas:

2 Negro

2 Masculino

Tric1 Tric 2 Tric 3

Bic 1 Bic 2 Bic 3

Sub 1 Sub 2 Sub 3

Supral Supra 2 Supra 3
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